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Cromatogramas obtidos apds a injecdo de 200 pL de solucao
referéncia e Macoma constricta sp. (a) LC-CVG-ICP-MS e (b) a
mesma “a” ampliada 3,3 vezes, (c) LC-ICP-MS. Extragdo em agua

por MAE. UK(1): espécie desconhecida...........ccccceeeericviiieeneeeeninnnee.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AAS, espectrometria de absorcdo atdmica, do inglés atomic absorption

spectrometry

AFS, espectrometria de fluorescéncia atdmica, do inglés atomic fluorescence

spectrometry

ASE, extracdo acelerada com solvente, do inglés accelerated solvent extraction
C 18, grupos octadecil imobilizados sobre silica

CE, eletroforese capilar, do inglés capillary electrophoresis

cps, contagens s™

CRM, material de referéncia certificado, do inglés certified reference material
CVG, geracao quimica de vapor, do inglés chemical vapor generation

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

d.i., diametro interno

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

electrospray mass spectrometry
FI, injecdo em fluxo, do inglés flow injection
GC-MS, espectrometria de massa acoplada a cromatografia a gas, do inglés gas

chromatography-mass spectrometry

HG AFS, espectrometria de fluorescéncia atbmica com geracéo de hidretos, do

inglés hydride generation-atomic fluorescence spectrometry

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

liquid chromatography

HPLC-CVG-AAS, cromatografia a liquido de alta eficiéncia com geragéo quimica
de vapor acoplado a espectrometria de absor¢cdo atébmica, do inglés high
performance liquid chromatography-chemical vapor generation-atomic
absorption spectrometry

HPLC-CVG-AFS, cromatografia a liquido de alta eficiéncia acoplada a

espectrometria de fluorescéncia atbmica com geracdo quimica de vapor, do



inglés high-performance liquid chromatography-chemical vapor generation-

atomic fluorescence spectrometry

HPLC-UV-CVG-AFS, cromatografia a liquido de alta eficiéncia com ultravioleta
acoplada a espectrometria de fluorescéncia atbmica com geragdo quimica de
vapor, do inglés high-performance liquid chromatography-ultraviolet-chemical
vapor generation-atomic absorption spectrometry

IUPAC, Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada do inglés international
union of pure and applied chemistry

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

spectrometry

m/z, raz80 massa/carga

MS, espectrometria de massa, do inglés mass spectrometry

PLE, extracdo com liquido pressurizado, do inglés pressurized liquid extraction
RF, radiofrequéncia, do inglés radiofrequency

rpm, rotacdes por minuto

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

SPE, extracdo em fase solida, do inglés solid-phase extraction
SPME, microextragdo em fase soélida, do inglés solid-phase microextraction

USEH, ultrassom com hidrélise enzimatica assistida, do inglés ultrasound-

assisted enzymatic hydrolysis
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RESUMO

Neste trabalho foi avaliado o preparo da amostra e o uso da cromatografia a liquido
acoplada a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (LC-ICP-MS) e
LC acoplado ao sistema de geracdo quimica de vapor (CVG) e ICP-MS para a identificacado
e quantificacdo das espécies de As presentes em tecidos de moluscos bivalves. Condicbes
relacionadas a extracdo das espécies de As foram avaliadas com o emprego de extracdo
assistida por micro-ondas (MAE) e ultrassom (UAE). A influéncia dos principais parametros
envolvidos na extracdo das espécies de As, como o tipo e concentracdo da solucdo
extratora, massa de amostra, temperatura e o tempo de extracdo por MAE e o tempo de
sonicacao por US foram avaliados. Extracdo de As foi possivel usando agua a 80 € (0,2 g
de amostra e 6 mL de 4gua) durante 6 min com MAE. Para a separacdo cromatogréafica
foram avaliados o tipo de fase moével [(NH,).CO3; e (NH4),HPOQO,4], a concentracdo (1 a 20
mmol L), o pH (5,0 a 9,0), a vazao (1,05 a 1,45 mL min™) e o modo de elui¢éo (isocratico e
gradiente). O volume de amostra injetada no cromatografo foi fixado em 200 pL. Para a
separacdo das espécies de As foi utilizada uma coluna de troca anidnica (Hamilton PRP-
X100, 250 x 4,1 mm). Foram detectadas seis espécies de As nos moluscos, sendo
identificadas somente a arsenobetaina (AsB), o As(lll), o dimetilarsénio (DMA) e o acido p-
arsanilico (0-ASA). A melhor separacdo das espécies de As foi obtida por eluicdo gradiente
utilizando as seguintes condicdes: 0 a 1,4 min empregando 6 mmol L™ de (NH,),HPO,, 1,4 a
2,7 min empregando 20 mmol L™ de (NH,),CO; e 2,7 a 15 min utilizando 6 mmol L™ de
(NHy),HPO,. A vazdo da fase movel foi fixada em 1,25 mL min™t. Os parametros de CVG
avaliados foram a concentracdo de NaBH,; e HCl e a vazdo do gas de arraste, as quais
foram fixadas em 1,0 % (m/v), 1,0 mol L™ e 1,15 L min*, respectivamente. Os procedimentos
de extracdo e determinacdo de As total foram avaliados utilizando os materiais de referéncia
certificados BCR 627 (Tuna Fish Tissue), DORM-2 (Dogfish Muscle) e NIST 1566b (Oyster
tissue). A concordancia entre os resultados obtidos foi de 95 £+ 3 a 101 + 5%,
respectivamente. Os valores entre a soma das concentragfes das espécies de As obtidos
por LC-ICP-MS e As total nos digeridos e extratos obtidos, determinado por ICP OES
também foram concordantes em um nivel de confianca de 95% (Teste t-Student). Desta
forma, o método desenvolvido empregando LC-ICP-MS e LC-CVG-ICP-MS foi considerado

adequado para determinacéo de espécies de As em moluscos bivalves.
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ABSTRACT

In this work, the aim of this study is to evaluate sample preparation procedures and
liquid chromatography-inductively coupled plasma mass spectrometry (LC-ICP-MS) and LC
coupled to chemical vapor generation (CVG) and ICP-MS (LC-CVG-ICP-MS) for
identification and quantification of As species in mollusks collected in BTS. Conditions
related to As species extraction were assessed with the use of microwave assisted extraction
(MAE) and ultrasound-assisted extraction (UAE). The influence of the main parameters
involved in extraction of As species such as the type and concentration of extraction solution,
sample mass, temperature and extraction time were evaluated. The extraction was possible
by using water at 80 € (0.2 g sample and 6 mL of water) for 6 min using MAE. For the
chromatographic separation the type of mobile phase [(NH;).CO; and (NH4),HPO,]
concentration (1 to 20 mmol L), pH (5.0 to 9.0), flow rate (1.05 to 1.45 mL min™) and elution
mode (isocratic and gradient) were evaluated. The volume of sample injected into the
chromatograph was fixed to 200 pL. For the separation of As species an anion exchange
column (Hamilton PRP-X100, 250 x 4.1 mm) was used. Six As species were detected in the
mollusks being identified arsenobetaine (AsB), As(lll), dimethylarsenic acid (DMA) and p-
arsanilic acid (p-ASA). The best separation of the As species was obtained by gradient
elution mode and using the following program: 0 to 1.4 min using 6 mmol L™ (NH,),HPO, to
1.4 to 2.7 min using 20 mmol L™ (NH,),CO; and 2.7 to 15 min using 6 mmol L™ (NH,),HPO,).
The mobile phase flow rate was set at 1.25 mL min™. CVG parameters were evaluated and
the concentrations of NaBH, and HCI, and carrier gas flow rate were set to 1.0% (m/v) 1.0
mol L and 1.15 L min™, respectively. The extraction procedures and determination of total
As were evaluated using certified reference materials BCR 627 (Tuna Fish Tissue), DORM-2
(Dogfish Muscle) and NIST 1566b (Oyster tissue). The agreement of the results obtained
was 95 + 3 to 101 * 5%, respectively. The sum of the concentrations of As species
determined by LC-ICP-MS and the total As concentration in digested samples and extracts
measured, determined by ICP OES were also in good agreement on a confidence level of
95% (Student t-Test). The developed methods by employing the LC-ICP-MS and LC-CVG-

ICP-MS for As speciation analyses in bivalves mollusks are considered suitable.



1 INTRODUCAO

A baia de Todos os Santos (BTS), na Bahia, tem uma das mais importantes
comunidades pesqueiras do Brasil, devido a uma imensa area de manguezais com
enorme potencial para o cultivo de moluscos bivalves.! Os moluscos s&o capturados
para o0 sustento proprio e complementacdo de renda das populacdbes de
marisqueiros.” Moluscos bivalves s&o considerados bioindicadores, pois apresentam
a capacidade de filtrar em torno de 10 L h' de &gua, acumulando com isso
pequenas particulas e micro-organismos no seu organismo.® Dessa forma, estes
organismos podem ser utilizados diretamente no biomonitoramento dos impactos
ambientais e na avaliagdo dos riscos para a saude humana. Os moluscos bivalves
mais estudados, considerando aspectos de toxicidade e contaminagdo, sao
mexilhdes e ostras, uma vez que estes sdo muito utilizados para consumo humano,
geralmente, in natura e representam uma fonte importante de nutrientes (minerais
essenciais) e de baixo custo. No entanto, ndo ha regulamentacdo pelos 6rgéos
ambientais em relacdo a sua captura e nem mesmo legislacdo para avaliagdo dos
mesmos quanto a presenca de contaminantes. Neste contexto, moluscos bivalves
sdo associados a casos de intoxicacdo alimentar, provavelmente pelo aumento de
contaminagcdo ambiental, quanto as atividades industriais e centros urbanos nas
margens da BTS.?> Com o aumento das pesquisas sobre os efeitos de contaminantes
em ecossistemas aquaticos, muitos estudos apontam a utilidade de moluscos
bivalves para estudos de biomonitoramento de As organico e inorganico, uma vez
que apresentam mobilidade reduzida e refletem condicdes especificas do lugar.®
Informacbes sobre espécies de As sdo importantes para avaliar implicacbes
toxicoldgicas, bem como para elucidar o ciclo biogeoquimico deste elemento no
ambiente marinho.” Além disso, moluscos bioacumulam As inorganico (mais téxico)
e o transformam em compostos metilados toxicos (como o monometilarsénio, MMA)
ou nao toxicos (como a arsenobetaina, AsB). Contudo, a quantificagdo do As total
em organismos marinhos tem sido rotineiramente realizada, mas os seus efeitos

toxicos e biolégicos ndo podem somente ser determinados pela informacéo do As
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total, pois estes efeitos dependem das formas quimicas do As.? Assim, a especiacéo
quimica elementar (a quantificacdo de diferentes formas quimicas de um elemento)
€ de grande importancia, uma vez que as espécies de um elemento diferem
principalmente no estado de oxidacdo, das formas inorganicas e/ou organicas.’ A
espécie de As predominante em bivalves € a AsB e seus niveis de concentracdo
geralmente s&o de 1 a 100 mg kg™. Porém, além desta espécie, monometilarsénio
(MMA), dimetilarsénio (DMA) e tetrametilarsénio (TMA) tém sido relatados, mas em
menor concentracdo.?

Uma etapa crucial na andlise de especiacdo quimica € o preparo da
amostra. Embora tenham sido propostos varios métodos de preparo de amostra
para a determinacdo de espécies de As, a etapa de extracdo ainda requer
desenvolvimento de métodos direcionados para a reducdo de volumes de solvente,
tempo de extracdo e aumento da eficiéncia de extragdo, sem interconverter as
espécies quimicas.’® Em tecidos biolégicos, a principio, deve ser desenvolvida
metodologia de extracdo para cada matriz em estudo, uma vez que a matriz da
amostra tem caracteristicas especificas, e pode influenciar no processo de
extracdo.'* O uso da extracdo assistida por micro-ondas (MAE) e ultrassom (UAE)
para o preparo de amostras para andlise de especiacdo tem sido avaliado para
diferentes matrizes biolégicas.*® O uso da MAE e UAE tem por finalidade acelerar o
processo de extracdo sem perdas ou conversao das espécies de As, o que depende
do tempo de irradiacdo, temperatura e caracteristicas da amostra e dos meios
extratores usados. No entanto, a MAE tem sido a técnica mais utilizada para
extracdo de espécies quimicas em amostras biolégicas.™®

Varios métodos de especiacdo de As tém sido relatados na literatura,
destacando-se uma crescente preocupacdo no desenvolvimento de novos métodos
analiticos em virtude do numero expressivo de espécies de As ainda néo
identificadas, uma vez que muitos organismos marinhos sado capazes de acumular
As e biotransforma-lo em espécies organicas.'® A maioria dos métodos empregados
combina a cromatografia a liquido acoplada com a espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (LC-ICP-MS).** A escolha do método de separacéo
adequado depende, principalmente, de propriedades fisico-quimicas, como
volatilidade, carga e polaridade das diferentes espécies, sendo que as vezes faz-se

necessaria a utilizacdo de dois ou mais métodos de separacéo.'* A escolha de uma
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técnica adequada de deteccdo dependerd, principalmente, da concentracdo das
espécies presentes na amostra e da seletividade. Dentre as técnicas descritas na
literatura, a LC hifenada a espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado é uma das mais utilizadas para analise de especiacdo de As porgue a
deteccéo por ICP-MS proporciona alta especificidade/seletividade e baixos limites de
detec¢do (LOD). Adicionalmente, a geracao quimica de vapor (CVG) pode ser usada
com a LC-ICP-MS, aumentando significativamente os limites de deteccéo.™

No entanto, o desenvolvimento de metodologias para a analise de especiacao
de As ainda apresenta dificuldades, tais como (i) a integridade das espécies de As
deve ser mantida durante o preparo da amostra, extracdo e armazenamento, (ii)
existem poucos materiais de referéncia certificados (CRM) disponiveis para as
diversas espécies de As e (iii) ndo ha um método satisfatorio para extrair todas as
espécies de As em organismos marinhos. Embora diversos procedimentos tenham
sido propostos para especiacdo de As em amostras bioldgicas, especialmente em
organismos marinhos, pouco se conhece sobre as espécies de As em moluscos
bivalves.

Dessa forma, o conhecimento sobre as espécies de As presentes em
moluscos bivalves é fundamental para a compreensdao da biodisponibilidade,
potencial de toxicidade de As ao organismo humano e dos impactos ambientais.



2 REVISAO DA LITERATURA

A revisdo da literatura estd subdividida em trés itens,
sendo tratados os seguintes assuntos: (i) As na agua do mar,
toxicidade de espécies de As, moluscos bivalves como
bioindicadores e na baia de Todos os Santos; (i) analise de
especiacdo de As em organismos marinhos; e (iii) breve
discussdo de técnicas para analise de especiacdo de As em

organismos marinhos.
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2.1 Arsénio na agua do mar

Arsénio é um metaldide com ampla distribuicAo no ambiente, sendo
encontrado sob diferentes formas quimicas, cada uma com caracteristicas
toxicoldgicas préprias.’® A exposicdo humana ao As pode ocorrer de forma
ocupacional ou ambiental. A exposi¢cdo ocupacional ocorre na produgédo e/ou
transformacdo de muitos produtos, como, por exemplo, em fundi¢cdes de metais
nao-ferrosos, na producdo de vidro artistico, no uso do carvao mineral, na
fabricacdo de semicondutores, na producdo e uso de agrotoxicos e
conservantes de madeira. A exposicdo ambiental se d4 a partir de varias
fontes, tais como alimentos, 4gua, ar e solo, sendo que os alimentos de origem
marinha s&o a principal fonte de As nos seres humanos.® De acordo com a U.S.
Food and Drug Administration (USA - FDA), os peixes e outros organismos
marinhos representam 90% do total de exposicdo do ser humano ao As.!” No
ambiente, o As pode causar danos aos seres vivos, uma vez que existem
varios estados de oxidacdo de As, sendo os mais comuns, As(V) (arsenato),
As(lll) (arsenito) e As(0) e, com diferentes caracteristicas toxicologicas.’*%*°
Na Tabela 1 estdo mostradas as abreviaturas, nomes e estruturas quimicas de

espécies de As de maior relevancia biologica e ambiental.

Tabela 1. Espécies de As comumente presentes em sistemas ambientais e

biolégicos.
Nome Abreviatura Férmula quimica
Arsenito As(IIN As(OH);
Arsenato As(V) AsO(OH);
Acido monometilarsénico MMA(V) CH3AsO(OH),
Acido monometilarsonoso MMA(IIT) CHsAs(OH),
Acido dimetilarsénico DMA(V) (CH3),AsO(OH)
Acido dimetilarsenoso DMA(IIN (CH3)AsOH
Trimetilarsina TMAO (CH3)AsO
Arsenobetaina AsB (CH3)3sAs"CH,COO
Arsenocolina AsC (CHs)sAs"CH,CH,OH
Acido p-arsanilico p-ASA CeHsASNO;
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Além de As(lll), As(V) e os seus derivados metilados, também ha os
compostos biotransformados (AsB, AsC e arseoacucares, AsS) por organismos
marinhos. Na agua do mar, geralmente, o As esta representado na forma de
arsenato [H,AsO] e esta presente em concentracdes da ordem de 1 pg L3
A presenca de As é mais constante em aguas profundas, enquanto que 0s
niveis em aguas superficiais mostram uma variacdo sazonal.'® A atividade
biolégica de micro-organismos podem reduzir o As(V) para As(lll). Estas
formas inorganicas sao transformadas em metiladas por micro-organismos e
excretadas através de um mecanismo de desintoxicacdo ou bioacumuladas
nos tecidos dos organismos marinhos. As duas principais espécies
organoarsénicas, que podem ocasionalmente ser encontradas na agua do mar
como resultado da biotransformacdo no plancton e/ou interacdes bacterianas
sdo o dimetilarsinato [DMA(II1)] ou monometilarsonato [MMA(V)].?¥% Além de
DMA e MMA, as principais espécies metiladas organoarsénicas encontradas
em tecidos de organismos marinhos incluem o TMAO, tetrametilarsénio
(TETRA), AsB, AsC e o0s compostos moleculares grandes, chamados
coletivamente de arseno-carboidratos ou AsS. O sedimento pode conter
elevadas concentracdes de As, mas o As ligado ao sedimento geralmente é
considerado “ndo disponivel" para os organismos marinhos e esta presente,

principalmente, nas formas de TMAO e AsC.?

A quimica do As nos compartimentos ambientais, principalmente na
agua, sedimento e solo, é complexa, em virtude das grandes diferencas entre
as propriedades dos seus compostos de origem natural ou antropogénica. O
aspecto bioquimico mais observado no meio ambiente é a metilacéo.® Mesmo
gue compostos metilados de As ndo sejam usados na agricultura, o As
inorganico pode ser convertido em formas metiladas no meio ambiente, que
sao liberadas no meio aquoso, tornando-se disponivel para aumentar os niveis
de As na cadeia alimentar. Como a biodisponibilidade e os efeitos
fisiologicos/toxicologicos do As dependem de sua forma quimica, a especiacéo
e suas transformacbes no meio ambiente tornam-se muito importantes,
necessitando de métodos adequados para a separacdo e determinacdo das

espécies de As. >
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2.1.1 Arsénio em organismos marinhos comestiveis

Arsénio presente na agua pode ser facilmente bioacumulado em algas,
peixes e moluscos por diferentes vias troficas e, consequentemente, na cadeia
alimentar humana.®® O risco de contaminacdo dos humanos pela cadeia
alimentar recebeu recentemente a atencdo do publico em virtude do perigo
potencial para a satde humana.” O homem pode ser exposto & diversas fontes
(como alimentos, agua e ar), mas a exposicao atraves da ingestao de peixes e
organismos marinhos é uma das mais significativas.?’ Geralmente, os
compostos organicos de As sdo considerados menos toxicos que as espécies
inorganicas de As, dos quais os trivalentes sdo as formas mais toxicas. Assim,
a especiacdo de As € muito importante em alimentos provenientes de
organismos marinhos.?®

O ciclo biogeoquimico marinho do As € bastante complexo e apresenta
importantes implicagbes na toxicidade para organismos marinhos e seus
consumidores, incluindo humanos.?® As formas quimicas de As em tecidos de
espécies marinhas podem refletir na posicao tréfica, na capacidade inerente de
biotransformacao, e outras peculiaridades especificas das espécies de As e

seu metabolismo.?*33

A flora e fauna marinhas contém uma grande quantidade de compostos
de nitrogénio e fdsforo, sendo que este pode ser substituido por outros
elementos do seu grupo devido as semelhancas quimicas, principalmente, As
nas rotas metabdlicas dos organismos vivos.?® Tais compostos incluem a AsB,
AsC e AsS presentes nas algas.?’ Na agua do mar em condicées normais (pH
proximo de 8,1) o As esta presente como arsenato, ou, mais precisamente,
como o0 oxo-anion desprotonado [H,AsO] (pKa = 6,8). No entanto, na agua do
mar o principal nutriente € o fosfato que também existe como o oxo-anion
desprotonado [H,PO4] (pKa = 7,2) neste pH.** As algas marinhas tém sistemas
de transporte através das membranas celulares para absorver o fosfato da
agua do mar, mas esses sistemas ndo sdo suficientemente seletivos para
discriminar as espécies estruturalmente semelhantes ao fosfato, como € o caso

do arsenato.®*® Assim, facilita o acesso do As as células dos organismos
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marinhos, podendo causar interferéncias nos processos metabolicos que
necessitam da participacdo do fosforo, a exemplo a fosforilacdo oxidativa,

resultando em efeitos tdxicos.3®

Organismos marinhos acumulam quantidades substanciais de As e de
modo mais eficiente que os organismos terrestres.>*° Algas marinhas
absorvem arsenatos (forma predominante de As na agua do mar), e 0
transformam em diferentes ribosideos e AsB via MMA e DMA. A AsB é um
composto organico de As formado pela desintoxicacdo do arsenato fitotoxico.**
“ No entanto, a AsB é muito pouco téxica para humanos, sendo a principal
espécie quimica de As encontrado nos organismos marinhos.*® J&, no
organismo humano, a AsB é biodisponivel, sendo absorvido a partir do intestino

e, ap6s é excretada na urina com pouca ou nenhuma biometilacéo.*

2.1.2 Toxicidade do As

O nivel de toxicidade de As depende, em parte, do nivel de
exposicdo.*® No Brasil, a concentracdo maxima de As em peixes e produtos
de peixe tém sido regulamentada desde 1965 pelo decreto 55.871-65,
publicado em 27/3/1965 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA).*" O limite maximo de As estabelecido por este decreto foi de 1
mg kg*, no entanto, para o USA-FDA (1993)* e para a World Health
Organization (WHO), o valor preconizado de ingestdo semanal maxima
toleravel de As é de 0,015 mg kg™ por peso corpéreo.?**?

