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electrospray mass spectrometry 

FI, injeção em fluxo, do inglês flow injection  

GC-MS, espectrometria de massa acoplada à cromatografia a gás, do inglês gas 

chromatography-mass spectrometry  

HG AFS, espectrometria de fluorescência atômica com geração de hidretos, do 

inglês hydride generation-atomic fluorescence spectrometry 

HPLC, cromatografia a líquido de alta eficiência, do inglês high performance 

liquid chromatography  

HPLC-CVG-AAS, cromatografia a líquido de alta eficiência com geração química 

de vapor acoplado a espectrometria de absorção atômica, do inglês high 

performance  liquid chromatography-chemical vapor generation-atomic 

absorption spectrometry  

HPLC-CVG-AFS, cromatografia a líquido de alta eficiência acoplada à 

espectrometria de fluorescência atômica com geração química de vapor, do 
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inglês high-performance liquid chromatography-chemical vapor generation-

atomic fluorescence spectrometry  

HPLC-UV-CVG-AFS, cromatografia a líquido de alta eficiência com ultravioleta 

acoplada a espectrometria de fluorescência atômica com geração química de 

vapor, do inglês high-performance liquid chromatography-ultraviolet-chemical 

vapor generation-atomic absorption spectrometry  

IUPAC, União Internacional de Química Pura e Aplicada do inglês international 

union of pure and applied chemistry 

LC-ES-MS, cromatografia a líquido acoplada a espectrometria de massa com 

ionização por electrospray, do inglês liquid chromatography-electrospray mass 

spectrometry 

m/z, razão massa/carga 

MS, espectrometria de massa, do inglês mass spectrometry  

PLE, extração com líquido pressurizado, do inglês pressurized liquid extraction 

RF, radiofrequência, do inglês radiofrequency  

rpm, rotações por minuto  

SFC, cromatografia com fluido supercrítico, do inglês supercritical fluid 

chromatography 

SPE, extração em fase sólida, do inglês solid-phase extraction 

SPME, microextração em fase sólida, do inglês solid-phase microextraction  

USEH, ultrassom com hidrólise enzimática assistida, do inglês ultrasound-

assisted enzymatic hydrolysis 
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RESUMO 

Neste trabalho foi avaliado o preparo da amostra e o uso da cromatografia a líquido 

acoplada à espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (LC-ICP-MS) e 

LC acoplado ao sistema de geração química de vapor (CVG) e ICP-MS para a identificação 

e quantificação das espécies de As presentes em tecidos de moluscos bivalves. Condições 

relacionadas à extração das espécies de As foram avaliadas com o emprego de extração 

assistida por micro-ondas (MAE) e ultrassom (UAE). A influência dos principais parâmetros 

envolvidos na extração das espécies de As, como o tipo e concentração da solução 

extratora, massa de amostra, temperatura e o tempo de extração por MAE e o tempo de 

sonicação por US foram avaliados. Extração de As foi possível usando água a 80 °C (0,2 g 

de amostra e 6 mL de água) durante 6 min com MAE. Para a separação cromatográfica 

foram avaliados o tipo de fase móvel [(NH4)2CO3 e (NH4)2HPO4], a concentração (1 a 20 

mmol L-1), o pH (5,0 a 9,0), a vazão (1,05 a 1,45 mL min-1) e o modo de eluição (isocrático e 

gradiente). O volume de amostra injetada no cromatógrafo foi fixado em 200 µL. Para a 

separação das espécies de As foi utilizada uma coluna de troca aniônica (Hamilton PRP-

X100, 250 x 4,1 mm). Foram detectadas seis espécies de As nos moluscos, sendo 

identificadas somente a arsenobetaína (AsB), o As(III), o dimetilarsênio (DMA) e o ácido ρ-

arsanílico (ρ-ASA). A melhor separação das espécies de As foi obtida por eluição gradiente 

utilizando as seguintes condições: 0 a 1,4 min empregando 6 mmol L-1 de (NH4)2HPO4, 1,4 a 

2,7 min empregando 20 mmol L-1 de (NH4)2CO3 e 2,7 a 15 min utilizando 6 mmol L-1 de 

(NH4)2HPO4. A vazão da fase móvel foi fixada em 1,25 mL min-1. Os parâmetros de CVG 

avaliados foram a concentração de NaBH4 e HCl e a vazão do gás de arraste, as quais 

foram fixadas em 1,0 % (m/v), 1,0 mol L-1 e 1,15 L min-1, respectivamente. Os procedimentos 

de extração e determinação de As total foram avaliados utilizando os materiais de referência 

certificados BCR 627 (Tuna Fish Tissue), DORM-2 (Dogfish Muscle) e NIST 1566b (Oyster 

tissue). A concordância entre os resultados obtidos foi de 95 ± 3 a 101 ± 5%, 

respectivamente. Os valores entre a soma das concentrações 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 nível de confiança de 95% (Teste t-Student). Desta 

forma, o método desenvolvido empregando LC-ICP-MS e LC-CVG-ICP-MS foi considerado 

adequado para determinação 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 °C (0.2 g sample and 6 mL of w ater) for 6 min using MAE. For the 

chromatographic separation the type of mobile phase [(NH4)2CO3 and (NH4)2HPO4] 

concentration (1 to 20 mmol L-1), pH (5.0 to 9.0), flow rate (1.05 to 1.45 mL min-1) and elution 

mode (isocratic and gradient) were evaluated. The volume of sample injected into the 

chromatograph was fixed to 200 µL. 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(III), dimethylarsenic acid (DMA) and ρ-

arsanilic acid (ρ-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-1 (NH4)2HPO4 to 

1.4 to 2.7 min using 20 mmol L-1 (NH4)2CO3 and 2.7 to 15 min using 6 mmol L-1 (NH4)2HPO4). 

The mobile phase flow rate was set at 1.25 mL min-1. CVG parameters were evaluated and 

the concentrations of NaBH4 and HCl, and carrier gas flow rate were set to 1.0% (m/v) 1.0 

mol L-1 and 1.15 L min-1, 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. 
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1   INTRODUÇÃO 

 

A baía de Todos os Santos (BTS), na Bahia, tem uma das mais importantes 

comunidades pesqueiras do Brasil, devido a uma imensa área de manguezais com 

enorme potencial para o cultivo de moluscos bivalves.1 Os moluscos são capturados 

para o sustento próprio e complementação de renda das populações de 

marisqueiros.2 Moluscos bivalves são considerados bioindicadores, pois apresentam 

a capacidade de filtrar em torno de 10 L h-1 de água, acumulando com isso 

pequenas partículas e micro-organismos no seu organismo.3 Dessa forma, estes 

organismos podem ser utilizados diretamente no biomonitoramento dos impactos 

ambientais e na avaliação dos riscos para a saúde humana. Os moluscos bivalves 

mais estudados, considerando aspectos de toxicidade e contaminação, são 

mexilhões e ostras, uma vez que estes são muito utilizados para consumo humano, 

geralmente, in natura e representam uma fonte importante de nutrientes (minerais 

essenciais) e de baixo custo.4 No entanto, não há regulamentação pelos órgãos 

ambientais em relação a sua captura e nem mesmo legislação para avaliação dos 

mesmos quanto à presença de contaminantes. Neste contexto, moluscos bivalves 

são associados a casos de intoxicação alimentar, provavelmente pelo aumento de 

contaminação ambiental, quanto às atividades industriais e centros urbanos nas 

margens da BTS.5 Com o aumento das pesquisas sobre os efeitos de contaminantes 

em ecossistemas aquáticos, muitos estudos apontam a utilidade de moluscos 

bivalves para estudos de biomonitoramento de As orgânico e inorgânico, uma vez 

que apresentam mobilidade reduzida e refletem condições específicas do lugar.6 

Informações sobre espécies de As são importantes para avaliar implicações 

toxicológicas, bem como para elucidar o ciclo biogeoquímico deste elemento no 

ambiente marinho.7 Além disso, moluscos bioacumulam As inorgânico (mais tóxico) 

e o transformam em compostos metilados tóxicos (como o monometilarsênio, MMA) 

ou não tóxicos (como a arsenobetaína, AsB). Contudo, a quantificação do As total 

em organismos marinhos tem sido rotineiramente realizada, mas os seus efeitos 

tóxicos e biológicos não podem somente ser determinados pela informação do As 
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total, pois estes efeitos dependem das formas químicas do As.8 Assim, a especiação 

química elementar (a quantificação de diferentes formas químicas de um elemento) 

é de grande importância, uma vez que as espécies de um elemento diferem 

principalmente no estado de oxidação, das formas inorgânicas e/ou orgânicas.9 A 

espécie de As predominante em bivalves é a AsB e seus níveis de concentração 

geralmente são de 1 a 100 mg kg-1. Porém, além desta espécie, monometilarsênio 

(MMA), dimetilarsênio (DMA) e tetrametilarsênio (TMA) têm sido relatados, mas em 

menor concentração.2  

Uma etapa crucial na análise de especiação química é o preparo da 

amostra. Embora tenham sido propostos vários métodos de preparo de amostra 

para a determinação de espécies de As, a etapa de extração ainda requer 

desenvolvimento de métodos direcionados para a redução de volumes de solvente, 

tempo de extração e aumento da eficiência de extração, sem interconverter as 

espécies químicas.10 Em tecidos biológicos, a princípio, deve ser desenvolvida 

metodologia de extração para cada matriz em estudo, uma vez que a matriz da 

amostra tem características específicas, e pode influenciar no processo de 

extração.11 O uso da extração assistida por micro-ondas (MAE) e ultrassom (UAE) 

para o preparo de amostras para análise de especiação tem sido avaliado para 

diferentes matrizes biológicas.12 O uso da MAE e UAE tem por finalidade acelerar o 

processo de extração sem perdas ou conversão das espécies de As, o que depende 

do tempo de irradiação, temperatura e características da amostra e dos meios 

extratores usados. No entanto, a MAE tem sido a técnica mais utilizada para 

extração de espécies químicas em amostras biológicas.13  

Vários métodos de especiação de As têm sido relatados na literatura, 

destacando-se uma crescente preocupação no desenvolvimento de novos métodos 

analíticos em virtude do número expressivo de espécies de As ainda não 

identificadas, uma vez que muitos organismos marinhos são capazes de acumular 

As e biotransformá-lo em espécies orgânicas.10 A maioria dos métodos empregados 

combina a cromatografia a líquido acoplada com à espectrometria de massa com 

plasma indutivamente acoplado (LC-ICP-MS).13 A escolha do método de separação 

adequado depende, principalmente, de propriedades físico-químicas, como 

volatilidade, carga e polaridade das diferentes espécies, sendo que às vezes faz-se 

necessária a utilização de dois ou mais métodos de separação.14 A escolha de uma 



    

 

3 

 

Introdução 

técnica adequada de detecção dependerá, principalmente, da concentração das 

espécies presentes na amostra e da seletividade. Dentre as técnicas descritas na 

literatura, a LC hifenada à espectrometria de massa com plasma indutivamente 

acoplado é uma das mais utilizadas para análise de especiação de As porque a 

detecção por ICP-MS proporciona alta especificidade⁄seletividade e baixos limites de 

detecção (LOD). Adicionalmente, a geração química de vapor (CVG) pode ser usada 

com a LC-ICP-MS, aumentando significativamente os limites de detecção.15 

No entanto, o desenvolvimento de metodologias para a análise de especiação 

de As ainda apresenta dificuldades, tais como (i) a integridade das espécies de As 

deve ser mantida durante o preparo da amostra, extração e armazenamento, (ii) 

existem poucos materiais de referência certificados (CRM) disponíveis para as 

diversas espécies de As e (iii) não há um método satisfatório para extrair todas as 

espécies de As em organismos marinhos. Embora diversos procedimentos tenham 

sido propostos para especiação de As em amostras biológicas, 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 compreensão da biodisponibilidade, 

potencial de toxicidade de As ao organismo humano e dos impactos ambientais. 
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2   REVISÃO DA LITERATURA 

 

A revisão da literatura está subdividida em três itens, 

sendo tratados os seguintes assuntos: (i) As na água do mar, 

toxicidade de espécies de As, moluscos bivalves como 

bioindicadores e na baía de Todos os Santos; (ii) análise de 

especiação de As em organismos marinhos; e (iii) breve 

discussão de técnicas para análise de especiação de As em 

organismos marinhos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

5 

 

Revisão da Literatura 

 

2.1 Arsênio na água do mar 

Arsênio é um metalóide com ampla distribuição no ambiente, sendo 

encontrado sob diferentes formas químicas, cada uma com características 

toxicológicas próprias.16 A exposição humana ao As pode ocorrer de forma 

ocupacional ou ambiental. A exposição ocupacional ocorre na produção e/ou 

transformação de muitos produtos, como, por exemplo, em fundições de metais 

não-ferrosos, na produção de vidro artístico, no uso do carvão mineral, na 

fabricação de semicondutores, na produção e uso de agrotóxicos e 

conservantes de madeira. A exposição ambiental se dá a partir de várias 

fontes, tais como alimentos, água, ar e solo, sendo que os alimentos de origem 

marinha são a principal fonte de As nos seres humanos.6 De acordo com a U.S. 

Food and Drug Administration (USA - FDA), os peixes e outros organismos 

marinhos representam 90% do total de exposição do ser humano ao As.17 No 

ambiente, o As pode causar danos aos seres vivos, uma vez que existem 

vários estados de oxidação de As, sendo os mais comuns, As(V) (arsenato), 

As(III) (arsenito) e As(0) e, com diferentes características toxicológicas.7,18-19 

Na Tabela 1 estão mostradas as abreviaturas, nomes e estruturas químicas de 

espécies de As de maior relevância biológica e ambiental.  

 

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

biológicos. 