De acordo, com a Agency for Research on Cancer (IARC, USA,
1987), o As é considerado carcinogénico humano, podendo causar lesdes
na pele, cancer de cérebro, figado, rins e estdmago. Além disso, 0 mesmo
pode atravessar a barreira hematoencefélica produzindo ma formacao
humana e até morte fetal.”® Os compostos sollveis de As inorganico, depois
de absorvidos, sdo distribuidos para praticamente todos os 6rgéaos e tecidos
do corpo.®* Estudos realizados em autépsias de pessoas sujeitas a
exposicdo nao-ocupacional, mas que tenham ingerido alimentos
contaminados ou agua contaminada por As, mostraram que existe uma

tendéncia a altas concentracdes em tecidos de queratina, como cabelo e

8
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unhas e pouca deposicdo e acUimulo em visceras.”®> A hierarquia de
depodsito de As nos 6rgaos pode ser definida na seguinte ordem: figado >
rins > masculos > coragcdo > baco > pancreas > pulmdes > cérebro
(cerebelo-tecido encefalico) > pele > sangue.”® A LDs, oral (a dose letal
para 50% de uma populacdo) para As inorganico é de 15 a 293 mg kg™ (As)
e 11 a 150 mg kg™ (As) de peso corpéreo em ratos e outros animais de
laboratorio, respectivamente. A exposicao ao triéxido de As por ingestao de
70 a 80 mg tem sido reportado como dose letal para humanos. A ordem de
toxicidade dos compostos de As é As(lll) > As(V) > DMA > MMA > As(0) >
AsB. A LDs para humanos do As(lll) se situa em 35 mg kg™ e a do As(V)
em 41 mg kg*. O DMA e o0 MMA, muito menos téxicos do que o As(lll) e
As(V), tem LDso de 1200 mg kg™ e 1800 mg kg™, respectivamente.®* No
entanto, a AsB apresenta uma toxicidade muito mais baixa e sua LDsp ndo
pode ser determinada com exatidao, embora tenha sido estimada superior a
10000 mg kg™. Recentes estudos demonstraram que MMA(III) e DMA(III)
Sdo mais genotoxicos entre as espeécies organicas de As. No ambiente
aquatico, As inorganico esta predominantemente presente como As(lll) e
As(V), os quais sdo interconvertidos através de reacfOes redox e

metilages.>>>°

Bioguimicamente, o As atua coagulando proteinas,
formando complexos com coenzimas e inibindo a producéo de adenosina
trifosfato em processos metabdlicos que envolvam utilizagcdo de energia.®’
Uma vez inserido na célula, o As(lll) liga-se a grupos sulfidrilas das
proteinas e enzimas, enquanto o arsenato compete e interfere nas reacées
de fosforilacd0.”®>° No entanto, como 0s organismos marinhos estdo
expostos ao As, muitos desenvolvem mecanismos para biotransformacao
de As em formas menos téxicas, as quais sdo posteriormente excretadas.®”
%4 Além disso, os compostos de As ndo sdo uniformemente distribuidos nos
diferentes tecidos e 6rgdos de animais marinhos.®*®® Nos peixes, por
exemplo, compostos inorganicos de As e DMA foram encontrados quase
exclusivamente no estémago, intestino, figado, coracdo e guelras, enquanto
que o As presente nos musculos, esta quase todo sob a forma de AsB.%97°
Diferencas na distribuicdo de espécies de As em tecidos de musculo e
orgdos foram documentadas numa variedade de peixes, crustaceos e

gastropodes carnivoros.’"3
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2.2 Moluscos bivalves como bioindicadores

Moluscos bivalves sdo organismos invertebrados aquaticos que

possuem corpo mole protegido por uma concha de duas valvas que se

74-76

mantém unidas devido a presenca dos musculos adutores conforme

mostrado na Figura 1.

—) \/alva

Mdusculos adutores

Figura 1. Moluscos bivalves (adaptado de Amaral et al.).”

Nos moluscos bivalves ndo € possivel distinguir a cabeca e o seu
corpo, que é constituido principalmente por um pé e um conjunto de
laminas branquiais, podendo ter ou ndo a presenca de sifées.””

A classe bivalve, também conhecida como Pelecypoda, inclui formas
muito populares como mexilhdes, mariscos e ostras. Os moluscos bivalves
alimentam-se de fitoplancton, bactérias e particulas de matéria organica,
que obtém através da filtracdo de grandes volumes de &gua pelo
movimento ciliar de células das branquias para obter nutrientes e oxigénio.
Além disso, os bivalves sdo considerados “filtradores” e denominados
bioindicadores em virtude da sua resposta a um contaminante ambiental.””
" Desta forma, metais pesados, toxinas e outras substancias nocivas aos
seres vivos ficam incorporadas nos tecidos destes moluscos, tornando-se
bons indicadores bioldgicos, sendo importantes aliados no monitoramento e
controle da qualidade da agua dos oceanos e outros mananciais hidricos

em que estejam presentes.?°83
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Com o aumento das necessidades de pesquisa sobre os efeitos de
contaminantes em ecossistemas aquaticos, muitos estudos apontam a
utilidade de bivalves para estudos de biomonitoramento de contaminantes
de As organico e inorganico, uma vez que apresentam mobilidade reduzida,
refletem condicGes especificas do lugar, além de serem naturalmente
adaptados a ambientes dindmicos, como o0s costdes e 0s estuarios.?*°
Dessa forma, o conhecimento das espécies de As presentes em moluscos
bivalves é fundamental para a compreenséo da biodisponibilidade, potencial

de toxicidade e como indicador de contaminacdo ambiental.

2.2.1 Moluscos bivalves na baia de Todos os Santos  (Bahia)

A bafa de Todos os Santos (BTS) tem 1233 km? e 184 km de costa.
As aguas da BTS banham 13 municipios da regido metropolitana de
Salvador/Bahia e do Reconcavo Baiano sao eles: Salvador, Madre de Deus,
Candeias, Sao Francisco do Conde, Santo Amaro, Saubara, Cachoeira, Sado
Félix, Maragogipe, Salinas da Margarida, Itaparica, Vera Cruz, Simdes
Filho, Jaguaripe.*

O Recbncavo Baiano, denominacdo dada ao conjunto de municipios
em torno da BTS, € uma das regides onde comunidades de pescadores
artesanais estdo concentradas, pois nesta baia existe um grande numero
de estudrios, originando um complexo de manguezais de enorme potencial
para o cultivo de organismos aquaticos. Esta atividade serve para o
sustento das populacdes de pescadores e marisqueiros que vivem nas
comunidades pesqueiras. Nas margens dos rios e do mar existe uma vasta
area de floresta de manguezal, correspondendo a 21.230 hectares,
segundo dados do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais (IBAMA). Esta area apresenta variadas espécies de crustaceos,
moluscos e bivalves, que possibilitam o desenvolvimento da culinaria tipica

da regi&o.” Na Figura 2 est4 mostrado o mapa da BTS.
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Figura 2 . Mapa da baia de Todos os Santos (adaptado de Hatje et al.)*

Segundo, dados do Ministério da Pesca e Aquicultura, cujo altimo
levantamento da producédo pesqueira nacional foi feito em 2008 e 2009,
atualmente cerca de 60% da pesca no pais tem carater artesanal,
produzindo mais de 500 mil toneladas de pescado por ano e garantindo
renda para mais de 600 mil pescadores.*

Inserida na regido mais industrializada e povoada da Bahia, a BTS
recebe grande volume de dejetos residenciais e industriais da regido
metropolitana de Salvador. Os despejos industriais sado provenientes,
principalmente, do centro industrial de Aratu, das industrias na bacia do rio
Subaé, do complexo petroquimico de Camacari e das unidades da
Petrobras, como a Refinaria Landulpho Alves. Uma série de impactos de
contaminacdo, tais como vazamentos de Oleo ou efluentes, despejos

quimicos, esgotamento sanitario e carcinicultura (atividade que visa a
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criacdo racional de camardes em cativeiro) sdo observadas. Concentracdes
altas de As foram encontradas em toda a BTS, principalmente na foz do rio
Subaé, no Porto de Aratu e em Itapagipe. Os impactos ambientais estao
relacionados com a saude do ambiente, a biota, a paisagem submarina, as
atividades recreacionais, o comeércio e, com isso, podem acarretar perdas
sociais, ambientais, culturais e econdmicas para o Estado.’

No litoral brasileiro, diversas espécies de moluscos bivalves de
regides estuarinas sdo exploradas de forma bastante rudimentar pelas
comunidades tradicionais, sem utilizar medidas de manejo que garantam
um uso sustentavel dos recursos.? Dentre essas espécies, existem aquelas
associadas as estruturas aéreas da vegetacdo do mangue e espécies que
habitam os sedimentos de planicies de maré adjacentes a manguezais,?’
tais como Anomalocardia brasiliana sp., Iphigenia brasiliana sp., Macoma
constricta sp. e Trachycardium muricatum sp., as quais estdo mostradas na
Figura 3. Cabe ressaltar, que cada espécie pode acumular concentracfes

diferentes de contaminantes.?

Figura 3. (a) Macoma constricta sp. (b) Anomalocardia brasiliana sp.(c) Iphigenia
brasiliana sp.(d) Trachycardium muricatum sp. (adaptado de Amaral et

al).”
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2.3 Analise de especiacéao

O consumo, acumulo, armazenamento, transporte e interacdo de
diferentes metais e metaldides na natureza sdo fortemente influenciados
pela sua forma quimica especifica. Assim, a caracterizagcdo completa de um
elemento num sistema bioquimico requer a elucidacdo de propriedades,
como 0 seu estado de oxidacdo e associacdo e organocompostos
organicos.’ Tendo em vista estes pontos, h4 um crescente interesse de
elucidar as diferentes formas quimicas dos elementos presentes em
sistemas bioldgicos, ambientais etc.

Para normatizar os termos, a Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC) estabeleceu uma série de termos, entre eles a analise de
especiacdo quimica, que foi definida como a “atividade analitica de
identificacdo e/ou medida da quantidade de uma ou mais espécies quimicas
individuais em uma amostra”.’

As aplicacbes atuais de analise de especiacdo produzem
informacbes relevantes nas areas de quimica dos alimentos, quimica
ambiental, satde e higiene e geologia.?****! Especiacéo &, além disso, uma
importante ferramenta na investigacdo da toxicidade e da disponibilidade
dos elementos, onde a informacédo da concentracdo total de elementos
pode ser insuficiente.

Em funcdo de diferentes estudos realizados nas Uultimas décadas
sobre toxicidade, biodisponibilidade e ciclos biogeoquimicos dos elementos,
a IUPAC delineou algumas definicdes®, entre as quais se podem destacar:

i. Espécies quimicas: forma especifica de um elemento quanto a
composicao isotopica, o estado de oxidacdo ou eletrbnico e/ou

estrutura molecular ou complexo.

ii. Analise de especiacdo: atividade analitica de identificacdo e/ou
medi¢do da concentracdo de uma ou mais espécies quimicas numa

amostra.

14
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iii. Especiacao de um elemento: distribuicdo das espécies quimicas de um

elemento num sistema.

iv. Fracionamento: processo de classificacdo de um elemento ou grupo de
elementos a partir de uma determinada amostra de acordo com as
propriedades fisicas (por exemplo, tamanho, solubilidade), ou quimicas

(por exemplo, a reatividade de ligacéo).

As investigacdes bioquimicas e toxicologicas tém mostrado que, para 0s
organismos vivos em geral, € muito importante conhecer a forma quimica de
um elemento especifico, ou o estado de oxidacdo em que a espécie quimica é
introduzida no ambiente ou organismo.?®®° Tal entendimento requer
informacgdes sobre a espécie e sua concentragdo. A andlise de especiacdo bem
sucedida depende de dois fatores: a seletividade e a sensibilidade. O avango
em relacdo a estas duas questdes foi obtido pelo acoplamento de técnicas de
separacao, principalmente as cromatograficas e eletroforéticas, com um
detector seletivo. Entre as técnicas (detectores) mais utilizadas no acoplamento
com as técnicas de separacao estdo a AAS, ICP-MS e a ICP OES. Quando a
técnica é mais sensivel, ICP-MS é utilizada como sistema de deteccdo em
técnicas cromatograficas e o LOD obtido esta na faixa de nanograma (ng) a
picograma (pg).>° A evolucao e vantagens (principalmente um elevado grau de
automatizacdo, uma boa reprodutibilidade e uma analise rapida) das técnicas

combinadas tornaram-a como o método de escolha.*

Até ha pouco tempo, a determinagdo da concentracao total de alguns
elementos foi considerada suficiente para as consideracfes ambientais e
toxicologicas. Embora a concentracdo total de elementos seja util em
muitas areas, o conhecimento da especiacdo é de importancia primordial,
porque a toxicidade, a mobilidade, a biodisponibilidade e a bioacumulacéao
dependem das espécies quimicas.’? Além disso, os estudos de especiacao
sdo de enorme interesse na identificacdo de espécies quimicas que tém
efeitos adversos sobre os organismos vivos. A interacdo destas espécies
com a biota é altamente dependente das suas formas quimicas, sendo o
impacto fortemente relacionado com o seu estado de oxidacdo e/ou a

estrutura organica ou inorganica.*
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2.3.1 Anédlise de especiagdo de As em organismos mar  inhos

Os organismos marinhos desempenham atividade importante no ciclo
global do As. Em geral, os organismos marinhos podem acumular As
inorganico a partir da agua do mar e converté-lo em compostos organicos de
As.** Diferentes técnicas de separacdo e determinacdo de espécies de As,
como a LC e MS, respectivamente, tem sido utilizado para caracterizar os
compostos de As, e também para avaliar as possiveis vias de biotransformacéo

do As.®

Assim como avaliacdes sao feitas quanto ao risco da concentracéo total
de um elemento quimico a saude humana, a especiacdo de As também pode
responder com mais certeza as questdes relevantes sobre os processos
metabdlicos e toxicoldgicos de organismos marinhos. As biotransformacdes
metabdlicas de As sdo conhecidas por originar uma grande variedade de
compostos organoarsénicos.’® A identificacdo destes organoarsenais pode
ajudar na elucidagéo das vias metabdlicas e de detoxificacdo e a interacdo do
As nos seres vivos. Dessa forma, as avaliagbes obtidas na andlise de
especiacdo quimica podem ser importantes para estabelecer limites de
concentracdo considerados seguros, tanto relacionados com aspectos
alimentares como ambientais.’® Durante muitos anos, varias técnicas® % de
andlise de especiacdo sdo desenvolvidas, porém, a especiacdo de As ainda é
um desafio por varias razdes, tais como, i) manter a integridade das espécies
de As durante a extracdo das espécies do elemento da amostra, preparo e
armazenamento, ii) ha poucos materiais de referéncia certificados (CRMs)
disponiveis para espécies de As para avaliar a exatiddo da andlise e iii) ndo ha
ainda um método universal para extrair todas as espécies de As de materiais

biolégicos.’
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2.3.1.1 Procedimentos para extracdo de espécies de  As de organismos

marinhos

De acordo com dados da literatura, ndo ha um procedimento universal
de extracdo de espécies de As de matrizes biologicas, sendo que, geralmente,
para cada aplicacdo, as espécies de As devem ser avaliadas e desenvolvidas
metodologias adequadas.'® O procedimento de extracéo de espécies quimicas
€ uma etapa critica nos procedimentos de preparo de amostra, uma vez que o
meétodo deve ser eficiente para extrair as espécies presentes na amostra de
forma quantitativa, sem interconverté-las e, também, assegurar a
compatibilidade do meio extrator (solvente) com a técnica de separacdo e
deteccdo.®? Neste caso, o procedimento de extracéo a ser usado deve manter
o equilibrio estabelecido entre as formas quimicas do elemento nas amostras
Também, preferencialmente as amostras devem ser analisadas o0 mais
rapidamente possivel, sem uso de preservantes, como, por exemplo, a
acidificacdo de agua, que pode modificar o equilibrio das espécies presentes.
De maneira geral, pode-se afirmar que a andlise de especiacdo quimica ainda
€ um desafio, devido a complexidade da matriz, principalmente amostras
biologicas e, também, devido as baixas concentracdes, o procedimento de

7

extracdo € uma etapa critica no processo de qualguer andlise de
especiacdo. 019

Além dos problemas inerentes a extracdo, a reducdo do volume de
solventes (extrator), tempo de extracdo e aumento da eficiéncia de extragao
tem recebido atencdo especial.®® As metodologias mais usadas para extracdo
de espécies de As sdo auxiliadas por aquecimento, agitacdo mecanica e
Soxhlet.!1% No entanto, em muitos processos de extracdo sdo requeridos
grandes volumes de solventes e varias horas para completar a extracao,
tornando os métodos demorados e tediosos.’**%° Por outro lado, técnicas
relativamente novas como, extracdo assistida por ultrassom (UAE),***

111-115

2extracdo assistida por micro-ondas (MAE), extracdo acelerada por

solvente (ASE)'® e extracdo por fluido supercritico (SFE)''® requerem menor

volume de solvente, diminuem o tempo de extracdo e podem ser
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automatizadas. Dentre estas técnicas de extracao mais utilizadas para extracéo
de espécies de As em organismos marinhos sdo a UAE e a MAE.®116120 p
extracdo de espécies de As difere de acordo o tipo de material bioldgico
havendo a necessidade de extracdo tanto com solventes polares, quanto
apolares. A grande maioria dos métodos indicados para a extracao de espécies
de As utilizam como meio extrator a agua ou agua/metanol associados com a

MAE 121-128 ou UAE.129

Como uma das maiores dificuldade encontradas na andlise de
especiacdo € preservar a integridade das espécies de interesse durante o
armazenamento, a amostragem e o pré-tratamento, o preparo da amostra
requer processos de extracdo menos agressivos do que os utilizados na

determinacao da concentragao total de um elemento. 212

2.3.2.2 Extracao assistida por ultrassom

A US é um processo que utiliza a energia das ondas sonoras, as quais
provocam variacdes de pressdo do liquido gerando a cavitacdo. Existem dois
dispositivos distintos para a aplicacdo de ondas ultrass6nicas para fins
analiticos: o banho e a sonda. O banho é um recipiente metalico onde um
gerador de US é preso diretamente no fundo deste recipiente e a energia
ultrassonica é transmitida através do liquido. Neste caso, ha muita disperséo
de energia ultrassodnica e, portanto, menor eficiéncia na extracdo. A aplicacéo
da sonda é mais eficiente na extragdo, pois, a energia ultrasénica € aplicada
diretamente ao meio.”®® O emprego do US, seja por sonda ou banho, foi
primeiramente empregada para a extracao e posterior determinacdo de teores
totais de elementos quimicos. No entanto, nos ultimos anos ocorreu um
aumento no numero de aplicacbes empregando esta fonte de energia em
estudos de especiacdo quimica. A aplicacdo do US permite uma melhor
homogeneizacéo do meio solvente/soluto das amostras.*?

A classificagdo quanto a poténcia do US pode ser dividida em baixa ou
alta. O US de alta poténcia pode causar permanente mudanca fisica e quimica,
pois produz cavitacdo nos liquidos, aquecimento, ruptura nos solidos e

instabilidade na superficie da interface de sistemas liquido-liquido e liquido-
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gas. As ondas sonoras de baixa poténcia com frequéncia maior que 20 kHz séo
usadas na engenharia e medicina para testes e diagnésticos.’** O US é
transmitido para qualquer substancia soélida, liquida ou um gas por meio de
propriedades elésticas, que é caracteristica das ondas mecanicas.’* Essa
transmissdo produz ciclos de expansdo e compressdao nas moléculas da
solugéo, caracterizados pela formacéo de bolhas ou cavidades, que crescem e
implodem, num fenémeno conhecido como “cavitacdo”.'”® Durante esse
processo, as moléculas volateis, que estdo dentro das bolhas de cavitacao
contidas numa solugdo, podem ser oxidadas por mecanismos térmicos,
enquanto que as moléculas hidrofilicas podem ser decompostas em radicais
livres.*** O colapso das bolhas de cavitacéo, geradas pela acdo do US forma
microjatos e ainda ondas de choque. Quando em contato com um material
sélido, estes microjatos causam erosdo na superficie da amostra e sua
fragmentacdo, com o0 consequente aumento da transferéncia de massa e

eficiéncia da extracéo.'®

7

Em alguns casos, a UAE é uma alternativa r4pida, econémica e
eficiente, quando relacionada as técnicas convencionais de extracdo, como a
extracdo com Soxhlet.””> Apresenta ainda como vantagens o uso de uma
menor quantidade de solventes e a possibilidade de utilizacdo para uma ampla
faixa de massa de amostra.*?® No entanto, ha relatos em que as recuperacées

s&o baixas para As inorganico extraido em amostras biologicas.™’ *°

Lai et al.'®

utilizaram LC-ICP-MS para determinacdo de espécies de As
em musculos e gbnadas de moluscos bivalves apds extragdo com sonicacao
por 10 minutos em meio extrator metanol/agua (1:1, v/v). As espécies de As
encontradas foram AsB, DMA e MMA. Nao foram detectadas espécies

inorganicas nestas amostras, indicando baixo risco toxicolégico a humanos.

Rosemond et al.*?® determinaram espécies de As no musculo, figado e
trato-gastrintestinal de cinco espécies diferentes de peixes da baia de Back, do
Canadéa. As amostras de tecidos foram extraidas com metanol/agua (1:1, v/v)
sob UAE por 30 minutos. Apés extracdo foram centrifugadas a 4000 rpm. O
solvente organico foi evaporado por 4 h a temperatura ambiente e a solucéo
restante foi aferida a 5 mL com agua e centrifugada novamente para ser

posteriormente injetada no sistema LC-ICP-MS. As espécies de As

19



Revisdo da Literatura

determinadas nos trés orgaos dos peixes foram AsB, As(lll), DMA, MMA,

As(V). Foram detectadas outras espécies de As, mas nao foram identificadas.