Nome Abreviatura Fórmula química 

Arsenito As(III) As(OH)3 

Arsenato As(V) AsO(OH)3 

Ácido monometilarsônico MMA(V) CH3AsO(OH)2 

Ácido monometilarsonoso MMA(III) CH3As(OH)2 

Ácido dimetilarsênico DMA(V) (CH3)2AsO(OH) 

Ácido dimetilarsenoso DMA(III) (CH3)AsOH 

Trimetilarsina TMAO (CH3)AsO 

Arsenobetaína AsB (CH3)3As+CH2COO- 

Arsenocolina AsC (CH3)3As+CH2CH2OH 

Ácido ρ-arsanílico ρ-ASA C6H8AsNO3 
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Além de As(III), As(V) e os seus derivados metilados, também há os 

compostos biotransformados (AsB, AsC e arseoaçúcares, AsS) por organismos 

marinhos. Na água do mar, geralmente, o As está representado na forma de 

arsenato [H2AsO]- e está presente em concentrações da ordem de 1 µg L-1.8,20 

A presença de As é mais constante em águas profundas, enquanto que os 

níveis em águas superficiais mostram uma variação sazonal.16 A atividade 

biológica de micro-organismos podem reduzir o As(V) para As(III). Estas 

formas inorgânicas são transformadas em metiladas por micro-organismos e 

excretadas através de um mecanismo de desintoxicação ou bioacumuladas 

nos tecidos dos organismos marinhos. As duas principais espécies 

organoarsênicas, que podem ocasionalmente ser encontradas na água do mar 

como resultado da biotransformação no plâncton e/ou interações bacterianas 

são o dimetilarsinato [DMA(III)] ou monometilarsonato [MMA(V)].21-22 Além de 

DMA e MMA, as principais espécies metiladas organoarsênicas encontradas 

em tecidos de organismos marinhos incluem o TMAO, tetrametilarsônio 

(TETRA), AsB, AsC e os compostos moleculares grandes, chamados 

coletivamente de arseno-carboidratos ou AsS. O sedimento pode conter 

elevadas concentrações de As, mas o As ligado ao sedimento geralmente é 

considerado “não disponível" para os organismos marinhos e está presente, 

principalmente, nas formas de TMAO e AsC.23  

A química do As nos compartimentos ambientais, principalmente na 

água, sedimento e solo, é complexa, em virtude das grandes diferenças entre 

as propriedades dos seus compostos de origem natural ou antropogênica. O 

aspecto bioquímico mais observado no meio ambiente é a metilação.6 Mesmo 

que compostos metilados de As não sejam usados na agricultura, o As 

inorgânico pode ser convertido em formas metiladas no meio ambiente, que 

são liberadas no meio aquoso, tornando-se disponível para aumentar os níveis 

de As na cadeia alimentar. Como a biodisponibilidade e os efeitos 

fisiológicos/toxicológicos do As dependem de sua forma química, a especiação 

e suas transformações no meio ambiente tornam-se muito importantes, 

necessitando de métodos adequados para a separação e determinação das 

espécies de As.23-25 
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2.1.1 Arsênio em organismos marinhos comestíveis 

Arsênio presente na água pode ser facilmente bioacumulado em algas, 

peixes e moluscos por diferentes vias tróficas e, consequentemente, na cadeia 

alimentar humana.26 O risco de contaminação dos humanos pela cadeia 

alimentar recebeu recentemente a atenção do público em virtude do perigo 

potencial para a saúde humana.7 O homem pode ser exposto à diversas fontes 

(como alimentos, água e ar), mas a exposição através da ingestão de peixes e 

organismos marinhos é uma das mais significativas.27 Geralmente, os 

compostos orgânicos de As são considerados menos tóxicos que as espécies 

inorgânicas de As, dos quais os trivalentes são as formas mais tóxicas. Assim, 

a especiação de As é muito importante em alimentos provenientes de 

organismos marinhos.28 

O ciclo biogeoquímico marinho do As é bastante complexo e apresenta 

importantes implicações na toxicidade para organismos marinhos e seus 

consumidores, incluindo humanos.29 As formas químicas de As em tecidos de 

espécies marinhas podem refletir na posição trófica, na capacidade inerente de 

biotransformação, e outras peculiaridades específicas das espécies de As e 

seu metabolismo.29-33 

A flora e fauna marinhas contêm uma grande quantidade de compostos 

de nitrogênio e fósforo, sendo que este pode ser substituído por outros 

elementos do seu grupo devido às semelhanças químicas, principalmente, As 

nas rotas metabólicas dos organismos vivos.29 Tais compostos incluem a AsB, 

AsC e AsS presentes nas algas.27 Na água do mar em condições normais (pH 

próximo de 8,1) o As está presente como arsenato, ou, mais precisamente, 

como o oxo-ânion desprotonado [H2AsO]- (pKa = 6,8). No entanto, na água do 

mar o principal nutriente é o fosfato que também existe como o oxo-ânion 

desprotonado [H2PO4]
- (pKa = 7,2) neste pH.34 As algas marinhas têm sistemas 

de transporte através das membranas celulares para absorver o fosfato da 

água do mar, mas esses sistemas não são suficientemente seletivos para 

discriminar as espécies estruturalmente semelhantes ao fosfato, como é o caso 

do arsenato.35 Assim, facilita o acesso do As às células dos organismos 



 

 

8 

 

Revisão da Literatura 

marinhos, podendo causar interferências nos processos metabólicos que 

necessitam da participação do fósforo, a exemplo a fosforilação oxidativa, 

resultando em efeitos tóxicos.36  

Organismos marinhos acumulam quantidades substanciais de As e de 

modo mais eficiente que os organismos terrestres.37-39 Algas marinhas 

absorvem arsenatos (forma predominante de As na água do mar), e o 

transformam em diferentes ribosídeos e AsB via MMA e DMA. A AsB é um 

composto orgânico de As formado pela desintoxicação do arsenato fitotóxico.40-

44 No entanto, a AsB é muito pouco tóxica para humanos, sendo a principal 

espécie química de As encontrado nos organismos marinhos.33 Já, no 

organismo humano, a AsB é biodisponível, sendo absorvido a partir do intestino 

e, após é excretada na urina com pouca ou nenhuma biometilação.45 

 

2.1.2 Toxicidade do As 

O nível de toxicidade de As depende, em parte, do nível de 

exposição.46 No Brasil, a concentração máxima de As em peixes e produtos 

de peixe têm sido regulamentada desde 1965 pelo decreto 55.871-65, 

publicado em 27/3/1965 pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA).47 O limite máximo de As estabelecido por este decreto foi de 1 

mg kg-1, no entanto, para o USA-FDA (1993)48 e para a World Health 

Organization (WHO), o valor preconizado de ingestão semanal máxima 

tolerável de As é de 0,015 mg kg-1 por peso corpóreo.20,49  

De acordo, com a Agency for Research on Cancer (IARC, USA, 

1987), o As é considerado carcinogênico humano, podendo causar lesões 

na pele, câncer de cérebro, fígado, rins e estômago. Além disso, o mesmo 

pode atravessar a barreira hematoencefálica produzindo má formação 

humana e até morte fetal.50 Os compostos solúveis de As inorgânico, depois 

de absorvidos, são distribuídos para praticamente todos os órgãos e tecidos 

do corpo.51 Estudos realizados em autópsias de pessoas sujeitas à 

exposição não-ocupacional, mas que tenham ingerido alimentos 

contaminados ou água contaminada por As, mostraram que existe uma 

tendência a altas concentrações em tecidos de queratina, como cabelo e 
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unhas e pouca deposição e acúmulo em vísceras.52 A hierarquia de 

depósito de As nos órgãos pode ser definida na seguinte ordem: fígado > 

rins > músculos > coração > baço > pâncreas > pulmões > cérebro 

(cerebelo-tecido encefálico) > pele > sangue.53 A LD50 oral (a dose letal 

para 50% de uma população) para As inorgânico é de 15 a 293 mg kg-1 (As) 

e 11 a 150 mg kg-1 (As) de peso corpóreo em ratos e outros animais de 

laboratório, respectivamente. A exposição ao trióxido de As por ingestão de 

70 a 80 mg tem sido reportado como dose letal para humanos. A ordem de 

toxicidade dos compostos de As é As(III) > As(V) > DMA > MMA > As(0) > 

AsB. A LD50 para humanos do As(III) se situa em 35 mg kg-1 e a do As(V) 

em 41 mg kg-1. O DMA e o MMA, muito menos tóxicos do que o As(III) e 

As(V), tem LD50 de 1200 mg kg-1 e 1800 mg kg-1, respectivamente.54 No 

entanto, a AsB apresenta uma toxicidade muito mais baixa e sua LD50 não 

pode ser determinada com exatidão, embora tenha sido estimada superior a 

10000 mg kg-1. Recentes estudos demonstraram que MMA(III) e DMA(III) 

são mais genotóxicos entre as espécies orgânicas de As. No ambiente 

aquático, As inorgânico está predominantemente presente como As(III) e 

As(V), os quais são interconvertidos através de reações redox e 

metilações.55-56 Bioquimicamente, o As atua coagulando proteínas, 

formando complexos com coenzimas e inibindo a produção de adenosina 

trifosfato em processos metabólicos que envolvam utilização de energia.57 

Uma vez inserido na célula, o As(III) liga-se a grupos sulfidrilas das 

proteínas e enzimas, enquanto o arsenato compete e interfere nas reações 

de fosforilação.58-59 No entanto, como os organismos marinhos estão 

expostos ao As, muitos desenvolvem mecanismos para biotransformação 

de As em formas menos tóxicas, as quais são posteriormente excretadas.60-

64 Além disso, os compostos de As não são uniformemente distribuídos nos 

diferentes tecidos e órgãos de animais marinhos.65-68 Nos peixes, por 

exemplo, compostos inorgânicos de As e DMA foram encontrados quase 

exclusivamente no estômago, intestino, fígado, coração e guelras, enquanto 

que o As presente nos músculos, está quase todo sob a forma de AsB.69-70 

Diferenças na distribuição de espécies de As em tecidos de músculo e 

órgãos foram documentadas numa variedade de peixes, crustáceos e 

gastrópodes carnívoros.71-73 
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2.2 Moluscos bivalves como bioindicadores 

 

Moluscos bivalves são organismos invertebrados aquáticos que 

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

mantêm unidas devido à presença dos músculos adutores74-76 conforme 

mostrado na Figura 1.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 . Moluscos bivalves (adaptado de Amaral et al.).75 

 

Nos moluscos bivalves não é possível distinguir a cabeça e o seu 

corpo, que é constituído principalmente por um pé e um conjunto de 

lâminas branquiais, podendo ter ou não a presença de sifões.75   

A classe bivalve, também conhecida como Pelecypoda, inclui formas 

muito populares como mexilhões, mariscos e ostras. Os moluscos bivalves 

alimentam-se de fitoplâncton, bactérias e partículas de matéria orgânica, 

que obtêm através da filtração de grandes volumes de água pelo 

movimento ciliar de células das brânquias para obter nutrientes e oxigênio. 

Além disso, os bivalves são considerados “filtradores” e denominados 

bioindicadores em virtude da sua resposta a um contaminante ambiental.77-

79 Desta forma, metais pesados, toxinas e outras substâncias nocivas aos 

seres vivos ficam incorporadas nos tecidos destes moluscos, tornando-se 

bons indicadores biológicos, sendo importantes aliados no monitoramento e 

controle da qualidade da água dos oceanos e outros mananciais hídricos 

em que estejam presentes.80-83 

Músculos adutores 

Valva 

Pé 
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Com o aumento das necessidades de pesquisa sobre os efeitos de 

contaminantes em ecossistemas aquáticos, muitos estudos apontam a 

utilidade de bivalves para estudos de biomonitoramento de contaminantes 

de As orgânico e inorgânico, uma vez que apresentam mobilidade reduzida, 

refletem condições específicas do lugar, além de serem naturalmente 

adaptados a ambientes dinâmicos, como os costões e os estuários.84-86 

Dessa forma, o conhecimento das espécies de As presentes em moluscos 

bivalves é fundamental para a compreensão da biodisponibilidade, potencial 

de toxicidade e como indicador de contaminação ambiental. 

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

A baía de Todos os Santos (BTS) tem 1233 km2 e 184 km de costa. 

As águas da BTS banham 13 municípios da região metropolitana de 

Salvador/Bahia e do Recôncavo Baiano são eles: Salvador, Madre de Deus, 

Candeias, São Francisco do Conde, Santo Amaro, Saubara, Cachoeira, São 

Félix, Maragogipe, Salinas da Margarida, Itaparica, Vera Cruz, Simões 

Filho, Jaguaripe.1 

O Recôncavo Baiano, denominação dada ao conjunto de municípios 

em torno da BTS, é uma das regiões onde comunidades de pescadores 

artesanais estão concentradas, pois nesta baía existe um grande número 

de estuários, originando um complexo de manguezais de enorme potencial 

para o cultivo de organismos aquáticos. Esta atividade serve para o 

sustento das populações de pescadores e marisqueiros que vivem nas 

comunidades pesqueiras. Nas margens dos rios e do mar existe uma vasta 

área de floresta de manguezal, correspondendo a 21.230 hectares, 

segundo dados do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos 

Naturais (IBAMA). Esta área apresenta variadas espécies de crustáceos, 

moluscos e bivalves, que possibilitam o desenvolvimento da culinária típica 

da região.5 Na Figura 2 está mostrado o mapa da BTS.  



 

 

12 

 

Revisão da Literatura 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 . Mapa da baía de Todos os Santos (adaptado de Hatje et al.)1 

 

Segundo, dados do Ministério da Pesca e Aquicultura, cujo último 

levantamento da produção pesqueira nacional foi feito em 2008 e 2009, 

atualmente cerca de 60% da pesca no país tem caráter artesanal, 

produzindo mais de 500 mil toneladas de pescado por ano e garantindo 

renda para mais de 600 mil pescadores.1 

Inserida na região mais industrializada e povoada da Bahia, a BTS 

recebe grande volume de dejetos residenciais e industriais da região 

metropolitana de Salvador. Os despejos industriais são provenientes, 

principalmente, do centro industrial de Aratu, das indústrias na bacia do rio 

Subaé, do complexo petroquímico de Camaçari e das unidades da 

Petrobrás, como a Refinaria Landulpho Alves. Uma série de impactos de 

contaminação, tais como vazamentos de óleo ou efluentes, despejos 

químicos, esgotamento sanitário e carcinicultura (atividade que visa a 
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criação racional de camarões em cativeiro) são observadas. Concentrações 

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 estão 

relacionados com a saúde do ambiente, a biota, a paisagem submarina, as 

atividades recreacionais, o comércio e, com isso, podem acarretar perdas 

sociais, ambientais, culturais e econômicas para o Estado.1 

No litoral brasileiro, diversas espécies de moluscos bivalves de 

regiões estuarinas são exploradas de forma bastante rudimentar pelas 

comunidades tradicionais, sem utilizar medidas de manejo que garantam 

um uso sustentável dos recursos.2 Dentre essas espécies, existem aquelas 

associadas às estruturas aéreas da vegetação do mangue e espécies que 

habitam os sedimentos de planícies de maré adjacentes a manguezais,87 

tais como Anomalocardia brasiliana sp., Iphigenia brasiliana sp., Macoma 

constricta sp. e Trachycardium muricatum sp., as quais estão mostradas na 

Figura 3. Cabe ressaltar, que cada espécie pode acumular concentrações 

diferentes de contaminantes.2   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 . (a) Macoma constricta sp. (b) Anomalocardia brasiliana sp.(c) Iphigenia 

brasiliana sp.(d) Trachycardium muricatum sp. (adaptado de Amaral et 

al.).75 
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2.3 Análise de especiação 

O consumo, acúmulo, armazenamento, transporte e interação de 

diferentes metais e metalóides na natureza são fortemente influenciados 

pela sua forma química específica. Assim, a caracterização completa de um 

elemento num sistema bioquímico requer a elucidação de propriedades, 

como o seu estado de oxidação e associação e organocompostos 

orgânicos.9 Tendo em vista estes pontos, há um crescente interesse de 

elucidar as diferentes formas químicas dos elementos presentes em 

sistemas biológicos, ambientais etc.  