2.3.2.3 Extracao assistida por micro-ondas

O uso da energia de micro-ondas tem sido outra técnica promissora para
auxiliar na extracado de espécies quimicas de amostras bioldégicas em analise
de especiacdo.™*® As micro-ondas s&o ondas eletromagnéticas, cuja frequéncia
é de 10,0 MHz a 3,0 GHz e que causam movimento molecular e rotacdo de
dipolos, porém néo altera a estrutura molecular dos compostos, o que a
caracteriza como uma radiacdo nao ionizante. Dessa forma, a radiacdo micro-
ondas utilizada em altas frequéncias (geralmente 2,45 GHz) é fortemente
absorvida por moléculas polares, como a agua e 0s acidos minerais,
interagindo fracamente com os compostos ndo polares ou fracamente polares.
O aquecimento promovido por este tipo de irradiacdo, diferentemente do calor
proveniente de outras fontes, se da através da interacdo entre a onda
eletromagnética e o dipolo elétrico presente em algumas moléculas. Desta
forma, este método possui certas caracteristicas peculiares, como promover
aguecimentos uniformes em menores intervalos de tempo, além de poder
aguecer de forma seletiva, dependendo de certas propriedades fisico-quimicas
do material. Outra vantagem é a possibilidade da néo utilizacdo de solventes
organicos ambientalmente agressivos.'** Em decorréncia dessas propriedades,
esta técnica tem ampla aplicacdo no tratamento de amostras para analise de

especiacdo de As em amostras biol6gicas.**

A MAE encontra-se amplamente difundida em funcédo da eficiéncia e
rapidez no preparo de amostras quando comparada com procedimentos
tradicionais. Além disso, pode ser feita em sistemas abertos ou fechados. O
emprego de baixas poténcias, na faixa de 20 a 90 W, torna possivel a extracéo
de espécies quimicas sem afetar a estrutura molecular de interesse em
amostras biolégicas e ambientais.'** Dessa forma, a solugdo extratora, a
poténcia, a temperatura e o tempo de irradiagdo com as micro-ondas sdo
parametros importantes que devem ser avaliados para se obter resultados

quantitativos, sem que ocorra interconversdao das espécies. Entre esses
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parametros, 0 ajuste da poténcia e o tempo de exposicdo podem evitar os
efeitos indesejaveis da alta temperatura as micro-ondas sobre a extracdo das

espécies de As.!*®

Assim, Vilan6é and Rubio’** desenvolveram um método para a
determinacao das espécies de As de tecidos de ostras. A extracdo de espécies
de As foi realizada usando baixa poténcia de micro-ondas. Extracéo
quantitativa foi obtida a uma poténcia de 40 W e exposi¢cdo por 5 minutos,
utilizando como solucéo extratora mistura agua/metanol (1:1, v/v). A separagéo
das espécies de As foi feita utilizando cromatografia a liqguido acoplada a
geracdo de hidretos e irradiacdo UV para a mineralizacdo dos compostos
organicos de As. A deteccéao foi feita por fluorescéncia atémica (LC-UV-CVG-
AFS). Trés espécies de As foram detectadas em tecido de ostra: AsB, AsS e
DMA.

Larsen et al.**® utilizaram a MAE com dissolucdo alcalina da amostra e
determinacdo de espécies de As por LC-ICP-MS em amostras de salméo,
peixe solha e peixe carapau. A separacado das espécies de As foi feita com
coluna de troca anidnica. A recuperacao das espécies de As(lll) e As(V) foi
quantitativa para peixe solha e salmédo, no entanto, para o peixe carapau, a
recuperacdo de As(lll) ndo foi quantitativa, o que foi atribuido ao seu elevado
teor (15%, m/m) de lipidios. A metodologia foi assim relatada para ser

restringida a peixe com pouco teor de lipideos.

Sloth et al.'** investigaram a extracdo de espécies de As em amostras
de crustaceos, peixes e moluscos bivalves com o emprego de MAE e
dissolucédo alcalina com a finalidade de oxidar As(ll) em As(V). Para a
determinacdo das espécies de As inorganicas foi usada a LC-ICP-MS com
coluna de troca anibnica e, como fase movel, o carbonato de aménio em
solucdo de metanol 3% (v/v) e pH 10,3. As concentracfes obtidas para as
espécies de As foram de até 0.060 mg Kg™* constituindo menos de 1% (m/m)

de As total nas amostras.

Nam et al.”®® avaliaram vérios procedimentos de extracdo utilizando
como solugdo extratora metanol/agua em diferentes propor¢cdes com o
emprego de MAE, sonicagcdo com sonda e banho para posterior determinagéo

de espécies de As por LC-ICP-MS em diferentes organismos marinhos. De
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acordo, com os resultados obtidos, as trés técnicas usadas para extracao das
espécies de As foram adequadas para as amostras em estudo. No entanto, a
MAE foi escolhida devido ao menor tempo (5 min) necessario para a extracao
quantitativa (81 a 87%), quando comparado a sonda (120 min) e banho (60
min).

Sloth e Julshamn*®®

utilizaram a MAE para extracdo das espécies de As
com solucdo extratora alcalina/alcodlica (0,9 mol L* de NaOH/50% de etanol
(v/v)). Para a determinacdo das espécies de As foi empregada a LC-ICP-MS
com coluna de troca anidnica e carbonato de aménio com metanol a 3% (v/v)
em pH to 10,3 como fase modvel. As espécies determinadas de As foram

somente As(lIl) e As(V).

2.4 Técnicas para determinagdo de espécies de As em organismos

marinhos

O desenvolvimento de estratégias analiticas para obter informacdes
qualitativas, quantitativas e as interacdes, transformacdes e funcdes de
espécies de As em sistemas biolégicos é de grande importancia.*****° H4 uma
crescente preocupacdo no desenvolvimento de novos métodos analiticos em
virtude do numero expressivo de espécies de As ainda nao identificadas, uma
vez que muitos organismos marinhos s&o capazes de acumular As e
biotransformar em espécies organicas de diferentes toxicidades.™® Por isso, é
importante desenvolver métodos e/ou técnicas que permitam determinar
diferentes espécies de As, uma vez que estas informacdes podem ser
relevantes para entender o metabolismo de certas espécies de As organismos

marinhos. 152

A maioria dos métodos empregados combina a cromatografia a liquido
com espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado para
determinar as formas quimicas de As, oferecendo vantagens como a

seletividade elementar e baixos limites de deteccéo.®***’
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2.4.1 Cromatografia a liquido acoplado a espectrome  tria de massa com
plasma indutivamente acoplado

As técnicas de separacdo sao fundamentais na analise de especiacao,
sendo desejavel uma boa resolucéo entre as espécies. Entre as técnicas mais
empregadas para a separacao na analise de especiacdo estdo a cromatografia
a gas (GC), LC, eletroforese capilar (CE) e cromatografia com fluido
supercritico (SFC).**® Entretanto a LC é uma das técnicas mais utilizadas para
analise de especiacao, principalmente devido ao bom poder de separacao das
espécies de muitos dos elementos de interesse e devido a possibilidade de

separar espécies pouco volateis e compostos termolabeis.*>*1°¢-16

A LC pode se valer de diferentes mecanismos de separacdo e 0s mais
utilizados para separagdo de espécies de As em organismos marinhos séo a
fase reversa, pareamento de ions, troca catibnica ou, mais comumente a troca
anibnica. O mecanismo de separacdo de troca i6nica € usado para a
separacdo de ions e substancias facilmente ionizaveis, pois utiliza o
mecanismo de equilibrio de troca e interacdo eletrostatica entre uma fase
estacionaria que contém cargas na superficie e ions de carga opostas
presentes na fase movel. A cromatografia de troca ibnica pode ser usada em
modo catiénico ou anidnico. A forca ibnica da fase estacionaria, o pH da fase
movel e a concentracdo da fase movel, geralmente um tampao, influenciam na
separacdo das espécies. A separacao por troca catidnica é aplicada para a
determinacdo de espécies de As em organismos marinhos, quando AsB e
compostos organicos catidnicos estdo presentes. No entanto, 0 mecanismo de
separacdo de troca anibnica € o mais empregado para a grande maioria das

espécies de As em organismos marinhos.'®**%

Neste sentido, McSheehy et al.'® investigaram método para a
determinacdo de espécies de As em material de referéncia certificado (NIST
1566b) de tecido de ostra empregando separacdo multidimensional (troca
cationica - anionica - exclusdo molecular) com LC-ICP-MS e ES-MS-MS e

mecanismo unico com LC-ICP-MS. Desta forma, foi possivel a quantificacdo de
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AsB, DMA, AsC, As(V) e AsS por ES-MS-MS e com o uso de coluna de troca
anionica por LC-ICP-MS foi determinado AsB.

Reyes et al.'”® desenvolveram uma metodologia com o uso de extracdo
enzimas e assistida por radiagdo micro-ondas para espécies de As em tecidos
de peixes. A extracdo enzimatica foi feita com o uso de mistura de enzimas
pronase/lipase e as recuperacfes obtidas pela avaliacdo do material de
referéncia certificado de figado de peixe (DOLT-3 do National Research
Council Canada - NRCC) foram satisfatérias, sem interconverséao das espeécies.
O tempo de extragao foi de 30 minutos, utilizando 0,2 g de amostra, 20 mg de
pronase e 5 mg de lipase em 10 mL de tampé&o fosfato 50 mmol L™, pH 7,25 a
37 . A determinacdo das espécies foi feita por LC-ICP-MS e AsB foi a
principal espécie detectada nos tecidos dos peixes.

A GC-ICP-MS é aplicada para determinacdo de espécies volatilizaveis
nas condi¢cdes da cromatografia a gas, apresentando alta resolucdo e boa
sensibilidade, a qual é essencial para a analise de amostras ambientais e
biol6gicas.” No entanto, muitos compostos de As presentes em amostras
biologicas ndo sédo volateis ou ndo podem ser transformadas em substancias
volateis sem perda de informacdes, como é o caso da AsC e As-lipideos.
Dessa forma, a LC-ICP-MS é a técnica mais comumente aplicada para

separagio de espécies de As em amostras bioldgicas. %%

2.4.2 Espectrometria de massa com plasma indutivame  nte acoplado

O instrumento de ICP-MS é constituido por um sistema de introducao de
amostra, o plasma indutivamente acoplado (ICP), que opera a temperaturas de
6000 a 9000 K e € mantido por um gerador de radiofrequéncia de 27 ou 40
MHz, a interface, o separador de massas, o detector e um sistema de aquisi¢cado
de dados. O plasma é capaz de gerar ions positivamente carregados (M), os
quais sdo amostrados pela interface e separados no espectrometro de massa.
A amostra, que geralmente esta na forma liquida, € introduzida no plasma por
um sistema de nebulizagdo pneumatica. No espectrédmetro de massa, os ions
M™* sdo separados de acordo com sua razdo massa/carga (m/z) e conduzidos

até o detector.'® Entre as caracteristicas da técnica de ICP-MS estdo a
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capacidade multielementar de analise, possibilidade de determinacéo isotdpica,
relativamente poucas interferéncias espectrais e obtencéo de baixos LOD (na
faixa de ng g ou pg g%).t""*"® Os limites de deteccdo podem ainda ser
melhorados pela insercdo de um sistema de derivatizacdo como geracao de
hidretos.*®” Além disso, esta técnica permite o facil acoplamento com diferentes
técnicas de separacao, principalmente LC e GC. O acoplamento da LC com
ICP-MS é relativamente facil sem grandes modificagbes do sistema de
introducdo de amostras no ICP. No entanto, deve ser considerada a
compatibilidade da vazdo da fase moével com a vazdo do nebulizador
pneumatico. Assim a saida da coluna pode ser diretamente introduzida na
entrada do nebulizador pneumético e a composicdo da fase moével, cuja
concentracdo de sais e de solvente organico deve ser tdo baixa quanto
possivel para a introducdo no plasma. Caso, estes fatores nao sejam
considerados, alguns problemas podem acontecer, como a instabilidade do
sinal do analito, diminuicdo da sensibilidade e perdas em resolugéo
cromatografica. No entanto, mesmo utilizando ICP-MS como detector, muitas
vezes o0 LOD obtido ndo é baixo o suficiente para determinacdo de espécies de
As em amostras bioldgicas. Por esse motivo, a CVG pode ser acoplada a LC-
ICP-MS e as espécies formadoras de hidretos podem ser introduzidas
diretamente no plasma.'®® O acoplamento do sistema CVG ao LC-ICP-MS pode
contornar os possiveis problemas de introducdo de amostra, como as perdas
na nebulizacdo e as interferéncias devido a fase mével. Com a CVG a
eficiéncia do transporte dos analitos pode ser préxima de 100%. Além disso, a
CVG apresenta vantagens quando da presenca de cloro nas amostras em
estudo, pois a interferéncia espectral do “°Ar®®Cl sobre o "As é

evitada. 184,186,188-190

A GC acoplada a ICP-MS também apresenta vantagens em relacdo a
eficiéncia de transporte da amostra para o ICP-MS, a qual chega a
aproximadamente 100%, e é observada menos interferéncia espectral. Além
disso, a GC apresenta boa resolucdo e s&o obtidos bons LODs e, dessa forma,
€ empregada para andalise de especiacdo, podendo ser utilizada para
especiacdo de compostos organometélicos e organometaldides, desde que
eles sejam suficientemente volateis, ou podem ser derivatizados para produzir

espécies volateis. No entanto, diferentemente da LC-ICP-MS, a GC-ICP-MS
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apresenta algumas particularidades na hifenacéo que devem ser consideradas,
pois a interface necessita ser totalmente aquecida para o acoplamento do GC
ao ICP. O motivo para tal aquecimento homogéneo da interface do GC-ICP-MS
€ para que os analitos volatilizados no cromatégrafo permanecam na fase
gasosa durante o transporte da coluna cromatografica até o ICP. Ou seja, a
condensacao dos analitos em qualquer parte do sistema GC-ICP deve ser
evitada para assegurar, ndo sO 0 transporte quantitativo do analito, mas
também uma boa resolucéo. Isto geralmente € conseguido por aquecimento

constante de toda a linha de transferéncia.*****

2.4.3 Geracdo quimica de vapor

A CVG é uma técnica que permite reduzir as interferéncias e melhorar
os limites de deteccao, onde os analitos sdo vaporizados na forma atémica ou
molecular através de uma reacdo quimica, geralmente feita a temperatura
ambiente, com posterior transporte desses vapores para o local onde ocorre a
deteccdo/quantificacdo.’®®%* A CVG apresenta algumas caracteristicas
como:*®

v separacao do analito da matriz da amostra,

v' relativamente livre de interferéncias, em virtude da separacdo do
analito da amostra,

v' permite a determinacao seletiva de espécies de um elemento pelo
controle de pH,

v elevada eficiéncia de introducdo da amostra, podendo chegar a
100%, consequentemente, podem ser alcancados LODs cerca de
100 vezes melhores aos obtidos em técnicas que empregam a
nebulizacdo pneumatica,

v pode ser acoplada a diferentes técnicas de deteccao como AAS,
ICP OES e ICP-MS,

v' quando acoplado a ICP-MS propicia menor desgaste dos cones
de amostragem, jA que a matriz organica e sais sdo eliminados,

diminuindo com isso depésitos destes materiais na interface.'®
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Para a determinacéo de As por CVG, geralmente, € utilizado borohidreto
de sédio (NaBH4) como agente redutor. Entretanto, a utilizagdo deste redutor
tem diversas desvantagens: a pureza pode nao ser suficiente para ser
empregado quando as espécies de As estdo presentes em baixas
concentracbes e solugcbes aquosas sao pouco estaveis e devem ser
preparadas para uso imediato. A estabilidade desta solucdo pode ser
aumentada em pH mais elevado, geralmente feita pela adicdo de hidroxido de
potassio ou de sodio. A transferéncia das espécies de As até o sistema de
deteccdo é feita pela conversdo dos compostos contendo As até o hidreto
volatil correspondente, por reacdo com NaBH,.!*® Apesar da geracdo de
hidretos facilitar o transporte do As até o detector, 0 nimero de compostos de
As que podem formam hidretos volateis € pequeno. Arsenito e arsenato
formam AsHs;, MMA forma CHzAsH, e DMA forma (CHj3).AsH, todos volateis
pela reagdo com NaBH,, sendo que a formacédo destes hidretos € dependente
do pH de cada espécie individual.’®® No entanto, a reacdo de formacdo de
hidretos para espécies organicas € um pouco mais lenta que para as espécies
inorganicas e, para as especies AsB, AsC, AsS e outros compostos
organoarsénicos ndo ocorre a formacdo de hidretos.’®®**> Porém, com a
introducdo de sistemas de mineralizagdo pds-coluna, como oxidacdes
empregando radiagdo UV associado a reagentes especificos, também torna
possivel a determinacéo destas espécies. Desta forma, mesmo que a AsB seja
a principal forma do As em organismos marinhos, a aplicacdo da CVG pode ser
usada. Dessa forma, a determinacdo quantitativa de uma mistura de espécies
de As, normalmente requer o uso de técnicas apropriadas para quantificacéo e

avaliacdo das espécies de As.?032%

Assim, Pétursdéttir et al.'® desenvolveram uma metodologia para a
determinacdo de espécies de As em organismos marinhos com o uso da LC
combinada CVG-ICP-MS. De acordo com os resultados obtidos neste trabalho,
a técnica empregada para especiacdo de As melhorou significativamente os
LODs e a quantificacdo de As inorganico, sendo de 0,4 e 1,4 pg kg?,

respectivamente. A CVG como uma etapa adicional a LC melhorou a

seletividade da determinacdo das espécies inorganicas de As e melhorou o
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LOD e LOQ dos arsénios inorganicos (< 2 ug kg™), em amostras com matrizes

complexas.

Gomez-Ariza et al.'®

avaliaram metodologias de extracdo e
determinacao de espécies de As por LC-CVG-ICP-MS em amostras marinhas
(ostra, mexilhdo, molusco bivalve e alga) e materiais de referéncia certificados
TORT-1 e CRM 627. Extragdo com Soxhlet foi comparado com sonicagdo e
MAE para as espécies As(lll), As(V), DMA, MMA e AsB utilizando como
solventes metanol e metanol:dgua. As determinacdes foram realizadas
utilizando LC-CVG-ICP-MS. Os melhores resultados foram obtidos por extracao
com Soxhlet, utilizando 150 mL de mistura metanol:agua (1:1) durante 16 h, US
(20 mL de metanol ou misturas de metanol:agua (1:3), (1:1) e (3:1) durante 20
min e micro-ondas (20 mL de metanol ou misturas de metanol-agua (1:3), (1:1)
e (3:1) durante 10 min a 150 W). Recuperacdes superiores a 71% foram
obtidos de acordo com o tipo de amostra. Um composto desconhecido foi

detectado, sendo a principal espécie de As nas amostras.

Na Tabela 2, estdo resumidas as principais aplicacdes de técnicas de
extracao e determinacdo de espécies de As em moluscos bivalves.
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Tabela 2. Métodos propostos para a determinagéo de espécies de As em moluscos bivalves.

Espécies

Preparo da amostra

Técnicas de separagéo/d

eteccéo

Ref.

AsB, DMA e MMA

AsB, DMA e AsS

As(lll), As(V), DMA e MMA

AsB, As(lll), As(V), DMA e MMA

AsB, DMA e MMA

AsB, As(V), DMA e MMA

As(lll), As(V), DMA e MMA

AsB, DMA e MMA

Agitacdo mecénica

UAE

Banho de ultrassom

MAE

Extracéo convencional

Extracdo convencional e UAE

Soxhlet e clean-up

Extracdo convencional

HPLC-CVG-AAS
Troca anibnica

HPLC-ICP-MS
Troca anibnica
Troca catibnica

HPLC-CVG-AFS
Troca anibnica
Troca catibnica

HPLC-ICP-MS
Fase reversa

HPLC-CVG AAS
Troca anibnica
HPLC-CVG-AFS
Troca catidnica

HPLC-ICP-MS
Troca anibnica
HPLC-CVG AAS
Troca anibnica

HPLC-ICP-MS
Troca anibnica

198

199

139

201

202

115

203

204

(Continua)
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Tabela 2. Métodos propostos para a determinacdo de espécies de As em moluscos bivalves. (Continuacao)

Espécies Preparo da amostra Técnicas de separacéo/deteccao Ref.

AsB e DMA MAE LC-UV-CVG-AFS 132
Troca anibnica

AsB, As(lll), DMA, MMA e AsC Ultrassom com hidrélise enzimatica HPLC—Orbitrap MS 205

assistida (USEH) e clean-up Troca anibnica

Fase reversa

As(V), DMA e AsS Sonicacao HPLC-ICP-MS 206
Fase reversa C18

As(lll) e As(V) MAE HPLC-ICP-MS 134
Troca anibnica

AsB, As(lll),DMA, MMA, AsC e TMAO+TMAP MAE HPLC-ICP-MS 207
Troca anidnica

AsB, As(lll), As(V), DMA, MMA, AsC e AsS Extracdo convencional HPLC-ICP-MS 208
Troca anibnica

AsB, As(lll), As(V), DMA, MMA, AsC ,TMAO e AsS MAE HPLC-ICP-MS 209

Troca catibnica
Troca anibnica

As [As(lll) + As(V)] como As(V) Extracdo convencional HPLC-ICP-MS 210
Troca anidnica

(Continua)
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Tabela 2. Métodos propostos para a determinacdo de espécies de As em moluscos bivalves. (Continuacao)

Espécies Preparo da amostra Técnicas de separagdo/d eteccao Ref.
AsB, DMA, AsC e TETRA MAE HPLC-ICP-MS 211
Troca anidnica
Troca catibnica
AsB, Me,As Sonicacao HPLC-ICP-MS 212

Troca catibnica
Fase reversa




3 OBJETIVOS

Conforme exposto anteriormente, moluscos bivalves podem acumular As
proveniente do ambiente natural ou, maior extensédo, de ambientes impactados pela
acdo antropogénica. Neste sentido, 0s moluscos bivalves, considerados
bioindicadores, podem ser importantes para avaliar aspectos toxicolégicos, bem
como para ajudar a elucidar o ciclo biogeoquimico deste elemento no ambiente
marinho. Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver métodos para
a determinacdo de espécies de As nos moluscos bivalves Macoma constricta sp.,
Anomalocardia brasiliana sp., Iphigenia brasiliana sp. e Trachycardium muricatum
sp. Para tal, foi avaliada a extracdo assistida por micro-ondas e extracdo assistida
por ultrassom com diferentes extratores. A LC-ICP-MS e LC-CVG-ICP-MS foram

empregadas para separacao e quantificacdo de espécies de arsénio.



4 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo descritos os procedimentos de extracdo das
espécies de As em tecidos de moluscos bivalves, assim como o0s
procedimentos utilizados para andlise de especiagdo de As usando LC-ICP-
MS e LC-CVG-ICP-MS. Também sao descritos 0os equipamentos, reagentes

e amostras utilizadas para o desenvolvimento deste trabalho.



Materiais e Métodos

4.1 Instrumentacao

Para a separacdo das espécies de As foi utilizado um sistema cromatografico,
composto por uma bomba quaternaria para LC (modelo Series 200, PerkinElmer,
http://www.perkinelmer.com, EUA) equipada com uma valvula injetora Rheodyne
(modelo 7725i, http://www.rheodyne.com, EUA), uma algca de amostragem de
poli(éter-cetona) (PEEK), com capacidade de 200 pL, um degaseificador a vacuo
(modelo Series 200 Vacuum Degasser, PerkinElmer, http://www.perkinelmer.com,
EUA) e uma coluna de troca anidénica (Hamilton, PRP-X100, 250 x 4,1 mm d.i., 10
pMm de didmetro de particula, http://www.hamiltoncompany.com, EUA). O material da
coluna de troca anidnica é composto de poliestireno-divinilbenzeno (PSDVB) com
grupos funcionais trimetilamaonio. A injecdo das solu¢des na alca de amostragem do
cromatografo foi feita com uma seringa (Henke-Sass Wolf GmbH,
http://www.henkesasswolf.de, Alemanha) com capacidade para 1,0 mL. Foram
utilizados tubos de PEEK (Upchurch Scientific,http://www.upchurch.com, EUA) com
254 um de diametro interno para conectar a coluna cromatografica a bomba do LC.
A saida da coluna cromatografica foi acoplada diretamente ao nebulizador
pneumatico do ICP-MS, sendo denominado de LC-ICP-MS. Experimentos também
foram feitos utilizando a CVG inserido entre a coluna cromatogréafica e o ICP, este
sistema CVG é constituido de uma bomba peristéltica de oito canais Gilson (modelo
Minipuls 3, http://www.gilson.com, Franca), utiizada para a propulsdo das
solugcdes, munida com tubos de Tygon vermelho/vermelho (1,14 mm de diametro
interno, http://www.tygon.com, Franga), para bombear as solu¢des de HCI (solucao
para acidificar o meio reacional) e de NaBH, (redutora), e de tubos de polietileno (0,8
mm de diametro interno), utilizados para conduzir as solucbes até separador gas-
liquido. O separador gas-liquido € do tipo em “U” e confeccionado de vidro
borosilicato. Para interconectar as tubulagdes foram utilizados conectores
construidos em acrilico. O vapor das espécies de As gerado foi introduzido
diretamente no equipamento de ICP-MS com o auxilio de um fluxo (gas de arraste)
de argdnio (99,998% de pureza, White Martins, http://www.praxair.com, Brasil). O
argonio utilizado como géas de arraste é proveniente do proprio instrumento de ICP-
MS (gas de nebulizacdo pneumatica, quando o sistema de nebulizacdo convencional

€ utilizado), cuja vazao € controlada através do seu programa. A deteccdo das
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espécies de As foi feita em um espectrometro de massa com plasma indutivamente
acoplado da PerkinElmer SCIEX (modelo ELAN DRC II, http.//www.perkinelmer.com,
Canada), equipado com uma tocha com tubo injetor de quartzo de 2 mm de diametro
interno e cones de platina. A avaliacdo e os ajustes das principais condicbes de
operacéo do equipamento de ICP-MS foram feitos diariamente, de modo a se obter
a maior razdo sinal/ruido para "°As. As condi¢es operacionais do sistema LC-ICP-
MS e LC-CVG-ICP-MS séo mostradas na Tabela 3.

Arsénio total foi determinado utilizando um espectrémetro de emissao Optica
com plasma indutivamente acoplado (Spectro Ciros CCD, Spectro Analytical
Instruments, Kleve, Alemanha). Argonio com pureza de 99,996% (White Martins -
Praxair) foi utilizado como gas do plasma, auxiliar e de nebulizacdo. O comprimento
de onda escolhido para As e os parametros operacionais estéo listados na Tabela 3.
Condicdes instrumentais foram ajustados conforme recomendado pelo fabricante do

instrumento.

A decomposicdo das amostras foi feita em forno de micro-ondas (modelo
Multiwave 3000 Microwave Sample Preparation System, Anton Paar, www.anton-
paar.com, Austria), equipado com oito frascos de quartzo, com temperatura e
pressdo de operacdo maximas de 280 € e de 80 bar, respectivamente. As
extracOes de espécies de As foram feitas em equipamento de ultrassom, operando a
frequéncia de 20 kHz na poténcia nominal de 130 W (modelo VCX 130 PB, Sonics
and Materials, Inc., www.sonics.com, Newton, EUA), equipado com uma sonda de
liga de titanio (Ti-6-Al-4V) com 3 mm de diametro e 113 mm (numero de ordem 630-
0435), sendo imerso diretamente na mistura de extracdo e forno de micro-ondas

Anton Paar.
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especiagao de As.

Tabela 3. Parametros instrumentais para a determinacdo de As total e andlise de

As total por ICP OES

Poténcia RF

Vazao do gas do plasma
Vazao do gas auxiliar

Vazao do gas de nebulizacéo
Céamara de nebulizagéo
Nebulizador

Vista do plasma

Linha de emissao

1500 W

14 L min™

1,0 L min™*

0,70 L min™

Duplo passo (tipo Scott)
Fluxo cruzado (cross flow)
Axial

189,042 nm

Especiacdo de As por LC-ICP-MS e LC-CVG-ICP-MS

LC

Fase moével A
Fase mével B
Vazdo da fase movel

Volume de amostra

(NH,),HPO, (20 mmol L"), pH 6,0
(NH,),CO3 (20 mmol L), pH 9,0
1,25 mL min™

200 L

Programa do LC

Fase mével A
Fase mével B

Fase mével A

30% 0-1,4 min
100% 1,4-2,7 min
30% 2,7-15 min

CVG

NaBH, 1% (m/v)
NaOH 0,1% (Mm/v)
HCI 1% (viv)
ICP-MS

Poténcia RF 1400 W
Vazao do gas do plasma 15 L min™
Vazao do gas auxiliar 1,2 L min™
Vazao do gas de nebulizacéo 1,10 L min™
Cones de amostragem e skimmer Pt

Modo de coleta de dados

Tempo de permanéncia

Monitoramento do sinal "°As
500 ms
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Determinagdes de cloreto foram feitas em cromatografo de ions, utilizando
um cromatégrafo com detector por condutividade (modelo 819 IC detector,
Metrohm, http://www.metrohm.com, Suica). O cromatografo é equipado com
sistema de supressdo quimica (modelo 850 Supressor unit, Metrohm) e alca de
amostragem de 200 pL. Foi utilizada uma coluna de troca anibnica com grupos
amoénio quartenario suportados em poli(alcool vinilico), modelo Metrosep A Supp
(250 x 4 mm d.i., 10 um de diametro de particula, Metrohm). A vazdo da bomba

cromatogréfica foi fixada em 0,7 mL min™.

4.2 Reagentes

A &gua utilizada foi previamente destilada e deionizada em uma coluna de
troca idnica convencional (condutividade maxima de 0,6 uS cm™) e, posteriormente,
purificada (Milli-Q Ultrapure Water Purification Systems, Gradient System, Millipore,
www.millipore.com, Estados Unidos) com resistividade final de 18,2 MQ cm. O &cido
nitrico (HNOs, 65% m/m, 1,4 kg L™, p.a, Merck, Alemanha, www.merck.de), utilizado
para a decomposicdo das amostras assistida por radiacdo micro-ondas e acido
cloridrico (HCI, 36% m/m, Merck) foi bidestilado a baixa temperatura, em sistema de
destilacdo de quartzo (modelo duoPUR, Subboiling Distillation System, Milestone,

www.milestonesci.com, Italia).

Solucdes estoque contendo 1000 mg L' de As na forma de A&cido
dimetilarsénio (DMA — C,HgAsO,Na, Sigma Aldrich, USA), arsenito [As(lll) — NaAsO,
da Merck], arsenato [As(V)-Na,HasO,.7H,O da Riedel-de Haén, Alemanha] e acido
monometilarsénio (MMA — CHsAsOg3, doado pelo Dr. J. Feldmann da Universidade
Aberdeen, Aberdeen, UK) foram dissolvidos em agua. Solu¢des estoque de 1000 mg
L' de As na forma de &cido p-arsanilico (0-ASA — CgHgAsNOs, Sigma) e
arsenobetaina (AsB — C3HgASCH,COOH, doado pelo Dr. Walter Goessler da
Universidade de Karl-Franzens, Graz, Austria) foram preparados em hidroxido de
amonio (Merck)10% (v/v). Para preparar as solucdes de calibracdo de espécies de
As foram feitas diluicbes adequadas das solucdes estoque de DMA e AsB, sendo
estas preparadas diariamente. A concentracdo de As em cada solugédo contendo as
espécies de As foram medidas por ICP-MS. As solu¢cdes de calibragdo foram
diluidas em HNO3; 5% (v/v) a partir da solucdo estoque SCP 33MS (SCP Science,
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contendo 10 mg L™ of As, PlasmaCAL, Canada) em concentracées de 0,1 a 10 pg L’
! As para as medicdes por ICP-MS e de 10 a 100 pg L™ As para as medicées por
ICP OES.

Soluc&o estoque de cloreto a 1000 mg L™ foi preparada a partir da dissolucao
de NaCl (Merck) em agua. Para a determinacéo de cloreto, solu¢cdes de 100 a 1000
ug L™ de ClI foram preparadas em agua a partir da solucdo estoque. A fase mével
utilizada na determinacdo de Cl por IC foi Na;COs 3,2 mmol L™*(Merck) e NaHCOs
1,0 mmol L™ (Merck) em agua. A fase mével utilizado para a separacdo das espécies
de As por LC foi preparada a partir da dissolucdo de carbonato de amodnio
[(NH4).COg], Merck e fosfato de aménio [(NH4)3PO4, Merck] em agua. O pH da fase
movel foi ajustado com HCI bidestilado (Merck) ou hidroxido de ambnio a 25% m/m
(Merck, p.a). O pH das solucbes foi medido através de potenciometria, utilizando
solugdes tampao (CertiPUR, Merck) com pH 4,00 £ 0,02 (20 ) e 7,00 +0,02 (20

C) para a calibracdo do potenciémetro.

Solucdo de metanol grau HPLC (pureza minima de 99,9%, Carlo Erba,
http://www.carloerbareagenti.com, Italia) foi utilizada como modificador da fase
movel. A concentracdo de metanol na fase mével foi de 1% (v/v).

Solucdo de  tetraidroborato de sédio 0,1%  (m/v) (Vetec,
http://www.vetecquimica.com.br, Brasil) foi preparada diariamente em solugdo de
hidroxido de sodio 0,01% (m/v) (Vetec, Brasil).

Os materiais de referéncia certificados (CRM) DORM-2 (Dogfish muscle, do
National Research Council of Canada, NRCC, Ontério, Canada), BCR627 (Tuna fish
muscle, NRCC) e SRM 1566b (Oyster tissue, do National Institute of Standards and
Technology, NIST, Gaithersburg, MD, USA) foram usados para avaliar a exatidao do

método.

4.3 Materiais diversos

O separador gas/liquido (G/L) utilizado foi construido no Laboratorio de

Hialotecnia do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria.

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

por 48 h e, posteriormente, enxaguada com agua.
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Para a diluicdo e armazenamento das solu¢gdes das amostras foram utilizados
frascos de polipropileno (Sarstedt, http://www.sarstedt.com, Alemanha) com
capacidade maxima de 50 mL.

Uma centrifuga (Nova Técnica, modelo NT 810, Brasil) com capacidade para
16 frascos de 15 mL ou 4 frascos de 50 mL foi utilizada para a centrifugacdo das
solugBes das amostras apds as extragoes.

A secagem e a cominuicdo das amostras de moluscos foram feitas em
liofilizador (modelo Alpha 2-4 LDplus, Crist) e moinho de bolas (Spex SamplePrep,
8000M mixer/Mill) equipado com frascos e bolas de carbeto de tungsténio. Apds a
cominuicdo, as amostras foram peneiradas em peneira com malha de 100 pm de

didametro.

Todas as pesagens foram feitas em uma balanca digital Shimadzu, com
resolucio de 0,000l g e capacidade de 220 g (modelo AY 220,

http://www.shimadzu.com, Japéao).

Para o processamento dos sinais cromatograficos foram consideradas as

areas integradas através do software WINFAAS (EUA).

As analises estatisticas foram feitas utilizando o software Graph Pad
Software, Inc. (Insttat 2.1).

4.4 Preparo das amostras

Moluscos bivalves de quatro espécies (Macoma constricta sp., Anomalocardia
brasiliana sp., Iphigenia brasiliana sp. e Trachycardium muricatum sp.) foram
selecionados para este trabalho de acordo com a disponibilidade das mesmas na
regido de coleta. As amostras dos moluscos bivalves foram coletadas em diversos
locais (Acupe, Bom Jesus dos Pobres, llha da Maré, Muta, Salinas, Suape e
Tainheiros) da BTS conforme mostrado na Figura 4. Estas amostras foram

fornecidas pelo Laboratério de Malacologia e Ecologia de Bentos — LAMEB/UFBA.
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Figura 4. Baia de Todos os Santos. (a) Tanheiros, (b) Ilha de Maré, (c) Bom Jesus dos
Pobres, (d) Acupe e (e) Suape.

Apés a coleta dos moluscos com espétula de plastico, estes foram lavados
em agua corrente e removidos os residuos, acondicionados em sacos de polietileno
previamente descontaminados (Figura 5), armazenados sob refrigeracdo e
conduzidos ao laboratério. Dos moluscos bivalves coletados foram selecionados,
aleatoriamente, individuos de cada espécie que tiveram o seu comprimento medido
com o auxilio de um paquimetro manual de precisdo 0,005 mm a partir da base ao
apice da concha. Em seguida, o tecido mole foi retirado com uma colher de plastico
e lavado com agua ultrapura, sendo o tecido mole transferido para um frasco de
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polietileno e congelado a — 20 C. Para a analise d e especiagdo de As, as amostras
foram descongeladas, homogeneizadas, liofiizadas e moidas até o tamanho de
particula inferior a 100 um. As amostras assim preparadas foram conservadas a 4
T em frascos de polietileno. Analise de especiacdo de As foi feita usando as

amostras liofilizadas.

Figura 5. Coleta de moluscos bivalves. (a) indicativo de presenca de molusco no manguezal
apresentado na areia com formato de “pé-de-galinha” (b) modo de coleta
“tradicional” dos moluscos pelos marisqueiros (c) acondicionamento dos moluscos

em saco plastico (d) moluscos bivalves abertos com o tecido mole exposto.

4.5 Procedimento para determinacédo de As total

As amostras de moluscos bivalves foram decompostas em forno de micro-
ondas para a determinacdo de As total por ICP OES. Cerca de 400 mg de amostra
seca (liofilizadas e moidas) foram transferidas aos frascos de quartzo do forno micro-
ondas e adicionados 6 mL de HNO3 14 mol L™. Para a verificagéo da eficiéncia deste
método de decomposicdo, 200 mg de amostras de CRM DORM-2 (Dogfish muscle),
BCR627 (Tuna fish muscle) e SRM 1566b (Oyster tissue) foram decompostas nas
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mesmas condi¢des reacionais acima descritas para a decomposi¢cado dos moluscos

bivalves.

Todas as misturas foram submetidas a radiagdo micro-ondas com o seguinte
programa de aquecimento: i) 1400 W durante 10 min (rampa), ii) 1400 W durante 15
min e iii) 0 W durante 20 minutos (etapa de arrefecimento). Temperatura e pressao
maximas foram limitadas a 280 € e 80 bar, respecti vamente, recomendadas pelo
fabricante. Ap6s o arrefecimento dos frascos, os digeridos foram transferidos para
frascos de polipropileno de 50 mL e foi aferido o volume a 30 mL com agua e

armazenadas a 4 C até a determinacao de As total p or ICP OES.

4.6 Determinacéo de cloreto por IC

Para a determinacdo de cloreto nas solu¢cdes amostras, ap0s extragdo por
MAE, as mesmas foram diluidas 100 vezes e foram injetados 200 puL da solucdo
amostra no cromatégrafo de ions. Foi preparada curva de calibracdo a partir da
solucdo estoque de cloreto a 1000 mg L™ na faixa de concentracdo de 100 a 1000
ng L™ de Cl em &gua. A fase mével utilizada na determinacdo de Cl por IC foi
Na,COs3 3,2 mmol L* e NaHCO3 1,0 mmol L™ em 4gua.

4.7 Otimizacdo dos parametros de extracdo de espéci  es de As

Foram avaliados alguns dois principais parametros que podem influenciar na
extracdo das espécies de As. Dentre estes foram avaliados o tipo de solucdo
extratora, a concentragdo da solucdo extratora, o tempo de extracdo e a massa de
amostra. O volume da solucdo extratora foi mantido em 6 mL (volume minimo
recomendado pelo fabricante do forno de micro-ondas) e utilizado a espécie de
molusco Anomalocardia brasiliana sp.

Solucbes de agua e metanol (1:1, 2:1 e 3:1) foram estudadas como meios
extratores das espécies de As. Cabe mencionar que apenas esses reagentes foram
utilizados por serem comumente usados para extracao de As, devido ao baixo custo,
boa eficiéncia de extracdo e sdo gerados poucos residuos.
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4.7.1 Procedimento usado para extracdo das espécies de As assistida por

ultrassom

Para avaliar o efeito da UAE para a extracdo de espécies de As a partir de
tecidos de moluscos, cerca de 200 mg de amostra de molusco Anomalocardia
brasiliana sp. foram transferidas para um recipiente de polipropileno de 50 mL e
adicionados 6 mL de agua ou misturas de metanol e agua (1:1, 2:1 e 3:1). As
amostras foram sonicadas utilizando a sonda de ultrassom de 20 kHz e 130 W por 6
min. O extrato foi diluido com agua até 30 mL no proprio frasco de polipropileno,
centrifugado a 3000 rpm durante 5 minutos e filtrado através de filtro membrana de
acetato de celulose de 0,45 um (Chromafil PTFE). A solucdo assim obtida foi
utilizada para a analise de especiacdo de As por LC-ICP-MS e LC-CVG-ICP-MS de
acordo com as condi¢cdes descritas na Tabela 1. A eficacia da extracdo de cada
procedimento foi avaliada por determinagcdo de As em materiais de referéncia
certificados SRM 1566b (Oyster tissue) e BCR627 (Tuna fish muscle).

4.7.2 Procedimento usado para a extracdo das espéci es de As assistida por

micro-ondas

Para avaliar o efeito da energia das micro-ondas na extracao das espécies de
As, cerca de 200 mg de amostra foram transferidas para os frascos de quartzo do
forno de micro-ondas e 6 mL de 4gua ou misturas de metanol e agua (1:1, 2:1 e 3:1)
foram adicionados. O programa de aquecimento utilizado foi: i) 500 W durante 5 min
(rampa de 10 min), ii) 1400 W durante 6 min (rampa de 10 min) e iii) 0 W durante 20
minutos (de arrefecimento). A temperatura maxima atingida foi de 80 T. Apds o
arrefecimento, os extratos foram diluidos com agua até 30 mL e centrifugado a 3000
rpm durante 5 min antes da andlise. O sobrenadante foi filtrado através de
membrana de acetato de celulose de 0,45 um (Chromafil PTFE) e assim injetados
no sistema LC-ICP-MS ou LC-CVG-ICP-MS. As condi¢cdes usadas para a analise de
especiacao de As por LC-ICP-MS ou LC-CVG-ICP-MS sé&o descritas na Tabela 3.
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4.7.3 Avaliagéo dos procedimentos de extracdo estud  ados

A eficiéncia dos métodos de extracdo foi avaliada através de balanco de
massa para a concentracdo de espécies de As. Para tal, o somatério da
concentracéo de todas as espécies de As foi comparado com a concentracdo de As
total obtida apos a decomposi¢cdo da amostra e no extrato usado para analise de
especiacdo. Os materiais de referéncia certificados SRM 1566b e CRM 627 também

foram utilizados para avaliar a exatiddo dos métodos.

4.8 Estudo da estabilidade de espécies de As por ex tracdo assistida por micro-

ondas

O efeito da energia das micro-ondas na estabilidade da espécie de As foi
estudada usando cerca de 200 mg de Anomalocardia brasiliana sp. e transferido
para o recipiente de quartzo do forno de micro-ondas e adicionados 20 pug L™ de
cada solucao referéncia de espécies de As disponiveis [As(lll), AsB, DMA, MMA, p-
ASA e As(V)], sendo avaliada sob refrigeracdo (em torno de 4 'C) e a temperatura
ambiente. A extracao foi feita com agua e MAE, e a estabilidade foi avaliada durante
3 meses atraveés da recuperacao das espécies de As.
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4.9 Especiacgao de As por LC-ICP-MS

O sistema LC-ICP-MS empregado pode ser visualizado na Figura 6.
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4

Figura 6. Sistema LC-ICP-MS. 1- fase movel; 2- degaseificador a vacuo; 3- bomba de LC; 4-
injetor e alca de amostragem; 5- coluna guarda (troca anidnica); 6- coluna de troca

anibnica; 7- nebulizador; 8- cAmara de nebulizacéo; 9 e 10- ICP.

4.9.1 Avaliacao dos parametros que influenciam nas  eparacdo das espécies de
As

A LC-ICP-MS e a LC-CVG-ICP-MS foram utilizadas para a analise de
especiacdo de As nas amostras de moluscos bivalves e CRMs. A quantificacdo de
cada uma das espécies de As presentes nas amostras foi feita através de calibracéo
externa obtida a partir de solugéo de referéncia de As (conforme item 4.2). As curvas
de calibracdo para a determinacéo de espécies de As (como As) foram feitas a partir
de duas solucbes de referéncia de espécie de As, uma na forma de DMA, sendo
esta escolhida aleatoriamente, uma vez que foi constatado que todas as espécies de
As possuem a mesma sensibilidade. A outra curva de calibragéo foi feita a partir de
AsB, devido a discrepancia do pico do AsB comparando com as outras espécies de
As. Sendo assim, as concentracdes para a curva com a solucao referéncia de AsB
foi de 20 pg L™ a 400 pg L™ em &gua. Para As(lll), As(V), DMA, MMA e p-ASA a
curva de calibracdo foi de 0,5 a 20 pg L™ em &gua, a partir da solucdo de referéncia
de DMA, expressa também como As. A concentracdo de As nas solugdes feitas para
obter as curvas de calibracdo para andlise de especiacdo foi de 0,1 a 10 pg L™

45



Materiais e Métodos

preparadas em agua. As condi¢Bes instrumentais adotadas para a determinacdo de
As estéao listados na Tabela 3, que foram ajustadas a fim de conseguir o menor LOD
estimado pelo critério 30 (onde o é o desvio padrdo de 10 determinacdes

consecutivas do branco).

Para a separacdo das espécies de As foi utilizada coluna de troca anidnica
(Hamilton PRP-X100), sendo esta estavel em uma ampla faixa de pH (1-13). Para a
obtencdo do melhor desempenho do sistema LC-ICP-MS, foram utilizadas solucdes
de referéncia de As(lll), As(V), AsB, DMA, MMA p-ASA e solugcbes amostra de
moluscos bivalves. Nos estudos foram avaliados 0s seguintes parametros: tipo,

concentracgéo, pH, vaz&o e condigdo (isocrética ou gradiente) de eluicao.