Para normatizar os termos, a União Internacional de Química Pura e 

Aplicada (IUPAC) estabeleceu uma série de termos, entre eles a análise de 

especiação química, que foi definida como a “atividade analítica de 

identificação e/ou medida da quantidade de uma ou mais espécies químicas 

individuais em uma amostra”.9 

As aplicações atuais de análise de especiação produzem 

informações relevantes nas áreas de química dos alimentos, química 

ambiental, saúde e higiene e geologia.31,33,41 Especiação é, além disso, uma 

importante ferramenta na investigação da toxicidade e da disponibilidade 

dos elementos, onde a informação da concentração total de elementos 

pode ser insuficiente. 

Em função de diferentes estudos realizados nas últimas décadas 

sobre toxicidade, biodisponibilidade e ciclos biogeoquímicos dos elementos, 

a IUPAC delineou algumas definições9, entre as quais se podem destacar: 

i.  Espécies químicas: forma específica de um elemento quanto à 

composição isotópica, o estado de oxidação ou eletrônico e/ou 

estrutura molecular ou complexo. 

ii. Análise de especiação: atividade analítica de identificação e/ou 

medição da concentração de uma ou mais espécies químicas numa 

amostra. 
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iii. Especiação de um elemento: distribuição das espécies químicas de um 

elemento num sistema. 

iv. Fracionamento: processo de classificação de um elemento ou grupo de 

elementos a partir de uma determinada amostra de acordo com as 

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

(por exemplo, a reatividade de ligação). 

 

As investigações bioquímicas e toxicológicas têm mostrado que, para os 

organismos vivos em geral, é muito importante conhecer a forma química de 

um elemento específico, ou o estado de oxidação em que a espécie química é 

introduzida no ambiente ou organismo.88-89 Tal entendimento requer 

informações sobre a espécie e sua concentração. A análise de especiação bem 

sucedida depende de dois fatores: a seletividade e a sensibilidade. O avanço 

em relação a estas duas questões foi obtido pelo acoplamento de técnicas de 

separação, principalmente as cromatográficas e eletroforéticas, com um 

detector seletivo. Entre as técnicas (detectores) mais utilizadas no acoplamento 

com as técnicas de separação estão a AAS, ICP-MS e a ICP OES. Quando a 

técnica é mais sensível, ICP-MS é utilizada como sistema de detecção em 

técnicas cromatográficas e o LOD obtido está na faixa de nanograma (ng) à 

picograma (pg).90 A evolução e vantagens (principalmente um elevado grau de 

automatização, uma boa reprodutibilidade e uma análise rápida) das técnicas 

combinadas tornaram-á como o método de escolha.91 

Até há pouco tempo, a determinação da concentração total de alguns 

elementos foi considerada suficiente para as considerações ambientais e 

toxicológicas. Embora a concentração total de elementos seja útil em 

muitas áreas, o conhecimento da especiação é de importância primordial, 

porque a toxicidade, a mobilidade, a biodisponibilidade e a bioacumulação 

dependem das espécies químicas.92 Além disso, os estudos de especiação 

são de enorme interesse na identificação de espécies químicas que têm 

efeitos adversos sobre os organismos vivos. A interação destas espécies 

com a biota é altamente dependente das suas formas químicas, sendo o 

impacto fortemente relacionado com o seu estado de oxidação e/ou a 

estrutura orgânica ou inorgânica.93 
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2.3.1 Análise de especiação 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 

inorgânico a partir da água do mar e convertê-lo em compostos orgânicos de 

As.94 Diferentes técnicas de separação e determinação de espécies de As, 

como a LC e MS, respectivamente, tem sido utilizado para caracterizar os 

compostos de As, e também para avaliar as possíveis vias de biotransformação 

do As.95  

Assim como avaliações são feitas quanto ao risco da concentração total 

de um elemento químico à saúde humana, a especiação de As também pode 

responder com mais certeza as questões relevantes sobre os processos 

metabólicos e toxicológicos de organismos marinhos. As biotransformações 

metabólicas de As são conhecidas por originar uma grande variedade de 

compostos organoarsênicos.96 A identificação destes organoarsenais pode 

ajudar na elucidação das vias metabólicas e de detoxificação e a interação do 

As nos seres vivos. Dessa forma, as avaliações obtidas na análise de 

especiação química podem ser importantes para estabelecer limites de 

concentração considerados seguros, tanto relacionados com aspectos 

alimentares como ambientais.95 Durante muitos anos, várias técnicas97-100 de 

análise de especiação são desenvolvidas, porém, a especiação de As ainda é 

um desafio por várias razões, tais como, i) manter a integridade das espécies 

de As durante a extração das espécies do elemento da amostra, preparo e 

armazenamento, ii) há poucos materiais de referência certificados (CRMs) 

disponíveis para espécies de As para avaliar a exatidão da análise e iii) não há 

ainda um método universal para extrair todas as espécies de As de materiais 

biológicos.97 
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2.3.1.1 Procedimentos para extração de espécies de As de organismos 

marinhos 

 

De acordo com dados da literatura, não há um procedimento universal 

de extração de espécies de As de matrizes biológicas, sendo que, geralmente, 

para cada aplicação, as espécies de As devem ser avaliadas e desenvolvidas 

metodologias adequadas.101 O procedimento de extração de espécies químicas 

é uma etapa crítica nos procedimentos de preparo de amostra, uma vez que o 

método deve ser eficiente para extrair as espécies presentes na amostra de 

forma quantitativa, sem interconvertê-las e, também, assegurar à 

compatibilidade do meio extrator (solvente) com a técnica de separação e 

detecção.102 Neste caso, o procedimento de extração a ser usado deve manter 

o equilíbrio estabelecido entre as formas químicas do elemento nas amostras 

Também, preferencialmente as amostras devem ser analisadas o mais 

rapidamente possível, sem uso de preservantes, como, por exemplo, a 

acidificação de água, que pode modificar o equilíbrio das espécies presentes. 