Foram testados dois tipos de fases méveis (fosfato de ambnio e carbonato de
amonio) para avaliar o efeito da separacdo das espécies de As. Apds a escolha da
fase movel, foi avaliada a influéncia da concentragéo, vazao e pH da fase mével com
a finalidade de avaliar a influéncia na separacdo cromatografica e tempo de retencéo
das espécies de As. Com a finalidade de se obter melhor separagdo e tempo de

eluicdo menor, a eluicdo foi avaliada no modo isocrético e gradiente.

4.10 Anélise de especiacéo de As por LC-CVG-ICP-MS

O sistema LC-CVG-ICP-MS foi otimizado, tendo-se em vista a obtencédo da
melhor razdo sinal/ruido para °As. A concentracdo da solucdo NaBH, foi variada
entre 0,5 e 1,5% (m/v), mantendo-se a concentracdo de NaOH em 0,01% (m/v).
A concentracdo de HCI (carregador) foi avaliada entre 0,5 e 2,0 mol L™ (v/v). A
influéncia da vazéo de Ar (gas de arraste) sobre o sinal do "°As foi avaliada entre
0,80 e 1,20 L min®. O sistema LC-CVG-ICP-MS proposto neste trabalho esta

representado na Figura 7.
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. B1 BZ
R, 2,0 mL min |

MS
e
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G/L

Figura 7. Sistema LC-CVG-ICP-MS. Para LC-ICP-MS ver legenda da Figura 6. Para o
sistema CVG: R;- acido cloridrico; R,- NaBH,4; B- bomba peristéltica; D- descarte;

B;- 30 cm; B,- 10 cm; x e y- confluéncias; Ar- gas de arraste (argbnio); G/L-
separador géas/liquido. As setas indicam o sentido das solucdes.

O fluxograma da Figura 8 mostra um esquema geral do desenvolvimento de

metodologia para determinacdo de espécies de As em moluscos bivalves por LC-
ICP-MS e LC-CVG-ICP-MS.
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Figura 8. Desenvolvimento de metodologia para determinacao de espécies de As em moluscos bivalves por LC-ICP-MS e LC-CVG-ICP-MS.
Moluscos b ivalves

Anomalocardia brasiliana sp., Iphigenia brasilianasp. | Coleta na BTS

Macoma constricta sp. e Trachycardium muricatum sp. .

Tecido comestivel do molusco Locais de coleta:
Liofilizado e Moido

- Acupe
- Bom Jesus dos Pobres
- llha da Maré

- Muta

Amostra (400 mg) Amostra (200 mg)
6 mL de HNO 3 (14 mol L ™) H,O (6 mL)

ICP OES
As total

LC- ICP MS LC-CVG-ICP-MS

pH, vazao, tipo e concentracdo da NaBH,, HCIl e vazao do
fase movel argonio

- Salinas
- Suape

- Tainheiros

U
6 min, 20 kHz/130 W
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5 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados
obtidos apés as avaliagbes feitas no presente trabalho, tais como (i)
procedimentos de preparo de amostra para especiacdo quimica de As por
ultrassom e micro-ondas, (i) ajuste dos procedimentos de determinacédo de
espécies de As por LC-ICP-MS e LC-CVG-ICP-MS e (iii) avaliacao da eficiéncia
do preparo de amostra e técnicas de especiacdo de As desenvolvidas neste

trabalho e aplicadas para moluscos bivalves e materiais de referéncia.



Apresentacédo e Discussdo dos Resultados

5.1 Determinacédo de As total

As amostras de moluscos bivalves foram decompostas em forno de
micro-ondas para determinagdo de As total, juntamente com material de
referéncia certificado (DORM-2, BCR-627 e NIST 1566b), conforme descrito no
item 4.5 (“Procedimento para determinacédo de As total em moluscos bivalves”).
Os valores obtidos para As total nessas amostras foram adotados como
referéncia, e estdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4. Concentragdo de As total em moluscos bivalves. Determinacdo por ICP

OES ap6s digest&o por micro-ondas. (média + sd, pug g, n = 3).

Molusco Local da coleta As total
Tainheiros 10,9+0,3
Anomalocardia brasiliana sp. Acupe 17,1+0,8
llha de Maré 9,9+0,7
Muté 17,1+0,2
Iphigenia brasiliana sp. Salinas 16,8 +0,5
Suape 11,7+0,6
Macoma constricta sp. Bom Jesus 1002
Suape 33,0+£3,0
Muté 14,5+0,6
) ) Tainheiros 12,6 £0,3
Trachycardium muricatum sp.
Bom Jesus 129+0,2
Suape 11,9+0,3
*DORM-2 - 18,1+0,4
*BCR-627 - 4,56 + 0,04
*NIST 1566b - 7,2+0,3

*Valores certificados - BCR-627: 4,80 + 0,3; DORM-2: 18,0 + 1,1 e NIST 1566b: 7,6 + 0,6 ug g'l.

Conforme os resultados mostrados na Tabela 4 para As total em
moluscos bivalves, em geral, as concentracbes de As nas espécies de
moluscos sédo semelhantes. Somente a concentracdo de As na Macoma
constricta sp. é cerca de uma ordem de grandeza maior que as outras espécies
de moluscos, mesmo sendo coletada em locais semelhantes. No entanto, a

concentracdo de As nos tecidos dos moluscos expressa uma concentracado
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meédia por periodo de tempo, enquanto que se compararmos com o0s valores
observados na 4gua, sendo estes muito variaveis.’®’ Existe uma diversidade na
origem dos moluscos bivalves que pode resultar numa variabilidade de niveis
de contaminacdo, o que pode explicar as diferencas de concentracdo de As
entre espécies de moluscos analisadas. Entre os fatores estdo incluidos a
variabilidade sazonal e o tamanho do molusco.?® Esta variabilidade também é
dependente de fatores fisico-quimicos e interacdes bioldgicas. Além disso,
variacfes de salinidade em sistemas estuarinos tém uma forte influéncia sobre
os padrées temporais como variacbes diarias e anuais.’®® Organismos
marinhos sdo conhecidos por acumular grandes quantidades de As, com
concentracdes tipicamente na faixa de 1 a 100 mg kg™,%** sendo estes valores
semelhantes aos apresentados na Tabela 4 para As total nas espécies de
moluscos coletados em diferentes locais da BTS. Os valores obtidos para
materiais de referéncia certificados DORM-2, BCR-627 e NIST 1566b, com
decomposicdo por sistema fechado em micro-ondas e determinacdo por ICP
OES, foram concordantes com os valores certificados, 0 que atesta a exatidao

da metodologia utilizada.

O limite maximo de As em peixes e produtos de peixe para 0 consumo
humano foi estabelecido pelo decreto 55.871-65, publicado em 27/3/1965 pela
ANVISA.*" Considerando este limite, todas as espécies de moluscos,
independente do local, ndo podem ser consumidas, uma vez que a ordem de
grandeza, acima do permitido, é de 4 a 100 vezes, o que € um fato
preocupante para a populacdo de BTS que se alimenta desses animais. Tal
fato pode estar relacionado diretamente com contribuicbes antropicas
(descargas de efluentes industriais e domésticos, extracdo de petrdleo,
processos de geracdo de energia, emissdo veicular e atividades portuarias),

para a elevacédo dos niveis de contaminantes encontrados atualmente na BTS.

5.2 Determinacédo de cloreto nas amostras

O ICP-MS é um equipamento ideal para a determinacdo de
elementos traco numa grande variedade de matrizes.”*® Porém, algumas

matrizes apresentam dificuldades analiticas especificas inerentes a sua
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composicao, resultando na formacdo de ions poliatdmicos. Por exemplo,
aguas estuarinas e de oceano contém altos niveis de elementos alcalinos,
alcalinos-terrosos e ions cloreto. Estes elementos quimicos formam ions
poliatdmicos como ArCl*, ArNa*, OCI*, *°Ar*°K*, “*ca’®0?*, »*Na’?C*°Ar*,
59C0160+, 36Ar38Ar1H+ e EtC.214-215

A determinacdo de As por ICP-MS, assim como outros elementos,
pode ser prejudicada por interferéncias espectrais causadas por ions
poliatdbmicos. Esse tipo de interferéncia pode ocorrer em funcdo da matriz
da amostra, de reagentes utilizados no preparo da amostra ou de espécies
geradas no plasma por combinacdo com os gases atmosféricos.?** Dentre
os interferentes que sdo comuns na determinacdo de As, o cloreto é um dos

mais severos, devido & formacao de *°Ar®*CI* (m/z 75).213%1°

Para tanto, foi determinada a concentracdo de cloreto nas amostras de
moluscos apos extracdo com agua (massa de amostra de aproximadamente
200 mg em 6 mL de agua) e uso da MAE na mesma condicao utilizada para
andlise de especiacdo de As. As quatro espécies de moluscos em estudo e 0s
locais de coleta na BTS foram avaliados.

Tabela 5. Concentracdo de cloreto em moluscos bivalves coletadas em diferentes

locais da BTS. Determinacédo por IC apos MAE (%, n = 3).

Molusco Local de coleta Cloreto
Anomalocardia brasiliana sp. Acupe 4,1
Ilha da maré 0,2

Tainheiros 7,3

Iphigenia brasiliana sp. Salinas 2,5
Macoma constricta sp. Bom Jesus dos Pobres 3,2
Trachycardium muricatum sp. Suape 3,2
Muté 4,3

Conforme, mostrado na Tabela 5, foi observado que as concentracdes
de ions cloreto nas amostras apés extracdo com MAE apresentaram resultados
variaveis de acordo com o local de coleta, no entanto, estes valores estdo
abaixo dos valores que poderiam acarretar em interferéncia significativa de
cloreto na determinacdo de espécies de As por LC-ICP-MS. Para a
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determinacao de As total por ICP-MS, certamente estes niveis de concentracéo
de cloreto formam fon poliatdmico “°Ar**Cl* e, consequentemente, resultados

errdbneos podem ser obtidos.

5.3 Avaliacao de procedimentos de extracdo das espé cies de As

A extragdo de As em amostras de organismos marinhos € uma das
etapas criticas na sequéncia de operacdes analiticas em analise de especiacéo
devido a possibilidade de perda de analito, extracdo insuficiente e
interconversdo de espécies.’’”*'® Dessa forma, para garantir a qualidade da
andlise de especiacdo de As, a composicao da solucao extratora € considerada
importante, assim como a concentracdo da mesma. A solucdo extratora deve
ser capaz de extrair quantitativamente as espécies de As, sem perda e

interconversdo de espécies.

5.3.1 Tipo de solucéo extratora e concentragcao

Métodos de extracdo em condicdes de operacao simples sao desejaveis
para a extracdo quantitativa do analito. As metodologias de extracao propostas
para estudos de especiacdo devem estar de acordo com o tipo de amostra e

caracteristicas fisico-quimicas das espécies.?*’

O tipo de solucéo extratora é um dos fatores que influencia na extracao,
sendo que para as espécies de As presentes em amostras bioldgicas, metanol
e agua sdo os extratores mais utilizados. Resultados obtidos de solugbes
extratoras para As total em materiais de referéncia certificados estédo

mostrados na Tabela 6.
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Tabela 6. Resultados obtidos para As total apos extragcdo com MAE e UAE usando
diferentes solucdes extratoras. Resultados (%) representam a média e o

desvio-padréo de 3 replicatas de cada amostra. Determinacdo de As total

por ICP OES.
SRM 1566b BCR 627
Solucdes extratoras
MAE UAE MAE UAE

Agua 99 +2 91+3 101 +5 93 +2
Metanol - Agua (1:1) 97 +4 89+5 99 +7 86 +3
Metanol - Agua (2:1) 922 83+3 94 +4 81+7
Metanol - Agua (3:1) 89 +2 77+8 91+2 72+6

Apesar de varios estudos de procedimentos de extracdo de espécies de

127, 144-145, 210-212, 215227 haste trabalho foi avaliada a

As relatados na literatura,
extracdo com MAE e UAE com diferentes solventes nos materiais de referéncia
certificados SRM 1566b e BCR 627. Para este estudo, o volume do extrator foi
fixado em 6 mL de amostra e a massa em 200 mg. Foi avaliado o tipo de
extrator e proporcdo dos mesmos utilizando misturas de agua e metanol na
proporcao de 1:1, 1:2 e 1:3. De acordo, com os resultados mostrados na
Tabela 6, a melhor recuperacdo de As total foi quando as amostras foram
submetidas a radiacdo micro-ondas, utilizando agua ou uma mistura de 1:1 de
metanol:dgua, salientando que com o aumento da concentragdo de metanol
diminuiu a extracdo de As. Estes resultados estdo de acordo com outros
trabalhos %4 180:219.228-229.231-232 A axtracdo dos compostos de As pode ser
explicada através da maior solubilidade dos mesmos nos solventes avaliados e
o tipo de matriz. A 4gua € um solvente altamente polar, que € capaz de
solubilizar compostos i6nicos (inorganicos e organicos) e nao-ibnicos. Além
disso, as espécies de As, na grande maioria, sdo naturalmente polar ou ibnica
e, muito solivel em &agua.”**#* A recuperacdo quantitativa de As na agua
indica também que quantidades significativas de compostos polares
inorganicos estdo presentes.??° Por este motivo e devido a melhor recuperacéo
do analito, foi escolhida a agua como meio extrator. Estes dados estdo de
acordo com McSheehy et al.’*”, que compararam os efeitos da agua, metanol e
agua-metanol (1:1), tanto para a extracdo das espécies, quanto da quantidade

total de As extraido. Entretanto, a eficiéncia de extracdo de espécies de As
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pode variar de um laboratério para outro, conforme resultados obtidos de
estudo interlaboratorial para o material de referéncia certificado DOLT-4
(Dogfish liver).>*® Dessa forma, os dados reportados ndo mostraram diferenca
entre o0s varios sistemas de solventes e a agua foi utilizada como meio extrator

no presente trabalho para todas as extracdes por MAE e UAE.

Diferentes procedimentos de extracdo foram avaliados por diversos

autores,95,101, 117,157, 211

sendo utilizados agua e diferentes misturas de agua-
metanol como agentes de extracdo. Porém, praticamente todas as espécies de

As presentes em organismos marinhos foram extraidos somente com agua.

5.3.2 Efeito da massa de amostra

Diferentes massas de amostra foram avaliadas, utilizando-se agua
auxiliada por radiacdo MW, que foi a melhor condicdo, de acordo com os
resultados mostrados anteriormente. Para este estudo, foi utilizado material de
referéncia e amostra. Foram avaliadas massas de amostra na faixa de 50 a
300 mg, mostrados na Figura 9. Apds a extracdo, o sobrenadante foi separado
da fase solida por centrifugacdo a 3000 rpm durante 5 min. Foi preparado um

branco para cada condicao.
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Figura 9 . Efeito da massa de amostra sobre a extragéo de As.

Conforme, os resultados apresentados na Figura 9, observa-se que
melhores extracbes foram obtidas com massa de amostra de 200 mg para 0s
materiais de referéncia e amostra de molusco. Condigbes semelhantes foram
observadas por Cao et al.'®® Sendo assim, esta foi a massa de amostra
selecionada para determinar espécies de As nos estudos posteriores, uma vez
gue massa superior a 200 mg foi observado um decréscimo no sinal pela

dificuldade de extracdo satisfatoria das espécies de As.

Massas acima de 300 mg n&o foram testadas para extracdo de
espécies, pois foi verificado que ocorre um aumento na pressdo da coluna
cromatografica, provavelmente devido a presenca de particulas, maior
viscosidade ou dificuldade de solubilizacdo da matriz da amostra no extrator. O
uso de massas menores do que 200 mg néo é recomendado, pois algumas das

espécies estdo em baixas concentracdes, podendo ndo serem detectadas.
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5.3.3 Efeito do tempo de sonicacao por UAE

A interacdo entre as espécies de As depende do tempo de extracdo, da
matriz, da composicado do meio extrator, e também, do dispositivo de ultrassom
(banho ou sonda, bem como a amplitude e frrequéncia) utilizado. Para este
estudo, a massa de amostra utilizada foi de 200 mg, sendo esta escolhida
anteriormente como a massa de amostra com intensidade favoravel e extragdo
guantitativa das espécies de As. As amostras foram sonicadas em 6 mL de
agua, utilizando-se uma sonda de ultrassom. Foi preparado um branco para
cada condicdo. Apos sonicagcdo, o sobrenadante foi separado da fase sélida
por centrifugacdo a 3000 rpm durante 5 min. A influéncia do tempo de
sonicagcdo sobre a eficiéncia da extracdo pode ser visto na Figura 10. As
recuperacdes obtidas para As total nas solucbes de referéncia e amostra
mostram que a extracdo por sonicacao € rapida e foi observada recuperacéo
quantitativa dos analitos somente em 6 min de sonicagdo em 6 mL de agua.
Cabe destacar, que o aumento do tempo de sonicagao, pode facilitar o contato
da superficie das particulas da amostra com o extrator, 0 que & também
influenciado pela alta velocidade de jatos gerados pelo ultrassom. A Figura 10

mostra as recuperacgdes obtidas para As total por ICP OES.

57



Apresentacédo e Discussdo dos Resultados

105 1 SRM 1566b
90 -
75 -
60 -
45 -
30 -
15 -
0 T T T )
3 6 9 12
105 7 BCR 627
e 9 -
1%: 75 -
g 60 -
3 45 -
£ 30
0 T T T )
3 6 9 12
105

Anomalocardia brasiliana sp.

90
75
60
45 -
30
15 -
3 6 9 12

Tempo, min

Figura 10. Efeito do tempo de sonicacao na extracdo de As.

De acordo com a Figura 10, a eficiéncia de extracdo de As total com o
uso de UAE foram inferiores quando comparadas com a eficiéncia de extracéo
obtidas por MAE (Tabela 6 — item 5.3.1). Além disso, foi feito avaliacdo da
possivel interconversdo das espécies de As, onde ficou demonstrado que ha
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interconversao de espécies As, principalmente do estado de oxidacdo +5 para
+3 e possivel degradacdo de espécies organicas. Isso pode estar associado a
mineralizacdo do composto dentro da zona gasosa ou da zona quente das
bolhas de cavitacdo, onde, aléem da elevada temperatura, ha a geracao de
radicais, consequéncia da energia da radiacdo US. E importante mencionar
que as interconversdes de espécies de As estdo de acordo com outros
trabalhos.'®***® Por conseguinte, a extracdo com UAE ndo foi utilizada para

estudos subsequentes.

5.3.4 Avaliacéo da extragédo por MAE

Uma das principais vantagens do uso da radiacdo MW é o rapido
aguecimento da mistura de amostra e solvente de extracdo. Além disso, podem
ser utilizados recipientes fechados, pouco volume de solvente, geralmente de 6
a 10 mL, e o tempo de procedimento de extracdo é de aproximadamente 15 a
30 minutos. De maneira geral, a reprodutibilidade e as recuperacdes das
espécies sdo melhores em comparacdo com as técnicas convencionais de
extracéo “*’, como a extracdo por Soxhlet,?*®%° [iquido-sélido ou liquido-liquido
203, 205, 224 & gsonicacdo *** 17 196 188 Entretanto, estes recursos sdo utilizados
para extrair uma variedade de espécies de As a partir de varios tipos de
organismos marinhos. Desta forma, optou-se por testar a extracdo por MAE.
Na Figura 11 sdo mostrados os aspectos das amostras de moluscos bivalves

apos extracdo com MAE.
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Figura 11 . Amostras de moluscos bivalves apds extracdo com micro-ondas.

Cabe destacar, que as solucdes das amostras de moluscos, mostradas
na Figura 11, foram obtidas apds extracdo por MAE. O aspecto das solucdes

foi semelhante e considerado adequado para analise por cromatografia.

5.3.4.1 Efeito do tempo de extracdo por MAE

Para a avaliacdo do tempo de extracdo por MAE foram utilizados 200 mg
de amostra, conforme otimizacdo descrita no item 4.7.2 (“Procedimento usado
para a extracdo das espécies de As assistida por micro-ondas’- Materiais e
Métodos). Tempos de contato da amostra com a solucdo extratora foram
avaliados entre 3 a 12 min. Conforme Figura 12, pode ser observado que em 6
min obtiveram-se melhores recuperacdes para a amostra e solucdes de

referéncia.
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Efeito do tempo de extracdo por MAE na extracdo de As.
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Pode-se observar na Figura 12, que a eficiéncia de extracdo de As na
amostra utilizando MAE s&o melhores em relagdo ao uso de UAE, onde a
eficiéncia méxima de extracéo foi de 93% (Tabela 6 — item 5.3.1). Dessa forma,
pode-se afirmar que o procedimento de MAE é apropriado para a determinacao
de espécies de As em moluscos bivalves, ja que a eficiéncia de extracao foi
sempre melhor (97 £+ 3 a 101 £+ 5%) na amostra e solugdes de referéncia.
Sendo assim, foi fixado em 6 min o tempo de extracdo por MAE. O emprego de
poténcia relativamente baixa (500 W) das micro-ondas permite uma extracao
relativamente rapida das espécies de As, sem alterar as ligacdes carbono-As

das espécies organicas de As presentes em organismos marinhos.

5.3.4.2 Efeito da temperatura de extracdo por MAE
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Figura 13. Efeito da temperatura de extracdo por MAE na extracao de As.
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Considerando os resultados mostrados na Figura 13, a recuperacao
obtida para as amostras foi acima de 97 + 3%. Dessa forma, foi fixada a
temperatura em 80 € com tempo de irradiacdo de 6 min, escolhido
anteriormente. Esta condicdo levou a melhores resultados, com recuperacoes
satisfatorias para As total, sendo concordante com as condi¢des estabelecidas
por Narukawa et al.*»® No entanto, ao contrario do que foi observado no
presente trabalho, estes utilizaram 30 min para extracdo, o que também esta
de acordo com o trabalho de Yeh et al.?*

O uso de MAE com &gua como solvente extrator é relatado por varios
autores como o método mais adequado para extracdo de espécies de As, uma
vez que a agua favorece a extracao de espécies inorganicas e organicas de As

presentes na grande maioria dos organismos marinhos.?"2%922

5.4 Estudo de estabilidade de espécies de As

Uma das principais dificuldades na analise de especiacdo é prevenir a
interconversdo das espécies quimicas no procedimento de extragédo,
armazenagem das solucdes e no processo de separacéo.?’’ No caso do As,
apesar da maioria das espécies serem relativamente estaveis, pode haver
interconversdo. A temperatura € bastante critica neste aspecto e deve ser
considerada no processo de extracdo. Espécies de As podem ser convertidas
de uma forma para outra, ou haver perdas de espécies. As condi¢cbes
adequadas de armazenamento e extracdo das espécies de As evita a

interconversio.???

A estabilidade das espécies de As foi estudada através da comparacao
do armazenamento do extrato das amostras (Anomalocardia brasiliana sp.)
sob refrigeracéo (cerca de 4 C) e a temperatura ambiente (cerca de 22 'C)
com a adicdo de 20 pg L™ de solucBes de referéncia de As(Ill), AsB, DMA,
MMA, p-ASA e As(V). A extracao foi feita com adgua e MAE, e a estabilidade
das espécies de As foi avaliada durante um periodo de 3 meses, sendo o efeito

mostrado na Figura 14.
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Figura 14. Estudo de estabilidade de espécies de As na amostra Anomalocardia
brasiliana sp. com adi¢do equivalente a 20 pg L™ de cada espécie de As
apo6s extracdo com agua por MAE.

Pode-se observar na Figura 14 que as espécies de As, armazenadas
sob temperatura ambiente, apresentaram valores baixos de recuperacao,
sendo de 29,8 +2,1 a 60,0 £ 1,7% para p-ASA e As(lll), respectivamente. Além
disso, foi observado que as espécies organicas DMA, MMA e AsB submetidas
a temperatura ambiente foram mais estaveis que as espécies inorganicas. No
entanto, quando armazenadas sob refrigeracdo, as recuperacdes obtidas para
As(Ill) e MMA foram de 95,9 + 1,2 a 101 + 1%, respectivamente. Dessa forma,
podemos concluir que espécies inorganicas sdo menos estaveis a temperatura
ambiente. Sendo assim, € imprescindivel o armazenamento adequado dos
extratos de moluscos sob refrigeracdo, pois se evita a perda de espécies de
As, interconversdo das espécies ou degradacdo da amostra, uma vez que a
matriz € biolégica e pode ocorrer biotransformacdes microbiolégicas que
podem levar & biometilagdo de espécies inorganicas de As.?*??® Como
podemos observar na Figura 14, recuperacdes satisfatérias foram obtidas para
as espécies de As sob refrigeracdo por aproximadamente 3 meses, 0 que esta

de acordo com dados reportados na literatura.?>13> 236240
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Cabe destacar, que a flora microbiana que prolifera ap6s a morte do
organismo marinho, persiste durante o armazenamento, mesmo em condi¢des
sob refrigeracdo pode ser responsavel por processos de conversdo das
espécies de As.?®’ E possivel que a alteracéo das condices de manuseio (por
exemplo, a temperatura de refrigeracdo, a armazenagem, o tempo entre a
captura e andlise) aplicada aos organismos marinhos apds a captura pode ter
um efeito sobre a microflora bacteriana e, consequentemente, sobre a
degradacdo das espécies de As em organismos marinhos.?*° Neste estudo,
para prevenir a degradacdo e/ou perda da espécie de As, todos os extratos

foram analisados no mesmo dia do procedimento de extrac&o.

5.5 OTIMIZACAO DO SISTEMA LC-ICP-MS

5.5.1 Ajuste do instrumento ICP-MS

Para a determinacdo de espécies de As por ICP-MS foi feito
monitoramento do isétopo m/z 75, sendo que o instrumento de ICP-MS foi
inicialmente ajustado no modo convencional de introducédo de solugdes
(nebulizagdo pneumética) com a finalidade de obter méxima sensibilidade para
As, conforme descrito no item 4.1 (“Instrumentacdo” — Materiais e Métodos).
Quando o sistema LC foi acoplado ao instrumento ICP-MS foi feita a otimizacéo
de cada parametro separadamente, alguns parametros foram fixados e
utiizados para o sistema LC-CVG-ICP-MS, j4 outros parametros que
influenciam no emprego da CVG acoplada a técnica de ICP-MS foram

avaliados.

5.5.2 Andlise de especiacao de As por LC-ICP-MS

O acoplamento LC-ICP-MS foi feito diretamente, ou seja, a saida da
coluna de troca anibnica foi conectada ao nebulizador pneuméatico do
instrumento. O tipo, concentragdo, pH, vazdo e condi¢cao da eluicdo (isocratica
ou gradiente) da fase moédvel foram avaliados de forma a obter o melhor
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desempenho na separacdo e quantificacdo das espécies de As. Estes
parametros foram estudados de forma univariada com a utilizagao de solugcdes
contendo 10 pg L' de As de cada espécie de As em agua e amostra de
molusco bivalve (Anomalocardia brasiliana sp.), extraidas com agua e MAE. O
perfil do sinal cromatografico, quando em &gua ou fase movel sédo

semelhantes. O volume injetado foi de 200 pL para todos os testes realizados.

Os testes iniciais para a separacédo dos compostos de As(lll), AsB, DMA,
MMA p-ASA e As(V) foram feitos tomando-se, como referéncia, as
condicbes empregadas por Leufroy et al.''® Para o primeiro parametro
avaliado, o tipo de fase médvel, foi observada a compatibilidade do tipo de fase
movel com o instrumento de ICP-MS, uma vez que altos teores de solventes
organicos ou sais podem causar instabilidade do plasma ou extinguir 0 mesmo
e formar depdsitos de carbono ou sais na interface do instrumento. Além disso,
o carbono pode causar aumento na intensidade do sinal do As, possivelmente
pelas recombinacbes (ions e elétrons) que acontecem no plasma para os
elementos ndo totalmente ionizados, como o As (9,81 eV).**® A condicdo de
separacéo cromatografica inicialmente testada foi adaptada de Brisbin et al.??®.
Na Figura 15 é mostrado o cromatograma obtido de acordo com as condi¢cfes

citadas abaixo.
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Figura 15. Cromatograma obtido por LC-ICP-MS. Condic¢ao de eluicdo: (a) 30,0 mmol
L™ (NH4),COs3, (b) 20,0 mmol L™ (NH,),COs, (c) 15,0 mmol L™ (NH,),CO; e
(d) 10,0 mmol L™ (NH,),CO3, pH 8,5 e vazdo de 1,25 mL min ~*. Coluna
de troca anibnica PRP-X100.
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Conforme mostrado na Figura 15, pode-se observar que a condicao
adaptada da literatura ndo levou a separacdo adequada das espécies de As,
principalmente entre os picos AsB e DMA, além de pouca resolucdo entre as
outras espécies de As e instabilidade da linha de base.

Outra condicdo avaliada foi adaptada de B'Hymer e Caruso® que
utilizaram coluna de troca anibnica para a separacdo das espécies de As em
solucdo de referéncia de 60 pug L™ de cada espécie de As. O cromatograma

esta mostrado na Figura 16.
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Figura 16. Cromatograma obtido por LC-ICP-MS. Condic&o de eluigédo: (a) 12,5 mmol
L™ (NH4),CO3— 0 a2 min, (b) 50,0 mmol L™ (NH,),CO;— 3 a 6 min, (c) 15,0
mmol L™ — 8 a 10 min (NH,),CO;3 e (d) 10,0 mmol L™ (NH,),CO;—10 a 12
min. Coluna de troca aniénica PRP-X100. Fase movel: pH 8,5, vazdo:
1,10 mL min .

De acordo com a Figura 16, pode-se observar que as espécies de As,
utiizando esta fase movel e nas condicbes empregadas apresentaram
resolucdo ruim. Mesmo com alteragdo na concentracdo da fase mével nao foi

possivel melhorar a separacao das espécies.

Comparando-se os cromatogramas das Figuras 15 e 16, percebe-se que
os dois cromatogramas foram utilizados no modo de eluicdo gradiente. Este
modo de eluicdo favorece a separacdo de espécies catibnicas e neutras das
espécies inorganicas e organicas de As.*** Além disso,0 modo de eluicdo por
gradiente com hidroxido de aménio requer menos tempo para separar As(lll)
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inorganico e organico em diferentes amostras,*** mas a eluicdo com (NH4),COs
requer longo tempo para eluir As(V) nesta coluna, ndo sendo favoravel para
esta espécie de As. Dessa forma, é recomendado a combinacdo de carbonato
e hidréxido de aménio como fase mével nas concentracdes de 5 mmol L™ e 20
mmol L?, respectivamente, para separacdo das espécies catidnicas e neutras,
sendo as primeiras espécies de As a eluir nestas condicdes.?** Dessa forma, o
modo de elui¢do isocratico ndo sera testado nos experimentos subsequentes.
Outras formas de eluicdo sdo recomendadas, entre elas o fosfato de aménio e
metanol como modificador quimico. Usando estas fases moveis, foi avaliada
somente o seu efeito na separagcdo de As (lll) e AsB de uma solugcdo de
referéncia contendo 60 pg L™ de cada espécie, sendo que estas possuem
tempo de retencdo muito préoximo. Na Figura 17 estdo mostrados o0s

cromatogramas (a) e (b) com estas espécies.
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Figura 17. Cromatogramas obtidos por LC-ICP-MS. Coluna de troca anibnica PRP-
X100. Fase mével: pH 6,5, vazdo: 1,25 mL min ~*. Condic&o de eluicdo
(a): fosfato de aménio 5 mmol L* —0a 1,7 min e 15 mmol L*- 1,7 a 5 min.
Condicéo (b): fosfato de amdnio 5 mmol L™ com metanol a 1% — 0 a 1,8

min e 15 mmol L com metanol a 1% — 1,8 a 4 min.

Conforme mostrado na Figura 17, os cromatogramas (a) e (b) obtidos da
solucao referéncia de 60 pg L™ de As(lll) e AsB, pode-se perceber que com a
fase mével fosfato de amonio 10 mmol L™ (a) e (b) fosfato de amdnio 10 mmol
L™ com metanol a 1% (v/v) como modificador quimico néo foi possivel obter
uma boa separagdo das espécies de As. Apés, os estudos feitos com
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diferentes fases maoveis, foi observado que a afinidade de um analito com um
trocador de anions depende da densidade da carga e da polarizabilidade das
duas cargas opostas. Para um material trocador de anions, a densidade de
ions é determinada pelo numero de sitios trocadores de anions, da capacidade
de massa do material da coluna e a polarizabilidade é semelhante entre as
colunas funcionalizadas pelos mesmos grupos iénicos. Até o momento, RsN",
SO3, RCOO™ foram os trocadores de fons frequentemente usados.’?*® A
densidade de carga e polarizabilidade dos analitos depende do tamanho da
molécula e a carga € muitas vezes controlada pelo equilibrio de dissociacdo. O
pK, de espécies de As estdo distribuidos numa ampla faixa, mas muitos deles
sdo > 8. %% por isso, a sua dissociacdo, com formacdo de espécies com
carga negativa, depende do pH e o mesmo é valido para varios sitios da coluna
de troca ibnica, protonada ou desprotonada. Todas estas variaveis séo
controladas pelo pH do eluente, sendo esta uma das principais variaveis, no
entanto, infelizmente, o pH dos eluentes frequentemente utilizados ndo podem
ser ajustados para cada pK, da espécie de As e, sim, ajusta-se de acordo com

o comportamento de retencéo e seletividade do método.?*

5.5.2.1 Escolha da coluna de troca de ions

Na cromatografia a liquido com o uso de coluna de troca de ions
(anibnica ou catibnica), a separacdo é dependente da afinidade das espécies
da fase estacionaria de acordo com as caracteristicas da mesma, como a
estrutura molecular, polaridade, carga e caracteristicas do analito e da fase
movel. A coluna de troca anibnica € uma das fases estacionarias mais
empregadas em andlise de especiacdo de As com técnicas cromatogréficas.
Neste trabalho todas as separacdes foram efetuadas usando uma coluna de
troca anibnica (PRP-X100, Hamilton), uma vez que esta separa a grande
maioria das espécies de As presentes em organismos marinhos.'?"14% 210-212.
214-217, 219223 A coluna de troca catiénica é usada para separar melhor a AsB,
sendo que esta somente separa 0S cations, pouco comuns em organismos
marinhos, porque dificulta a separacao das outras espécies de As neste tipo de

amostra.**!
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5.5.2.2 Escolha do tipo e concentracéo da fase méve |

Na andlise de especiacdo de As em organismos marinhos, pode haver a
presenca de diversas espécies de As, como catidnicas, anionicas e neutras e,
devido a isto, os problemas surgem na escolha e concentracado da fase mével
favoravel a separacdo de todas as espécies de As presentes. Por exemplo, se
a AsC esta presente, esta normalmente co-elui com a AsB, assim como e
TMAO.?** A coluna de troca catidnica pode ser usada para separar a as
espécies AsB, AsC e TMAO.?*® No entanto, as espécies anionicas de As(lll),
As(V), DMA e MMA geralmente co-eluem.?” Alternativamente, o pareamento
de ions com coluna de fase reversa, geralmente de silica recoberta com grupos
C8 ou C18, pode ser utilizada para a separacdo de AsB das espécies
organicas®*® e inorganicas de As. Carbonato de aménio como fase mével em
coluna de troca anibnica ndo é muito usual, embora alguns autores tém
explorado o seu uso para a especiacéo de As.?*® Porém, comparado a outras
fases moveis, como solugdo contendo fosfato, carbonatos produzem muito

pouco residuo na interface do ICP-MS.

Baseando-se nas diferentes propriedades quimicas dos compostos de
As, complexidade da matriz de moluscos e diversidade de espécies de As
presentes na amostra, foram estudadas as condi¢des da fase movel de acordo
com as citagbes na literatura, usando fosfato ou carbonato de aménio.?**243
Inicialmente foi avaliado o fosfato dibasico de aménio, onde foi observado que
as espécies de As(lll) e AsB eluem facilmente da coluna de troca anionica. No
entanto, apresentaram sobreposicdo e, dessa forma foi avaliada a
concentracido desta fase moével de 1 a 20 mmol L™ Porém, foi obtida
separacao cromatografica satisfatéria, somente para as outras espécies de As
[DMA, MMA, p- ASA e As(V)]. Apos estes resultados, foi avaliado o carbonato
de amoénio como fase movel, sendo testadas concentragdes de 1 a 20 mmol L
! Foi observada que na concentracdo de 6 mmol L™ ocorreu melhor separacéo
das espécies de As(lll) e AsB, no entanto para DMA, MMA, p-ASA e As(V), a
separacdo nao foi satisfatoria, pois houve sobreposicdo de DMA e MMA.
Sendo assim, foi avaliado o modo por eluicdo gradiente, utilizando fosfato

dibasico de aménio e carbonato de aménio com diferentes concentragdes.
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Apos, o estudo da influéncia da fase movel e concentracdo da mesma, o
modo de eluicdo gradiente de fase mével foi a melhor condi¢cdo de separagéo
de As(lll), AsB, DMA, MMA, p-ASA e As(V) presentes em solucdes referéncias
e para amostra de moluscos. Assim, 0 programa para a separacao das
espécies de As foi de: 0 a 1,4 min empregando 6 mmol L™ de (NH4),HPO,, 1,4
a 2,7 min empregando 20 mmol L™ de (NH,),COs; e 2,7 a 15 min utilizando 6
mmol L™ de (NH4),HPO,. O cromatograma obtido empregando estas condi¢des

€ mostrado na Figura 18.
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Figura 18 . Cromatograma obtido a partir de uma solu¢éo mista de solugéo de referéncia
de cada espécie de As na concentracdo de 10 pg L' por LC-ICP-MS.
Injecdo de 200 pL.

5.5.2.3 Influéncia do pH e vazao da fase movel

Na cromatografia de troca de ions, o pH é um dos parametros que
exerce influéncia na separacdo das espécies de As, uma vez que estas podem
ser catiénicas, anidnicas ou neutras,®*’ que torna possivel a separacdo por
troca de anions, pareamento de ions e troca de cations, em menor escala. Nas
aplicacdes de cromatografia por troca anidnica, uma boa resolucéo obtida foi
na faixa de pH 5 a 11. A ordem de eluicdo mais comum é a As(lll), AsB, DMA,
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MMA e As(V), a qual pode mudar em funcdo do pH e da condi¢do de eluicao,
na maioria das vezes, gradiente. Além do pH, a concentracdo (forca) da fase
movel também é importante no processo de separacdo, tendo em vista que
concentracdes superiores a 10 mmol L™ de fosfato, algumas espécies de As
co-eluem, ao contrario foi observado para o carbonato que é necessario 20
mmol L™ para separar outras espécies de As. Dessa forma, h4 uma melhor
separacdo das espécies de As com fosfato, com excecdo das espécies de As
com maior interacdo com o sitio da coluna, favorecendo, neste caso, 0 uso de
carbonato como fase movel. O pH da fase moével de fosfato de amoénio foi
avaliado de 5,0 a 9,0 mL min™, cujo efeito na separacéo das espécies de As é

mostrado na Figura 19.
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Figura 19. Influéncia do pH da fase mdvel fosfato de ambénio na separacdo das

espécies de As em solucdo de referéncia de cada espécie de As.

Conforme exposto na Figura 19, o pH 6,0 da fase mével de fosfato de
amonio foi satisfatorio para a separacdo de cada espécie de As na solucéo
referéncia. Para pH inferior a 5,5, a separacdo das espécies de As é
prejudicada, pois o tempo de retencdo para todas as espécies de As foram
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muito proximos e em pH acima de 7,0 o tempo de retencdo do p-ASA e As(V)
aumenta. Para carbonato de aménio também foi avaliado o efeito do pH,
mesmo que o uso deste seja somente 1,3 min do total de 15 min. Dessa forma,
o pH da fase movel onde ocorreu a melhor separacédo das espécies de As foi
9,0. Este valor esta de acordo com o observado por Guérin et al.>*® e Choi et
al.?* que verificaram boa separacdo de espécies de As na faixa de pH entre
5,0 e 9,0 utilizando carbonato e fosfato de amoénio como fase mével. Apés o
estudo do efeito do pH e da concentracéao da fase mével, a influéncia da vazéo
da fase movel foi avaliada de maneira a obter um cromatograma com uma boa
resolucdo entre as espécies de As e com o menor tempo. A vazdo da fase
mével foi avaliada de 1,05 até 1,45 mL min™. A vazdo de 1,25 mL min™ foi
escolhida por proporcionar menores tempos de retencdo. Vazdes inferiores a
esta ndo sdo favoraveis pelo perfil cromatografico (picos mais alargados) e
vazbes superiores a esta resultam na sobreposi¢cao parcial dos picos de As(lll)
e AsB, assim como de p-ASA e As(V).

5.5.2.4 Separacao e identificacdo das espéciesde A s

As espécies de As(lll), AsB, DMA, MMA, p-ASA e As(V) foram
identificadas de acordo com os tempos de retencdo de cada espécie
separadamente empregando solucdes de referéncia das espécies de As

individualmente e solu¢des contendo as seis espécies de As.

5.5.2.5 Condicionamento da coluna cromatogréafica

Etapa de condicionamento da coluna cromatogréfica foi necessaria ao
final de cada eluicdo cromatografica, uma vez que foi observado que a
separacdo nao era reprodutivel quando néo era feito o condicionamento da
coluna. Isso, provavelmente, € devido a condi¢cao gradiente empregada para a
eluicdo das espécies de As, onde a fase movel possui diferenca de
concentracdo inicial e final da fase movel e para tal, o tempo de
condicionamento foi avaliado passando-se a fase modvel pela coluna em

diferentes intervalos de tempo (até no maximo 20 min).
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ApoOs a avaliacdo dos parametros de separacao de As por LC-ICP-MS e
obtida as condi¢des de separagcdo adequadas para as espécies presentes nas
amostras de moluscos, nas Figuras 20, 21 e 22 sdo mostrados o0s
cromatogramas para amostras de moluscos e solucéo referéncia de espécies
de As.
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5.5.2.6 Determinacédo de espécies de As por LC-ICP-M S
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Figura 20. Cromatogramas obtidos por LC-ICP-MS de espécies de As em moluscos
apls extracdo com agua por MAE. (a) Sobreposicdo de solucdo de
referéncia a 10 pg L™ de cada espécie de As [As (lIl), AsB, DMA, MMA, p-
ASA and As(V)] — “em cinza” com NIST 1566b — “em preto”. (b)
Sobreposicéo de solugdo de referéncia a 10 pg L™ de cada espécie de As
[As (1), AsB, DMA, MMA, p-ASA and As(V)] — “em cinza” com amostra de

molusco Anomalocardia brasiliana sp. — “em preto”.
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De acordo com a Figura 20, o cromatograma (a) obtido das espécies de
As do extrato aquoso do material de referéncia NIST 1566b sobreposto ao
cromatograma da solucdo de referéncia de 10 pg L™ de cada espécie de As,
mostra que as espeécies presentes no NIST 1566b apresentaram o mesmo
tempo de retencdo para As(lll), AsB e DMA. No entanto, ndo foram detectadas
as espécies de p-ASA e As(V) no NIST 1566b, o que esta de acordo com a
literatura.’™* A espécie desconhecida UK(1) (UK: desconhecido) foi detectada
no material de referéncia, ndo podendo ser identificada devido a falta de
composto de As de referéncia com 0 mesmo tempo de retencdo desta espécie

de As. De acordo com McSheehy et al.*™

, espécies de As desconhecidas no
NIST 1566b podem ser atribuidos a AsS mais comuns, como derivados de
glicerol, fosfato, sulfato ou sulfonato de ribose. No entanto, pela dificuldade de
obtencdo comercial de solucdo referéncia de AsS de metabdlitos de
organismos marinhos, ndo foi possivel a obtencdo deste para ser identificada
com a técnica LC-ICP-MS. Porém, para a quantificacdo deste composto foi
feita a curva de calibracdo com outra solucéo referéncia de As, como o DMA. O
fato da quantificacdo ser feita desta forma é devido as respostas iguais por
ICP-MS, de AsS e DMA, como As, ou seja, ndo ha diferenca na resposta do
ICP-MS utilizando qualquer solucéo referéncia de As para a quantificacdo das

espécies de AsS.*"0172

No cromatograma da Figura 20(b) é observado que pela sobreposi¢ao
do cromatograma da solucéo de referéncia de 10 pug L™ de cada espécie de As
com o cromatograma obtido da amostra Anomalocardia brasiliana sp., as
espécies de As(lll), AsB e DMA foram identificadas de acordo com o tempo de
retencdo. No entanto, nesta amostra de molusco também foi detectada a
espécie nado identificada UK(1). Na Figura 21(a) € mostrado o cromatograma
obtido desta espécie de molusco com adicdo de solucdo referéncia de cada
espécie de As e no cromatograma 21(b) € mostrada a espécie Macoma
constricta sp., também com a adi¢cdo de solucéo referéncia de cada espécie de
As.
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Figura 21. Cromatogramas obtidos por LC-ICP-MS de espécies de As apds extracdo com
agua por MAE. (a) Solucéo de referéncia a 10 ug L™ de cada espécie de As [As
(i), AsB, DMA, MMA, p-ASA and As(V)] — “em cinza” com amostra de
Anomalocardia brasiliana sp. diluida 2 vezes e com adi¢do de 10 pg L™ de
cada espécie de As [As (Ill), AsB, DMA, MMA, p-ASA and As(V)] — “em preto”.
(b) Solucéo de referéncia a 10 ug L™ de cada espécie de As [As (lll), AsB,
DMA, MMA, p-ASA and As(V)] — “em cinza” com amostra de molusco Macoma

constricta sp. — “em preto”.
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Conforme exposto na Figura 21(a), é possivel identificar, por
comparacao do tempo de retencdo das espécies de As em Anomalocardia
brasiliana sp. e solucdo referéncia de As(lll), AsB, DMA, MMA, p-ASA e As(V).
No entanto, as espécies UK(1) e UK(2) foram detectadas, mas nao
identificadas. A espécie UK(2) somente foi detectada com adicdo de solucéo
referéncia das espécies de As, entretanto, o tempo de retencdo desta espécie
nao foi semelhante de nenhuma das solucdes de referéncia adicionadas. Este
fato, ndo pbde ser explicado, uma vez que quando adicionado separadamente
as solucdes de referéncia de espécies de As sdo adicionadas separadamente
nao foi detectada esta espécie. Ou seja, a espécie UK(2) somente é detectada
quando sdo adicionadas todas as solucdes de referéncia com as espécies de
As.