De maneira geral, pode-se afirmar que a análise de especiação química ainda 

é um desafio, devido à complexidade da matriz, principalmente amostras 

biológicas e, também, devido às baixas concentrações, o procedimento de 

extração é uma etapa crítica no processo de qualquer análise de 

especiação.101-102  

Além dos problemas inerentes à extração, a redução do volume de 

solventes (extrator), tempo de extração e aumento da eficiência de extração 

tem recebido atenção especial.95 As metodologias mais usadas para extração 

de espécies de As são auxiliadas por aquecimento, agitação mecânica e 

Soxhlet.103-106 No entanto, em muitos processos de extração são requeridos 

grandes volumes de solventes e várias horas para completar a extração, 

tornando os métodos demorados e tediosos.107-109 Por outro lado, técnicas 

relativamente novas como, extração assistida por ultrassom (UAE),109-

112extração assistida por micro-ondas (MAE),111-115 extração acelerada por 

solvente (ASE)109 e extração por fluido supercrítico (SFE)116 requerem menor 

volume de solvente, diminuem o tempo de extração e podem ser 
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automatizadas. Dentre estas técnicas de extração mais utilizadas para extração 

de espécies de As em organismos marinhos são a UAE e a MAE.8,116-120 A 

extração de espécies de As difere de acordo o tipo de material biológico 

havendo a necessidade de extração tanto com solventes polares, quanto 

apolares. A grande maioria dos métodos indicados para a extração de espécies 

de As utilizam como meio extrator a água ou água/metanol associados com a 

MAE 121-128 ou UAE.129  

Como uma das maiores dificuldade encontradas na análise de 

especiação é preservar a integridade das espécies de interesse durante o 

armazenamento, a amostragem e o pré-tratamento, o preparo da amostra 

requer processos de extração menos agressivos do que os utilizados na 

determinação da concentração total de um elemento.120-121 
 

2.3.2.2 Extração assistida por ultrassom 

 

A US é um processo que utiliza à energia das ondas sonoras, as quais 

provocam variações de pressão do líquido gerando a cavitação. Existem dois 

dispositivos distintos para a aplicação de ondas ultrassônicas para fins 

analíticos: o banho e a sonda. O banho é um recipiente metálico onde um 

gerador de US é preso diretamente no fundo deste recipiente e a energia 

ultrassônica é transmitida através do líquido. Neste caso, há muita dispersão 

de energia ultrassônica e, portanto, menor eficiência na extração. A aplicação 

da sonda é mais eficiente na extração, pois, a energia ultrasônica é aplicada 

diretamente ao meio.120 O emprego do US, seja por sonda ou banho, foi 

primeiramente empregada para a extração e posterior determinação de teores 

totais de elementos químicos. No entanto, nos últimos anos ocorreu um 

aumento no número de aplicações empregando esta fonte de energia em 

estudos de especiação química. A aplicação do US permite uma melhor 

homogeneização do meio solvente/soluto das amostras.122 

A classificação quanto a potência do US pode ser dividida em baixa ou 

alta. O US de alta potência pode causar permanente mudança física e química, 

pois produz cavitação nos líquidos, aquecimento, ruptura nos sólidos e 

instabilidade na superfície da interface de sistemas líquido-líquido e líquido-
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gás. As ondas sonoras de baixa potência com frequência maior que 20 kHz são 

usadas na engenharia e medicina para testes e diagnósticos.121 O US é 

transmitido para qualquer substância sólida, líquida ou um gás por meio de 

propriedades elásticas, que é característica das ondas mecânicas.123 Essa 

transmissão produz ciclos de expansão e compressão nas moléculas da 

solução, caracterizados pela formação de bolhas ou cavidades, que crescem e 

implodem, num fenômeno conhecido como “cavitação”.120 Durante esse 

processo, as moléculas voláteis, que estão dentro das bolhas de cavitação 

contidas numa solução, podem ser oxidadas por mecanismos térmicos, 

enquanto que as moléculas hidrofílicas podem ser decompostas em radicais 

livres.124 O colapso das bolhas de cavitação, geradas pela ação do US forma 

microjatos e ainda ondas de choque. Quando em contato com um material 

sólido, estes microjatos causam erosão na superfície da amostra e sua 

fragmentação, com o consequente aumento da transferência de massa e 

eficiência da extração.120 

Em alguns casos, a UAE é uma alternativa rápida, econômica e 

eficiente, quando relacionada às técnicas convencionais de extração, como a 

extração com Soxhlet.125 Apresenta ainda como vantagens o uso de uma 

menor quantidade de solventes e a possibilidade de utilização para uma ampla 

faixa de massa de amostra.126 No entanto, há relatos em que as recuperações 

são baixas para As inorgânico extraído em amostras biológicas.127 -140  

Lai et al.100 utilizaram LC-ICP-MS para determinação de espécies de As 

em músculos e gônadas de moluscos bivalves após extração com sonicação 

por 10 minutos em meio extrator metanol/água (1:1, v/v). As espécies de As 

encontradas foram AsB, DMA e MMA. Não foram detectadas espécies 

inorgânicas nestas amostras, indicando baixo risco toxicológico a humanos. 

Rosemond et al.129 determinaram espécies de As no músculo, fígado e 

trato-gastrintestinal de cinco espécies diferentes de peixes da baía de Back, do 

Canadá. As amostras de tecidos foram extraídas com metanol/água (1:1, v/v) 

sob UAE por 30 minutos. Após extração foram centrifugadas a 4000 rpm. O 

solvente orgânico foi evaporado por 4 h à temperatura ambiente e a solução 

restante foi aferida a 5 mL com água e centrifugada novamente para ser 

posteriormente injetada no sistema LC-ICP-MS. As espécies de As 
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determinadas nos três órgãos dos peixes foram AsB, As(III), DMA, MMA, 

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

2.3.2.3 Extração assistida por micro-ondas 

 

O uso da energia de micro-ondas tem sido outra técnica promissora para 

auxiliar na extração de espécies químicas de amostras biológicas em análise 

de especiação.130 As micro-ondas são ondas eletromagnéticas, cuja frequência 

é de 10,0 MHz a 3,0 GHz e que causam movimento molecular e rotação de 

dipolos, porém não altera a estrutura molecular dos compostos, o que a 

caracteriza como uma radiação não ionizante. Dessa forma, a radiação micro-

ondas utilizada em altas frequências (geralmente 2,45 GHz) é fortemente 

absorvida por moléculas polares, como a água e os ácidos minerais, 

interagindo fracamente com os compostos não polares ou fracamente polares. 

O aquecimento promovido por este tipo de irradiação, diferentemente do calor 

proveniente de outras fontes, se dá através da interação entre a onda 

eletromagnética e o dipolo elétrico presente em algumas moléculas. Desta 

forma, este método possui certas características peculiares, como promover 

aquecimentos uniformes em menores intervalos de tempo, além de poder 

aquecer de forma seletiva, dependendo de certas propriedades físico-químicas 

do material. Outra vantagem é a possibilidade da não utilização de solventes 

orgânicos ambientalmente agressivos.131 Em decorrência dessas propriedades, 

esta técnica tem ampla aplicação no tratamento de amostras para análise de 

especiação de As em amostras biológicas.141 

A MAE encontra-se amplamente difundida em função da eficiência 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 potências, na faixa de 20 a 90 W, torna possível a extração 

de espécies químicas sem afetar a estrutura molecular de interesse em 

amostras biológicas e ambientais.142 Dessa forma, a solução extratora, a 

potência, a temperatura e o tempo de irradiação com as micro-ondas são 

parâmetros importantes que devem ser avaliados para se obter resultados 

quantitativos, sem que ocorra interconversão das espécies. Entre esses 
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parâmetros, o ajuste da potência e o tempo de exposição podem evitar os 

efeitos indesejáveis da alta temperatura às micro-ondas sobre a extração das 

espécies de As.143 

Assim, Vilanó and Rubio132 desenvolveram um método para a 

determinação das espécies de As de tecidos de ostras. A extração de espécies 

de As foi realizada usando baixa potência de micro-ondas. Extração 

quantitativa foi obtida a uma potência de 40 W e exposição por 5 minutos, 

utilizando como solução extratora mistura água/metanol (1:1, v/v). A separação 

das espécies de As foi feita utilizando cromatografia a líquido acoplada à 

geração de hidretos e irradiação UV para a mineralização dos compostos 

orgânicos de As. A detecção foi feita por fluorescência atômica (LC-UV-CVG-

AFS). Três espécies de As foram detectadas em tecido de ostra: AsB, AsS e 

DMA. 