De acordo com os resultados obtidos por Le at al.?*?

0S organismos
marinhos ndo produzem AsB diretamente do arsenato presente na agua do
mar, mas podem ser originados da sequéncia de metabolizacbes e se
acumulam ao longo da cadeia alimentar. Além disso, tem sido sugerido que o0s
arsenoacgucares, principais espécies encontrados em algas marinhas, sao
intermediarios da producdo de AsB em alguma fase da cadeia alimentar de
moluscos. Porém, a origem da AsB ainda nédo € totalmente elucidada, mas
sabe-se que é a espécie de maior concentracdo, principalmente, em moluscos
bivalves. No cromatograma (b) da Figura 21, pode-se observar a presenca das
mesmas espécies de As na Macoma constricta sp. e Anomalocardia brasiliana
sp. Na Figura 22, sdo mostradas as espécies de As detectadas por LC-ICP-MS

nos moluscos Trachycardium muricatum sp. e Iphigenia brasiliana sp.
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Figura 22. Cromatogramas obtidos por LC-ICP-MS de espécies de As ap0s extracao
com agua por MAE. (a) Solucéo de referéncia a 10 pug L™ de cada espécie
de As [As (lll), AsB, DMA, MMA, p-ASA and As(V)] — “em cinza” com
amostra de Trachycardium muricatum sp.— “em preto”. (b) Solugdo de
referéncia a 10 pg L™ de cada espécie de As [As (lll), AsB, DMA, MMA, p-
ASA and As(V)] — “em cinza” com amostra de molusco Iphigenia brasiliana

sp — “em preto”.
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De acordo com a Figura 22(a), o tempo de retencdo de algumas das
espécies de As detectadas em Trachycardium muricatum sp. S&0 0S mesmos
das solucdes de referéncia de As. Entretanto, duas espécies de As UK(1) e
UK(2) ndo puderam ser identificadas e as espécies p-ASA e As(lll) ndo foram
detectadas. O As(V), DMA e MMA apresentaram picos com o perfil do sinal
cromatografico diferente ao das espécies nas solucbes de referéncia, o que
pode estar relacionado com algum efeito da matriz nesta espécie de molusco.
De acordo com o cromatograma (b) da Figura 22, as espécies de As
identificadas no Iphigenia brasiliana sp. foram As(lll), AsB e MMA. Novamente,
as duas espécies, UK(1) e UK(2) nao foram identificadas. Cabe destacar, que
as espécies de As detectadas nas amostras de moluscos apresentaram
semelhancas nos perfis cromatograficos, mesmo sendo moluscos diferentes
(Anomalocardia brasiliana sp., Macoma constricta sp., Trachycardium
muricatum sp. e Iphigenia brasiliana sp.) e locais de coleta diferentes. De

acordo com Larsen et al.?*

o0 MMA e DMA presentes em organismos marinhos
provavelmente sdo provenientes da degradacao da AsB. Estas evidéncias séo
importantes para avaliar o potencial de toxicidade de organismos marinhos
comestiveis para os seres humanos, uma vez que MMA e DMA sdo mais

téxicos do que a AsB.

Sabe-se que a distribuicdo das espécies de As em aguas naturais
depende principalmente do potencial redox e das condigbes de pH. Em &guas
de superficie, a espécie predominante € As(V), enquanto que sob condi¢cdes
moderadamente redutoras (por exemplo, aguas subterraneas, anodxicas) o
As(lll) é a forma termodinamicamente estdvel. O MMA e o DMA estdo
presentes em organismos marinhos provenientes de estuarios, estando em
concentracdes variaveis, o que depende da salinidade, turbidez, temperatura e
fitoplancton. Além disso, os organismos marinhos, especialmente os bivalves
acumulam, As na sua estrutura, sendo muitas vezes metabolizado para
compostos organicos de As. Destes, AsC e, principalmente, AsB sao as
predominantes e os seus niveis geralmente podem variar de 1 a 100 mg kg™.
Os moluscos bivalves mais estudados, sob aspectos de toxicidade e
contaminagcdo sao as ostras, e quando consumidos cruas, todas as espécies
de As presentes sdo ingeridas.?® Entretanto, sendo a AsB, a espécie de As
mais abundante na fauna maritima e até recentemente, na literatura, era
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considerado desnecessario o desenvolvimento de metodologia para a
determinacdo de AsB em organismos marinhos comestiveis, uma vez que esta
espécie de As é considerada in6cua & satide humana.?** No entanto, os seres

0292162 gando

humanos sdo capazes de converter a AsB em DMA e TMA
atribuido a estas espécies potencial carcinégeno humano.?** Além disso, como
mostrado no presente trabalho, ha outras espécies de As presentes, as quais
podem ser potencialmente téxicas nos moluscos analisados. Cabe destacar, a
importancia de identificar e quantificar as espécies de As da fauna maritima
para um melhor entendimento do metabolismo de As e de avaliacdo do risco

associado ao seu consumo.

5.5.2.7 Estudo de interferéncias espectrais na dete  rminacéo de As por LC-
ICP-MS.

Para a determinacdo do As por ICP-MS, o cloreto € um dos principais
interferentes devido a formacdo de uma espécie poliatdmica ArCI* (*°Ar*>Cl,
m/z 75), resultante, a partir da combinacao de argénio (do plasma) e cloreto da
amostra. Isto devera resultar no aparecimento de um pico adicional no
cromatograma correspondente a eluicdo de cloreto e, consequentemente,
podendo interferir na identificacdo e/ou quantificacdo de alguma espécie de As,
no caso de ocorrer co-eluicdo de cloreto com um composto de As. Desta forma,
foi estudada a possivel interferéncia do cloreto na determinacdo das espécies
de As, avaliando-se solucdo de 500 mg L™ de CI', sendo esta concentracéo
superior das obtidas (ordem de 7 até 290 mg L™) nas solucdes das amostras
de moluscos. O estudo foi feito injetando 200 pL desta solucdo de CI' na

auséncia de As, cujos cromatogramas estdo mostrados na Figura 23.
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Figura 23. Cromatogramas obtidos por LC-ICP-MS de (a) solugédo de referéncia de

cloreto a 500 mg L™ e (b) a4gua ultrapurificada.

Pode-se observar na Figura 23(a) que o cloreto eluiu em 4,5 min (m/z
75), proximo do tempo de retencdo do DMA. No entanto, como a concentracao
de CI" nas solucbes obtidas das amostras de moluscos é da ordem de 7 até
290 mg L*, a interferéncia causada na determinacéo das espécies de As é
desprezivel. Além disso, a interferéncia por cloreto pode ser contornada
adotando condi¢des de eluicdo do cloreto antes ou apds das espécies de As de

| 245

interesse. Ritsema et a relataram que a eluicdo de modo gradiente com

troca aniénica usando tampéao de carbonato pode favorecer a eluicao de cloreto

apos a eluicdo das espécies de As.™®

5.6 Especiacéo de As por LC-CVG-ICP-MS

A combinacdo do uso de LC acoplado a CVG para analise de
especiacdo de As melhora eficiéncia de introducdo da amostra no plasma e
melhora os limites de deteccao na faixa de 10 a 100 vezes comparado com ao
uso da nebulizacdo pneumatica. A CVG quando utilizado o NaBH; em
condi¢cbes acidas, favorece a formacdo de espécies quantitativas de arsina a
partir da maioria das espécies de As, com excecdo de AsB, AsC e AsS. Estas

espécies ndo formam hidretos a partir da reacdo com NaBH,.'*®

Portanto, com o intuito de complementar os estudos empregando a LC-
ICP-MS, foi empregado um sistema para CVG, o qual foi introduzido logo apés
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a coluna cromatografica. A finalidade do uso da CVG foi de avaliar as espécies
de As néo identificadas por LC-ICP-MS, visto a possibilidade destas espécies
pertencerem a classe dos AsS, AsC e AsB, as quais podem ser confirmadas
com LC-CVG-ICP-MS, uma vez que estas espécies ndao reagem com o NaBHj.
Dessa forma, somente as espécies de As que reagem com NaBH, serdo
introduzidas no plasma e detectadas, enquanto que a AsB, AsC e 0s AsS nao
serdo detectados. Além disoo, isto melhora o LOD das espécies de As

geradoras de hidretos volateis e, principalmente, favorece a seletividade.

Para tal estudo foram avaliados parametros que influenciam na
formacdo de hidretos volateis e, posterior determinacdo dos mesmos nas

amostras de moluscos.

5.6.1. Escolha da concentracdo de NaBH 4

A concentracdo de NaBH; € um dos parametros importantes na CVG
de As, influenciando, principalmente, na cinética da reacdo de formacdo de
hidretos. Além disso, como a geracdo de arsina depende do estado de
oxidacdo de As e da forma como o mesmo esta na solucdo (espécies
inorganicas, organicas ou complexos), a concentracdo do redutor podera
influenciar na formagao da arsina. Para verificar a influéncia da concentragéo
do NaBH, na geracdo de compostos volateis de As a partir de solugdes de
referéncia de As(lll) e DMA (estas foram selecionadas para os estudos porque
reagem com NaBH,, formando hidretos volateis) serdo introduzidas pelo
sistema LC-CVG, foi feito um estudo com concentracdes na faixa de 0,25 a
1,50% (m/v) de NaBH, com o objetivo de alcangcar a maxima sensibilidade no

sistema CVG, sendo mostrado na Figura 24.
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Figura 24. Influéncia da concentracdo de NaBH, sobre a intensidade do
sinal de As(lll) e DMA obtido por LC-CVG-ICP-MS.

Conforme mostrado na Figura 24, pode-se observar que nestas
condi¢bes, a concentragao que apresentou boa reprodutibilidade e eficiéncia na
reducdo das espécies de As foi a concentracdo de 1,0% (m/v) de NaBH, para
as duas espécies de As, mostrando que tanto para a espécie inorganica quanto
para organica a formacéao de hidreto volatil foi favorecida nesta concentragéo, a

gual foi escolhida.
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5.6.2. Escolha da concentracdo de HCI

A concentracdo de HCI foi avaliada de 0,50 a 2,0 mol L™, utilizando
solucdes de referéncia de As(lll) e DMA. Da mesma forma do que no caso do
NaBH,, este estudo foi feito com o objetivo de alcancar a maxima sensibilidade

para as espécies volateis no sistema CVG, mostrado na Figura 25.
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200000 -
150000 -
100000 -
3
2 50000 -
(5]
S 0
o
@ 0,50 1,00 1,50 2,00
)
[
= 140000 -
DMA
120000 -
100000 -

80000 -
60000 -
40000 -
20000 -

O + S * T - | - —
0,50 1,00 1,50 2,00

Concentracdo, mol L™

Figura 25. Influéncia da concentracdo do HCI como meio reacional sobre a
intensidade do sinal de As(lll) e DMA obtido por LC-CVG-ICP-MS.

De acordo com a Figura 25, maxima intensidade obtida para as espécies
de As(lll) e DMA foi em 1,0 mol L' de HCI, sendo determinada esta
concentragdo como meio reacional acido, sendo este o mais indicado para a

reducao de As(Ill) com NaBHy,.
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5.6.3 Escolha da vazédo do gas de arraste

Na CVG, a fracdo gasosa é separada da parte liquida com auxilio
de um gas de arraste no separador G/L. Este deve ser avaliado uma vez
que influencia no transporte do hidreto até o detector e nas condi¢cdes do
plasma. O gas utilizado para esta finalidade foi o argdnio. Para este
estudo, vazdes na faixa de 0,80 a 1,20 L min™ foram avaliadas usando
solucdes de referéncia de As(lll) e DMA. Na Figura 26 estd mostrada a
influéncia da vazdo do gas de arraste sobre a intensidade dos sinais das

espécies de As(lll) e DMA.

250000 1 As(Ill)

200000 T
150000 -
100000 -
50000 - H H

0 . S R
0,80 1,00 1,10 1,15

Intensidade, cps

120000 T

100000 -

80000 -
60000 -
40000 -
20000 - H H

0

0,80 100 1,10 1,15 1,2

Vaz&o do gas de arraste, L min™

Figura 26. Influéncia da vazdo do gas de arraste sobre a intensidade do sinal
de As(lIl) e DMA obtido por LC-CVG-ICP-MS.
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Conforme pode ser visto na Figura 26, a maior intensidade do sinal
obtida para as espécies de As(lll) e DMA foi de 1,15 L min™, apés este valor a
intensidade comeca a diminuir. Sendo assim, a vazao de gas argoénio de 1,15 L
min™ foi selecionada como condicdo de trabalho. As vazées menores que 1,15

L min™* o perfil dos sinais é menos reprodutivel.

5.6.4. Estudo do comportamento da AsB por LC-CVG-IC  P-MS

Como os organismos marinhos possuem elevada concentracdo de AsB,
no entanto quando a geracdo de hidretos € empregada para especiacédo de As,
observa-se que algumas espécies de As com elevado interesse ambiental e
toxicolégico, tais como AsB, AsC e AsS ndo geram hidretos.?*® Nestas
espécies, 0 As esta ligado a cadeias de carbono, que ndo permitem produzir
hidretos volateis. Portanto, antes da analise, € necesséria a quebra da ligagédo
As-C e obter a converséo destas espécies de As em espécies formadoras de
hidretos volateis. No entanto, para a andlise de especiacdo ndo podem ser
utilizados procedimentos de decomposicdo ou qualquer procedimento que
possa acarretar em modificacdo das espécies quimicas.?*”*° Dessa forma, foi
avaliada a AsB por LC-CVG-ICP-MS, utilizando uma solucéo de referéncia de
600 pg L™ de AsB preparada em agua e submetida as condi¢cdes de extragéo
por MAE ja otimizado. O perfil cromatografico de AsB por LC-CVG-ICP-MS

obtido esta mostrado na Figura 27.
8000 -
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2000 -

0 3 6 g 12 15
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Figura 27. Cromatograma obtido a partir de uma solucdo contendo 600 ug L™
de AsB por LC-CVG-ICP-MS.
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De acordo com o exposto na Figura 27, observa-se que ndo houve
formacgéo de hidreto volétil a partir da AsB por LC-CVG-ICP-MS, este fato é
justificado porque a molécula de AsB esta ligada a 3 grupos de metila,
dificultando ainda mais a liberacdo de AsB para formacdo de arsina na
geracéo de hidretos.?! Dessa forma, podemos confirmar a presenca de AsB e
outros compostos que ndo formam hidretos volateis nas amostras em estudo,
sendo mostrados nos cromatogramas 28 a 30 utilizando o sistema LC-CVG-
ICP-MS e comparando 0s mesmos com 0S cromatogramas obtidos a partir de
LC-ICP-MS. As condi¢des cromatograficas estao citadas na Tabela 3 (item 4.1

- Instrumentacgao).
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Figura 28. Cromatogramas obtidos apds a injecdo de 200 L de solucao referéncia e NIST 1566b. (a) LC-CVG-ICP-MS e 89

(b) a mesma “a” ampliada 3,3 vezes, (c) LC-ICP-MS. Extracdo em agua por MAE. UK(1): espécie desconhecida.
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De acordo com os cromatogramas mostrados na Figura 28, observa-se
gue no cromatograma (a), as espécies de As formadoras de hidretos foram
As(lll), DMA, MMA e As(V) apresentando o mesmo tempo de retencdo de
solucdes de referéncia de cada espécie de As. A AsB ndo formou hidreto
conforme mostrado no perfil cromatografico, no entanto, esta mesma espécie
foi identificada quando usada a LC-ICP-MS mostrada no cromatograma (b) e
sabe-se que esta presente no NIST 1466b conforme o certificado. No
cromatograma (a) foi salientado o provavel tempo de retencédo de AsB na CVG,
se esta formasse hidreto e no cromatograma (b) foi mostrado o mesmo
cromatograma (a) mas ampliado 3,3 vezes para melhor visualizacdo dos picos
obtidos a partir das espécies de As. Deve-se destacar que o uso do CRM ¢é
necessario para a confiabilidade dos resultados analiticos. No entanto, a
maioria dos CRMs é apenas certificado para a concentracdo total de As e,
quando ha espécies de As nos materiais de referéncia certificados, as
informacdes sobre a identidade e a concentracdo de espécies de As sédo
limitadas somente para algumas espécies de As, dificultando o estudo em

amostras com diversas espécies de As.”>*%>
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Figura 29 . Cromatogramas obtidos apés a injecdo de 200 uL de solucdo referéncia e solucdo obtida da Anomalocardia brasiliana sp.

apos extracdo com agua sob MAE. (a) LC-CVG-ICP-MS e (b) a mesma “a” ampliada 3,3 vezes, (c) LC-ICP-MS. 9

Extracdo em agua por MAE. UK(1): espécie desconhecida.



Apresentacéo e Discussdo dos Resultados

Conforme exposto na Figura 29, no cromatograma (a), obtido por LC-
CVG-ICP-MS, foram identificadas as espécies de As(lll), DMA e As(V) em
Anomalocardia brasiliana sp. No cromatograma (c) € mostrada a presenca de
AsB nesta amostra, assim como uma espécie de As desconhecida [UK(1)] e
como esta nao foi identificada no cromatograma (a), provavelmente pode ser
uma espécie de AsS ou AsC, jA que estas espécies ndao formam hidretos
volateis.”? Além disso, as espécies de MMA, p-ASA e As(V), que ndo foram
detectadas por LC-ICP-MS (cromatograma c), também nao foram detectadas
por LC-CVG-ICP-MS conforme mostrado no cromatograma (a) e ampliado 3,3

vezes no cromatograma (b).
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Figura 30 . Cromatogramas obtidos ap0s a injecao de 200 pL de solucdo referéncia e Macoma constricta sp. 93

(a) LC-CVG-ICP-MS e (b) a mesma “a” ampliada 3,3 vezes, (c) LC-ICP-MS. Extragdo em agua por MAE.

UK(1): espécie desconhecida.
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De acordo com a Figura 30, observa-se no cromatograma (a), obtido a
partir da Macoma constricta sp., a presenca das espécies As(lll), DMA e As(V).
identificadas por LC-CVG-ICP-MS, sendo que as mesmas espécies de As
foram também foram identificadas por LC-ICP-MS, como mostrado no
cromatograma (c). Entretanto as espécies de As desconhecidas UK(1) e UK(2)
nao foram identificadas por LC-CVG-ICP-MS (cromatogramas a e b),
provavelmente porque estas espécies podem ser AsS ou AsC. No
cromatograma (c), observa-se a identificacdo de p-ASA por LC-ICP-MS de
acordo com o tempo de retencdo da solucdo de referéncia desta espécie. No
entanto, ndo ha relatos do comportamento de p-ASA quanto a formacao de
hidretos, mas como pode ser observado no cromatograma (a) por LC-CVG-
ICP-MS, esta espécie ndo foi identificada assim como a AsB. Ou seja, ndo
formou hidreto volatil nas condi¢cdes de reacdo empregadas. Dessa forma, foi
feito um teste com a concentracdo de 100 pg L™ da solucdo referéncia de p-
ASA e nao foi detectada esta espécie por CVG, onde podemos concluir que

esta espécie nao forma hidretos volateis.

Os cromatogramas obtidos por LC-CVG-ICP-MS para o0s extratos
obtidos das amostras de Trachycardium muricatum sp. e Iphigenia brasiliana
sp. foram semelhantes aos obtidos para Anomalocardia brasiliana sp. e
Macoma constricta sp., ou seja, as espécies As(lll), DMA e As(V) foram
identificadas por LC-CVG-ICP-MS e AsB, UK(1) e UK(2) nao foram
identificadas por LC-CVG-ICP-MS. Dessa forma, neste trabalho ndo seréo
mostrados os cromatogramas obtidos para Trachycardium muricatum sp. e
Iphigenia brasiliana sp., devido a semelhanca dos perfis cromatogréficos e as
mesmas consideracdes citadas anteriormente quanto as espécies de As

presentes nestas amostras.

Nas Tabelas 7 e 8 estdo mostradas as concentracdes obtidas das
espécies de As e de As total nos extratos das quatro espécies de moluscos
avaliadas neste trabalho por LC-ICP-MS.
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Tabela 7. Concentracdes das espécies de As obtidas por LC-ICP-MS e As total por ICP OES em moluscos bivalves. Resultados, em pg g™,

representam a média e o desvio-padrao de trés replicatas de cada amostra.

Espécies de As (LC-ICP-MS) As total
o
§ Local I Espécies MAE
S AsB As(lll) DMA MMA UK(1) UK(2) p-ASA As(V) de As Extracao
(LC-ICP-MS)  (ICP OES)
o
g 2 Bom Jesus 714 161 1,30 £ 0,05 <0,04 7,13 £ 0,05 3,62 = 0,09 1,07 £0,01 <0,04 100+ 4 99+9
5 &
g 7]
§ Suape 18,2+0,7 3401 < 0,02 <0,04 5,22 + 0,02 1,80 £0,05 2,51 £0,02 < 0,04 31,1+0,7 30,0+0,4
Bom Jesus 7,23+£0,5 <0,03 < 0,02 3,54 £0,07 0,412 £0,005 2,03 +0,05 <0,03 <0,04 13,2+£0,5 12,7+0,2
E a
2 0
g g Muta 6,89 £0,3 < 0,03 < 0,02 4,37 +£0,07 0,602 0,02 2,24 +0,01 <0,03 < 0,04 14,1+£0,8 13,6 £0,9
Q -—
28
8 E Suape 7,77+0,9 0,85+ 0,04 <0,02 <0,04 0,303+0,05 1,96+0,02 1,32+0,01 <0,04 12,2+0,3 12,4 +0,6
l_
Tainheiros 8,14 £0,6 <0,03 < 0,02 3,03 £0,05 0,231 +£0,02 1,72 £0,08 <0,03 <0,04 13,1+£0,7 12,7+ 0,9
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Tabela 8. Concentragdes das espécies de As obtidas por LC-ICP-MS e As total por ICP OES em moluscos bivalves. Resultados, em pg g*,

representam a média e o desvio-padrao de trés replicatas de cada amostra.