Larsen et al.133 utilizaram a MAE com dissolução alcalina da amostra e 

determinação de espécies de As por LC-ICP-MS em amostras de salmão, 

peixe solha e peixe carapau. A separação das espécies de As foi feita com 

coluna de troca aniônica. A recuperação das espécies de As(III) e As(V) foi 

quantitativa para peixe solha e salmão, no entanto, para o peixe carapau, a 

recuperação de As(III) não foi quantitativa, o que foi atribuído ao seu elevado 

teor (15%, m/m) de lipídios. A metodologia foi assim relatada para ser 

restringida a peixe com pouco teor de lipídeos. 

Sloth et al.134 investigaram a extração de espécies de As em amostras 

de crustáceos, peixes e moluscos bivalves com o emprego de MAE e 

dissolução alcalina com a finalidade de oxidar As(III) em As(V). Para a 

determinação das espécies de As inorgânicas foi usada à LC-ICP-MS com 

coluna de troca aniônica e, como fase móvel, o carbonato de amônio em 

solução de metanol 3% (v/v) e pH 10,3. As concentrações obtidas para as 

espécies de As foram de até 0.060 mg Kg-1 constituíndo menos de 1% (m/m) 

de As total nas amostras. 

Nam et al.135 avaliaram vários procedimentos de extração utilizando 

como solução extratora metanol/água em diferentes proporções com o 

emprego de MAE, sonicação com sonda e banho para posterior determinação 

de espécies de As por LC-ICP-MS em diferentes organismos marinhos. De 
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acordo, com os resultados obtidos, as três técnicas usadas para extração das 

espécies de As foram adequadas para as amostras em estudo. No entanto, a 

MAE foi escolhida devido ao menor tempo (5 min) necessário para a extração 

quantitativa (81 a 87%), quando comparado a sonda (120 min) e banho (60 

min). 

Sloth e Julshamn136 utilizaram a MAE para extração das espécies de As 

com solução extratora alcalina/alcoólica (0,9 mol L-1 de NaOH/50% de etanol 

(v/v)). Para a determinação das espécies de As foi empregada a LC-ICP-MS 

com coluna de troca aniônica e carbonato de amônio com metanol a 3% (v/v) 

em pH to 10,3 como fase móvel. As espécies determinadas de As foram 

somente As(III) e As(V).  

 

2.4 Técnicas para determinação de espécies de As em  organismos 

marinhos 

 

O desenvolvimento de estratégias analíticas para obter informações 

qualitativas, quantitativas e as interações, transformações e funções de 

espécies de As em sistemas biológicos é de grande importância.144-149 Há uma 

crescente preocupação no desenvolvimento de novos métodos analíticos em 

virtude do número expressivo de espécies de As ainda não identificadas, uma 

vez que muitos organismos marinhos são capazes de acumular As e 

biotransformar em espécies orgânicas de diferentes toxicidades.150 Por isso, é 

importante desenvolver métodos e/ou técnicas que permitam determinar 

diferentes espécies de As, uma vez que estas informações podem ser 

relevantes para entender o metabolismo de certas espécies de As organismos 

marinhos.151-152  

A maioria dos métodos empregados combina a cromatografia a líquido 

com espectrômetro de massa com plasma indutivamente acoplado para 

determinar as formas químicas de As, oferecendo vantagens como a 

seletividade elementar e baixos limites de detecção.153-157  
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2.4.1 Cromatografia a líquido acoplado à espectrome tria de massa com 

plasma indutivamente acoplado 

As técnicas de separação são fundamentais na análise de especiação, 

sendo desejável uma boa resolução entre as espécies. Entre as técnicas mais 

empregadas para a separação na análise de especiação estão a cromatografia 

a gás (GC), LC, eletroforese capilar (CE) e cromatografia com fluido 

supercrítico (SFC).155 Entretanto a LC é uma das técnicas mais utilizadas para 

análise de especiação, principalmente devido ao bom poder de separação das 

espécies de muitos dos elementos de interesse e devido à possibilidade de 

separar espécies pouco voláteis e compostos termolábeis.154,156-161 

A LC pode se valer de diferentes mecanismos de separação e os mais 

utilizados para separação de espécies de As em organismos marinhos são a 

fase reversa, pareamento de íons, troca catiônica ou, mais comumente a troca 

aniônica. O mecanismo de separação de troca iônica é usado para a 

separação de íons e substâncias facilmente ionizáveis, pois utiliza o 

mecanismo de equilíbrio de troca e interação eletrostática entre uma fase 

estacionária que contém cargas na superfície e íons de carga opostas 

presentes na fase móvel.  A cromatografia de troca iônica pode ser usada em 

modo catiônico ou aniônico. A força iônica da fase estacionária, o pH da fase 

móvel e a concentração da fase móvel, geralmente um tampão, influenciam na 

separação das espécies. A separação por troca catiônica é aplicada para a 

determinação de espécies de As em organismos marinhos, quando AsB e 

compostos orgânicos catiônicos estão presentes. No entanto, o mecanismo de 

separação de troca aniônica é o mais empregado para a grande maioria das 

espécies de As em organismos marinhos.161-188 

Neste sentido, McSheehy et al.157 investigaram método para a 

determinação de espécies de As em material de referência certificado (NIST 

1566b) de tecido de ostra empregando separação multidimensional (troca 

catiônica - aniônica - exclusão molecular) com LC-ICP-MS e ES-MS-MS e 

mecanismo único com LC-ICP-MS. Desta forma, foi possível a quantificação de 
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AsB, DMA, AsC, As(V) e AsS por ES-MS-MS e com o uso de coluna de troca 

aniônica por LC-ICP-MS foi determinado AsB. 

Reyes et al.176 desenvolveram uma metodologia com o uso de extração 

enzimas e assistida por radiação micro-ondas para espécies de As em tecidos 

de peixes. A extração enzimática foi feita com o uso de mistura de enzimas 

pronase/lípase e as recuperações obtidas pela avaliação do material de 

referência certificado de fígado de peixe (DOLT-3 do National Research 

Council Canada - NRCC) foram satisfatórias, sem interconversão das espécies. 

O tempo de extração foi de 30 minutos, utilizando 0,2 g de amostra, 20 mg de 

pronase e 5 mg de lípase em 10 mL de tampão fosfato 50 mmol L-1, pH 7,25 a 

37 °C. A determinação 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 determinação de espécies volatilizáveis 

nas condições da cromatografia a gás, apresentando alta resolução e boa 

sensibilidade, a qual é essencial para a análise de amostras ambientais e 

biológicas.154 No entanto, muitos compostos de As presentes em amostras 

biológicas não são voláteis ou não podem ser transformadas em substâncias 

voláteis sem perda de informações, como é o caso da AsC e As-lipídeos. 