Espécies de As (LC-ICP-MS) As total
o
? N MAE
= Local I Espécies de As B
§ AsB As(l11) DMA MMA UK(1) UK(2) p-ASA  As(V) Extracédo
(LC-ICP-MS)
(ICP OES)
Acupe 11,1+0,7 2,81+0,02 <0,02 2,51 +0,06 <0,02 - <0,03 <0,04 16,7 £0,6 16,4 +£0,9
©
5 o
pust [72]
g @
% c llhade Maré 57+0,2 1,30+0,01 <0,02 2,11 +0,03 <0,02 - <0,03 <0,04 9,6 +0,4 9,1+1,0
E o
o o
g: o
Tainheiros 6,4+04 1,70+0,03 <0,02 1,70 £0,03 <0,02 - <0,03 <0,04 9,8+0,2 9,6 +0,7
o Muté 9,1+0,7 <0,03 0,87+0,03 39%05 <0,02 353+04 <0,03 <0,04 17,4 +0,9 16,8 £0,5
e 2
S 5
_g’ = Salinas 9,7+0,3 <0,03 1,04+0,03 4,4+08 0,51 +0,09 2,17+0,08 <0,03 <0,04 178+1,2 16,9 £0,7
2 3
s
Suape 6,3+0,8 <0,03 162+0,74 28+03 0,167+0,008 1,38+0,04 <0,03 <0,04 12,3+0,7 11,3+0,5
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De acordo com as Tabelas 7 e 8, as concentracfes das espécies de As
obtidas por LC-ICP-MS sao variaveis o que pode estar diretamente relacionado
com a capacidade do molusco em acumular As e, posteriormente, biometilar

em outras especies.

Além disso, os moluscos expressam a exposicao ou efeito toxico dos
poluentes do local de coleta dos mesmos na BTS. Dessa forma, como era
esperado, a espécie de concentracdo mais elevada para todos os moluscos foi
a AsB. Na Macoma constricta sp. coletada nas regides de Bom Jesus e Suape,
foram identificadas todas as espécies de As em estudo e MMA e As(V) nao
foram detectadas, além disso, possui elevada concentracdo de AsB, o que
pode estar relacionado com a capacidade de acumulo do mesmo, ou devido a
maior contaminacdo deste local por As. O Trachycardium muricatum sp., nas
trés regides avaliadas (Bom Jesus, Muta e Suape) tem niveis de concentracao
de espécies de As semelhantes e, da mesma forma, a AsB € a espécie de As
predominante. Espécies de As desconhecidas, denominadas UK(1) e UK(2)
foram detectadas e com concentracBes relativamente consideraveis. Com
excecdo da regido de Bom Jesus, Muta e Tainheiro, nos outros locais de coleta
foi detectado As(lll) em todos os moluscos, sendo este considerado toxico e

carcinégeno para humanos.

De acordo com os resultados obtidos e mostrados nas Tabelas 7 e 8, as
concentracdes de As total nos extratos de moluscos obtidos por extracdo com
agua por MAE e determinadas por ICP OES estdo de acordo com o somatorio
das concentracbes das espécies de As determinadas por LC-ICP-MS, com

nivel de confianca de 95% (de acordo com o Teste t-Student).

Pode-se observar que a agua foi adequada para extrair as espécies de
As, assim como, o0 procedimento de extracdo por MAE, pois extraiu
guantitativamente as espécies de As, sem haver interconversdo entre as
espécies de As. Possivelmente, a presenca das espécies de As nos moluscos
analisados deve-se a bioacumulacdo em grandes quantidades relativamente e
a capacidade de bioacumulacdo e metilacdo de espécies inorganicas
provenientes da contaminacdo ambiental, pois as atividades de refino de

petrdleo, atividades industriais, trafego naval, defensivos agricolas, racdes
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utilizados na carcinicultura e os produtos quimicos utilizados para proteger as
embarcacdes de madeira sédo fontes potenciais de As. A diferenca de espécies
e concentracdo das mesmas nos moluscos pode estar relacionado com o nivel
de exposicdo destes moluscos ao As. De acordo com a ANVISA, a
concentracdo maxima de As em peixes e produtos de peixe para 0 consumo
humano é de 1 mg kg™. Entretanto, ndo ha legislacdo especifica no Brasil que
estabelece limites de As em moluscos bivalves para consumo humano, as
concentracdes de As total obtidas nos moluscos avaliados neste trabalho foram
comparados com o valor estabelecido pela ANVISA para peixes e produtos de
peixe e todos os valores (9 +1 a 99 + 9 pg g*) estéo aproximadamente de 10 a

100 vezes acima do valor maximo permitido para consumo humano.

Nas Tabelas 9 e 10 estdo mostradas as concentracdes obtidas para as
espécies de As por LC-CVG-ICP-MS em extratos de moluscos bivalves.

Tabela 9. ConcentracBes das espécies de As obtidas por LC-CVG-ICP-MS em moluscos
bivalves. Os resultados, em pg g™, representam & média e o desvio-padréo de

trés replicatas de cada amostra.

o Espécies de As (LC-CVG-ICP-MS) As total
§ Local de S Esoecies de A
=) spécies de As
= coleta As(I1l) DMA MMA As(V) P
(LC-CVG-CP-MS)
« o Acupe 2,03+£0,10 1,88 + 0,07 0,758 £ 0,003 0,316 = 0,007 49+0,1
T n
T «
(_85 3 llha de Maré 2,16 £0,03  1,75%0,05 <0,05 <0, 3,91 10,06
: 3
o &
5: < Tainheiros 2,69 £ 0,08 1,83 +0,08 <0,05 <01 45+0,1
o Muta 3,34 £ 0,06 0,906 = 0,002 0,297 £ 0,001 <0,1 4,54 + 0,06
c 0
2 g
(]
o 8 Salinas 2,98 £ 0,03 0,93 £0,03 0,83 £0,02 <0,1 4,75 0,05
5 g
< Suape 3,58 £0,02 0,501 + 0,005 0,214 + 0,004 <0,1 4,29 +0,02
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Tabela 10. Concentracfes das espécies de As obtidas por LC-CVG-ICP-MS em moluscos
bivalves. Os resultados, em pg g*, representam & média e o desvio-padrdo de

trés replicatas de cada amostra.

o Espécies de As (LC-CVG-ICP-MS) As total
§ Local de S Esnécios de A
3 spécies de As
S coleta As(lll) DMA MMA As(V) P
(LC-CVG-CP-MS)
9—; Bom Jesus 9,1+0,3 45+04 <0,04 0,81 £ 0,04 14,4 +£0,5
£ o
o 9
S =
s 2 Suape 2,1+0,1 0,68 £ 0,03 0,25 £0,02 0,19+£0,01 3,2+0,1
3
Bom Jesus 2,84 £0,05 0,62 £0,03 0,66 £ 0,01 <0,1 4,12 + 0,06
E 5
T € Muta 2,15 £0,03 1,07 £0,02 0,78 £ 0,07 <0,1 4,00 + 0,08
S >
5 8
‘sucs 5 Suape 1,09 £0,03 0,75 0,01 0,289 £ 0,007 <0,1 2,13 £0,03
= E
Tainheiros 1,86 + 0,02 0,93 +£0,01 0,75 +£0,03 <0,1 3,54 £0,04

De acordo com os resultados mostrados nas Tabelas 9 e 10, pode ser
observado que as espécies que formam hidretos volateis, tais como As(lll),
DMA e MMA foram quantificadas por LC-CVG-ICP-MS. A concentracdo de
As(V) abaixo do LOD, possivelmente devido as condicdes reacionais
empregadas. Cabe destacar, novamente, que as espécies desconhecidas,
porém quantificadas por LC-ICP-MS, ndo formam hidretos volateis e,
possivelmente, podem ser AsS ou AsC. Arsenoagucares e AsC estdo
presentes em algas e podem ser transferidos para os moluscos, pois estes se
alimentam de fitoplancton. Além disso, como a AsB, espécie predominante nos
moluscos bivalves nao forma hidreto volatil, o somatoério das espécies de As
obtidas por LC-CVG-ICP-MS ¢é inferior a obtida por LC-ICP-MS. Nas Tabelas
11 a 14 sao feitas as comparacdes dos valores de espécies de As com As total,
onde podemos concluir que as diferencas nas somatoérias das concentracdes
das espécies de As obtidas por LC-ICP-MS e LC-CVG-ICP-MS séo devidas as
espécies desconhecidas de As e AsB.
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Tabela 11. Concentracfes das espécies de As obtidas por LC-ICP-MS e LC-CVG-ICP-MS e As total por

ICP OES em moluscos bivalves. Os resultados, em pg g*, representam a média e o desvio-
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padrdo de trés replicatas de cada amostra.

X Espécies de As As total
o
[&]
3 Local de coleta MAE MW
§ LC-ICP-MS LC-CVG-ICP-MS [(LC) - (LC-CVG)]-ICP-MS Extracéo Digestéo
(ICP OES) (ICP OES)
© . Acupe 16,7 +0,6 49+0,1 11,5+0,6 16,4 +0,9 17,1+0,8
S 5
«
(_85 S Ilha de Maré 9,6 +0,4 3,91 £ 0,06 6,1+0,4 9,1+1,0 9,9+0,7
E 7
o ®©
C b
< ° Tainheiros 9,8+0,2 45+0,1 6,3+0,2 9,6 0,7 10,9+0,3
a Muta 17,4+0,9 4,54 + 0,06 13,1+0,9 16,8 +0,5 17,1+ 0,6
c 0
Z o
(]
o 8 Salinas 17,8+1,2 4,75+ 0,05 135+1,2 16,9 +0,7 16,8+ 0,5
57
2 o
< Suape 12,3+0,7 4,29 £ 0,02 8,6 £0,7 11,3+ 0,5 11,7+0,6
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ICP OES em moluscos bivalves Os resultados, em pg g, representam & média e o desvio-
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padréo de trés replicatas de cada amostra.

X Espécies de As As total
o
[&]
3 Local de coleta MAE MW
§ LC-ICP-MS LC-CVG-ICP-MS  [(LC) - (LC-CVG)J-ICP-MS Extracéo Digestéo
(ICP OES) (ICP OES)
3—; Bom Jesus 100+ 4 14,4+0,5 84 +4 99+9 100+2
£ o
o Q
g =
s 2 Suape 31,1+£0,7 3,2+0,1 27,6 £0,7 30,0+0,4 33+3
3
Bom Jesus 13,2+0,5 4,12 £ 0,06 9,7+0,5 12,7+ 0,2 12,9+0,2
E g
5 2 Muta 14,1 +0,8 4,00 £ 0,08 9,8+0,8 13,6 +0,9 145+ 0,6
S >
> 5
§ E Suape 12,2+0,3 2,13+£0,03 10,3+0,3 12,4 +0,6 11,9+ 0,3
£ E
Tainheiros 13,1+0,7 3,54 +£0,04 9,7+0,7 12,7+ 0,9 12,6 +0,3
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Tabela 13. Comparagédo dos resultados obtidos por LC-ICP-MS e a soma dos resultados de LC-CVG com os valores da

diferenca entre as duas técnicas e as concentracdes de As total (extratos e digeridos) por ICP OES em moluscos

bivalves. Os resultados, em ug g*, representam & média e o desvio-padr&o de trés replicatas de cada amostra.

X Espécies de As As total Teste estatistico
o
3 MAE MW
= Local de coleta B o (Teste t-Student)
§ LC-ICP-MS LC-CVG-ICP-MS + (LC)- LC-CVG -ICP-MS  Extracdo Digestéo )
Intervalo de confian¢a de 95%
(ICP OES) (ICP OES)
8— Bom Jesus 100+ 4 98 +4 99+9 100+2 p =0,9920
£ o
o Q
g =
s 2 Suape 31,1+0,7 30,8+0,7 30,0+0,4 33+3 p =0,5344
3
Bom Jesus 13,2+0,5 13,805 12,7£0,2 12,9%0,2 p=0,2672
E g
5 2 Muta 14,1+£0,8 13,9+0,8 136+0,9 145+0,6 p=0,8712
© >
> 8
§ E Suape 12,2+0,3 12,5+0,3 12,4+06 11,9+0,3 p=0,7273
£ E
Tainheiros 13,1+0,7 13,2+0,7 12,7¢0,9 12,6+0,3 p =0,8920
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Tabela 14. Comparacao estatistica dos resultados obtidos por LC-ICP-MS e a soma dos resultados de LC-CVG com os valores

da diferenca entre as duas técnicas e as concentracfes de As total (extratos e digeridos) por ICP OES em

moluscos bivalves. Resultados, em pg g*, representam a média e o desvio-padrdo de trés replicatas de cada

amostra.

X Espécies de As As total Teste estatistico
o
3 MAE MW
3 Local de coleta B o (Teste t-Student)
§ LC-ICP-MS  LC-CVG-ICP-MS + (LC)- LC-CVG -ICP-MS Extracdo Digestéo )
Intervalo de confianga de 95%
(ICPOES) (ICP OES)
o a Acupe 16,7 +£0,6 16,5+0,2 16,4+0,9 17,1+0,8 p =0,9999
T
T ©
§ S llha de Maré 9,604 10,0+0,4 9,1+1,0 9,9+0,7 p =0,7830
o =
E 0
o 8
g ° Tainheiros 9,8+0,2 10,80 +0,25 9,6 £0,7 10,9+0,3 p=0,1217
a Muta 17,4 +0,9 17,7 £0,9 16,8 +0,5 17,1 +0,6 p =0,8460
@ 0
Z
c
_GQJ) 8 Salinas 17,8+1,2 18,3+1,2 16,9+0,7 16,8 +0,5 p=0,6454
= =
2 3
< Suape 12,3+0,7 12,9+0,7 11,3+0,5 11,7+ 0,6 p =0,3597
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Conforme exposto nas Tabelas 11 a 14, apdés comparagdo dos
resultados obtidos por LC-ICP-MS e a soma dos resultados de LC-CVG com a
diferenca de LC-CVG e LC-ICP-MS, foi observado que os valores séo
concordantes estatisticamente (Teste t-Student, intervalo de confianca de 95%,
p < 0,05). Dessa forma, provavelmente as espécies que ndo formaram hidretos
sdo AsB e as espécies desconhecidas, uma vez que os valores obtidos para
estes por LC-ICP-MS sé&o aproximados aos valores obtidos da diferenca de LC
com LC-CVG-ICP-MS.

5.7. Caracteristicas analiticas da metodologia

Para avaliar as principais caracteristicas da metodologia aplicada as
amostras de moluscos bivalves para determinagcdo de espécies de As, alguns

parametros de meérito foram determinados para tal estudo.

As espécies de As foram separadas em 15 min para LC-ICP-MS e LC-
CVG-ICP-MS mostrando que a metodologia aplicada é relativamente rapida. A
curva de calibracdo foi preparada em agua, a partir da solucao referéncia de
DMA na concentracdo de 0,5 a 20 pg L™ e, também, foi feita outra curva a partir
de AsB na faixa de 20 a 400 pg L™ de As, devido a diferenca de concentracéo
de As(lll), DMA, MMA, p-ASA, As(V) e AsB presentes na amostra. O
coeficiente de correlacédo linear (R) das duas curvas de calibracao foi melhor do
que 0,999. A area do sinal cromatografico de ambas as espécies de As (DMA e
AsB) foram utilizadas para fazer as determinacdes das espécies de As por LC-
ICP-MS. Boa repetibilidade das curvas de calibracdo foi obtida ao decorrer de
10 dias, sendo o RSD inferior a 10%. O LOD e LOQ foram calculados a partir
do critério de 3o e 100, respectivamente, onde o ¢ corresponde ao desvio
padrao de 10 medi¢cdes consecutivas do branco e a precisdo foi calculada
considerando cinco inje¢Oes de 200 pL de solucéo referéncia a 2,5 ng de As.
Considerando uma massa de amostra de 200 mg, os valores obtidos de LOD e
LOQ em pg g (Tabela 15) s&o suficientemente baixos para a metodologia
avaliada (LC-ICP-MS e LC-CVG-ICP-MS). A exatiddo do método foi avaliada
pelos materiais de referéncia certificados (DORM-2, BCR 627 e NIST 1566b),
de acordo com os resultados obtidos na (Tabela 15) pode-se observar que néao
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ha diferenca significativa entre os valores certificados e os resultados obtidos a
um nivel de confianca de 95%.

Tabela 15. Caracteristicas analiticas obtidas da metodologia aplicada para LC-ICP-MS

e LC-CVG-ICP-MS na determinacdo de espécies de As em moluscos

bivalves.
ug g’

Espécies de As LOD? LOD® LOQ? LOQ"

As(III) 0,03 0,01 0,10 0,03

AsB 0,02 - 0,07 -

MMA 0,04 0,02 0,13 0,05

DMA 0,02 0,02 0,07 0,05

p-ASA 0,03 - 0,10 ----

As(V) 0,04 0,05 0,13 0,10
LC-ICP-MS.

®LC-CVG-ICP-MS.
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Tabela 16. Resultados obtidos para As total e espécies de As por LC-ICP-MS nos CRMs (ug g+ sd, n = 3).

As total
Espécies de As 5 cios do A MW
espécies de As
CRMs (LC-ICP-MS) P Extracio
(LC-ICP-MS)
(ICP OES)
AsB As(Ill) DMA MMA p-ASA As(V)
DORM-2 16,8+0,3 0,61+0,04 0,841 +0,003 < 0,04 < 0,03 < 0,04 18,25 + 0,93 18,75 + 0,66

Valor certificado 16,4 +1,1 - - - - -

BCR-627 3,80+0,11 0,29+0,04 0,147 +0,013 0,085 +0,005 <0,03 0,035+0,001 4,35+0,18 4,68 + 0,03
Valor certificado 3,90 £ 0,22 - 0,150 £ 0,020 - - - - -

NIST 1566b 5,40 £ 0,20 < 0,03 0,40 + 0,01 <0,04 <0,03 1,16+0,01 6,9+0/4 6,94 +0,2

Valor certificado - - - - - - - -

Embora, o SRM 1566b (Oyster tissue) ndo apresenta certificado para espécies de As, este foi avaliado pela semelhanca
com a matriz da amostra e porque varios autores utilizaram este SRM para avaliar a exatiddo da metodologia em amostras de

moluscos. Os resultados obtidos neste estudo foram concordantes com os mesmos,10:101-102.161
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De acordo, com os objetivos propostos, foram avaliados procedimentos
de preparo de amostra para espécies de As em moluscos bivalves (Macoma
constricta sp., Anomalocardia brasiliana sp., Iphigenia brasiliana sp. e
Trachycardium muricatum sp.) baseados no uso de extracdo assistida por
ultrassom (UAE) e micro-ondas (MAE) para posterior determinacéao por LC-ICP-
MS e LC-CVG-ICP-MS. Com base no procedimento de extracdo, foram
avaliados diferentes meios e concentracbes de extratores e verificou-se que a
agua é satisfatoria para extrair quantitativamente, sem perda ou interconversao,
as espécies de As presentes nas amostras. O método mais favoravel para este
meio extrator foi a MAE, pois foram obtidas recuperacdes satisfatorias entre 97
+ 3 a 101 + 5% para As total em materiais de referéncia certificado (DORM-2,
BCR-627 e NIST 1566b). O método de extracdo por MAE para determinacao de
espécies de As em CRMs e amostra tem como vantagem o rapido aguecimento
da mistura de amostra no solvente de extracdo, pouco volume de solvente e
reduzido tempo de extracdo. Além disso, varias amostras podem ser
processadas simultaneamente e a reprodutibilidade e recuperagdes das

espécies de As foram melhores em comparacao com o uso da UAE.

Para a determinacdo de espécies de As por LC-ICP-MS os parametros de
separacao cromatografica foram criteriosamente avaliados se obtendo o melhor
desempenho de separacédo com fosfato e carbonato de aménio em pH 6,0 e 9,0,
respectivamente, como fase mével. O modo de eluicdo por gradiente favoreceu
a separacdo das espécies de As. Foi observada a presenca de seis espécies de
As, sendo duas desconhecidas, tornando-se assim relevante a analise de
especiacdo de As em moluscos bivalves. Apds a deteccéo de espécies quimicas
de As desconhecidas por LC-ICP-MS, foi utilizada a LC-CVG-ICP-MS como
técnica complementar para obtencdo de mais informacdes sobre estas espécies
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de As. Para o estudo com o uso da LC-CVG-ICP-MS foram avaliados os
parametros necessarios para a formacéo de hidretos volateis. Com esta técnica
foram obtidos melhores LODs e possibilitou afirmar a presenca de espécies de
As que ndo formam hidretos volateis, como a AsB, e pressupde-se que as duas

espécies desconhecidas podem ser AsS ou AsC.

A espécie predominante nas amostras em estudo foi a AsB, espécie com
baixa toxicidade a humanos. No entanto, as legislagdes somente preconizam o
teor total de As e o interesse em avaliar as provaveis espécies toxicas presentes
nestas amostras ainda € restrito. Cabe destacar, que a AsB pode ser
transformada em DMA e TMAs, sendo estas espécies eliminadas facilmente do
organismo humano, mas dependendo da quantidade e tempo de exposi¢cdo das

mesmas pode acarretar em graves problemas de saude.

No Brasil, ndo ha legislacdo especifica para limites de As em moluscos
bivalves para consumo humano, no entanto as concentracées de As total
determinadas nos moluscos avaliados neste trabalho foram comparadas com o
valor estabelecido pela ANVISA para peixes e produtos de peixe e todos os
valores (9 + 1 a 99 + 9 ug g*) para As total estdo acima em aproximadamente

de 10 a 100 vezes ao valor maximo permitido para consumo humano.

Portanto, pode-se concluir que a metodologia desenvolvida foi adequada
para quantificar todas as espécies de As detectadas nos moluscos estudados,
porém néo foi possivel identificar duas das espécies de As detectadas. Para tal,
seriam necessarios outros compostos de As ou 0 uso de outras técnicas, como
a espectrometria de massa molecular. Dessa forma, a presenca das diversas
espécies de As detectadas mostra que a analise de especiagdo em organismos
marinhos continua sendo uma tarefa desafiadora e que exige mais trabalho,
principalmente nas etapas de preparo da amostra e identificacdo, uma vez que a
presenca de novas espécies, desperta o interesse no conhecimento do ciclo
biolégico e toxicidade das mesmas no organismo humano, assim como a
capacidade de acumulo do As inorganico da agua do mar e a conversao em

compostos organicos.
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