Dessa forma, a LC-ICP-MS é a técnica mais comumente aplicada para 

separação de espécies de As em amostras biológicas. 188-189 

 

2.4.2 Espectrometria de massa com plasma indutivame nte acoplado 

 

O instrumento de ICP-MS é constituído por um sistema de introdução de 

amostra, o plasma indutivamente acoplado (ICP), que opera a temperaturas de 

6000 a 9000 K e é mantido por um gerador de radiofrequência de 27 ou 40 

MHz, a interface, o separador de massas, o detector e um sistema de aquisição 

de dados. O plasma é capaz de gerar íons positivamente carregados (M+), os 

quais são amostrados pela interface e separados no espectrômetro de massa. 

A amostra, que geralmente está na forma líquida, é introduzida no plasma por 

um sistema de nebulização pneumática. No espectrômetro de massa, os íons 

M+ são separados de acordo com sua razão massa/carga (m/z) e conduzidos 

até o detector.160 Entre as características da técnica de ICP-MS estão a 
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capacidade multielementar de análise, possibilidade de determinação isotópica, 

relativamente poucas interferências espectrais e obtenção de baixos LOD (na 

faixa de ng g-1 ou pg g-1).177-178 Os limites de detecção podem ainda ser 

melhorados pela inserção de um sistema de derivatização como geração de 

hidretos.187 Além disso, esta técnica permite o fácil acoplamento com diferentes 

técnicas de separação, principalmente LC e GC. O acoplamento da LC com 

ICP-MS é relativamente fácil sem grandes modificações do sistema de 

introdução de amostras no ICP. No entanto, deve ser considerada a 

compatibilidade da vazão da fase móvel com a vazão do nebulizador 

pneumático. Assim a saída da coluna pode ser diretamente introduzida na 

entrada do nebulizador pneumático e a composição da fase móvel, cuja 

concentração de sais e de solvente orgânico deve ser tão baixa quanto 

possível para a introdução no plasma. Caso, estes fatores não sejam 

considerados, alguns problemas podem acontecer, como a instabilidade do 

sinal do analito, diminuição da sensibilidade e perdas em resolução 

cromatográfica. No entanto, mesmo utilizando ICP-MS como detector, muitas 

vezes o LOD obtido não é baixo o suficiente para determinação de espécies de 

As em amostras biológicas. Por esse motivo, a CVG pode ser acoplada à LC-

ICP-MS e as espécies formadoras de hidretos podem ser introduzidas 

diretamente no plasma.186 O acoplamento do sistema CVG ao LC-ICP-MS pode 

contornar os possíveis problemas de introdução de amostra, como as perdas 

na nebulização e as interferências devido a fase móvel. Com a CVG a 

eficiência do transporte dos analitos pode ser próxima de 100%. Além disso, a 

CVG apresenta vantagens quando da presença de cloro nas amostras em 

estudo, pois a interferência espectral do 40Ar35Cl sobre o 75As é 

evitada.184,186,188-190 

A GC acoplada à ICP-MS também apresenta vantagens em relação à 

eficiência de transporte da amostra para o ICP-MS, a qual chega a 

aproximadamente 100%, e é observada menos interferência espectral. Além 

disso, a GC apresenta boa resolução e são obtidos bons LODs e, dessa forma, 

é empregada para análise de especiação, podendo ser utilizada para 

especiação de compostos organometálicos e organometalóides, desde que 

eles sejam suficientemente voláteis, ou podem ser derivatizados para produzir 

espécies voláteis. No entanto, diferentemente da LC-ICP-MS, a GC-ICP-MS 
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apresenta algumas particularidades na hifenação que devem ser consideradas, 

pois a interface necessita ser totalmente aquecida para o acoplamento do GC 

ao ICP. O motivo para tal aquecimento homogêneo da interface do GC-ICP-MS 

é para que os analitos volatilizados no cromatógrafo permaneçam na fase 

gasosa durante o transporte da coluna cromatográfica até o ICP. Ou seja, a 

condensação dos analitos em qualquer parte do sistema GC-ICP deve ser 

evitada para assegurar, não só o transporte quantitativo do analito, mas 

também uma boa resolução. Isto geralmente é conseguido por aquecimento 

constante de toda a linha de transferência.191-194 

 

 2.4.3 Geração química de vapor  

A CVG é uma técnica que permite reduzir as interferências e melhorar 

os limites de detecção, onde os analitos são vaporizados na forma atômica ou 

molecular através de uma reação química, geralmente feita a temperatura 

ambiente, com posterior transporte desses vapores para o local onde ocorre a 

detecção/quantificação.188-194 A CVG apresenta algumas características 

como:181 

� separação do analito da matriz da amostra, 

� relativamente livre de interferências, em virtude da separação do 

analito da amostra, 

� permite a determinação seletiva de espécies de um elemento pelo 

controle de pH,  

� elevada eficiência de introdução da amostra, podendo chegar a 

100%, consequentemente, podem ser alcançados LODs cerca de 

100 vezes melhores aos obtidos em técnicas que empregam a 

nebulização pneumática, 

� pode ser acoplada a diferentes técnicas de detecção como AAS, 

ICP OES e ICP-MS, 

� quando acoplado à ICP-MS propicia menor desgaste dos cones 

de amostragem, já que a matriz orgânica e sais são eliminados, 

diminuindo com isso depósitos destes materiais na interface.185 
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Para a determinação de As por CVG, geralmente, é utilizado borohidreto 

de sódio (NaBH4) como agente redutor. Entretanto, a utilização deste redutor 

tem diversas desvantagens: a pureza pode não ser suficiente para ser 

empregado quando as espécies de As estão presentes em baixas 

concentrações e soluções aquosas são pouco estáveis e devem ser 

preparadas para uso imediato. A estabilidade desta solução pode ser 

aumentada em pH mais elevado, geralmente feita pela adição de hidróxido de 

potássio ou de sódio. A transferência das espécies de As até o sistema de 

detecção é feita pela conversão dos compostos contendo As até o hidreto 

volátil correspondente, por reação com NaBH4.
186 Apesar da geração de 

hidretos facilitar o transporte do As até o detector, o número de compostos de 

As que podem formam hidretos voláteis é pequeno. Arsenito e arsenato 

formam AsH3, MMA forma CH3AsH2 e DMA forma (CH3)2AsH, todos voláteis 

pela reação com NaBH4, sendo que a formação destes hidretos é dependente 

do pH de cada  espécie  individual.186 No entanto, a reação de formação de 

hidretos para espécies orgânicas é um pouco mais lenta que para as espécies 

inorgânicas e, para as espécies AsB, AsC, AsS e outros compostos 

organoarsênicos não ocorre a formação de hidretos.186-202 Porém, com a 

introdução de sistemas de mineralização pós-coluna, como oxidações 

empregando radiação UV associado a reagentes específicos, também torna 

possível a determinação destas espécies. Desta forma, mesmo que a AsB seja 

a principal forma do As em organismos marinhos, a aplicação da CVG pode ser 

usada. Dessa forma, a determinação quantitativa de uma mistura de espécies 

de As, normalmente requer o uso de técnicas apropriadas para quantificação e 

avaliação das espécies de As.203-209 

Assim, Pétursdóttir et al.184  desenvolveram uma metodologia para a 

determinação 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 especiação de As melhorou significativamente os 

LODs e a quantificação de As inorgânico, sendo de 0,4 e 1,4 µg kg-1, 

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

seletividade da determinação das espécies inorgânicas de As e melhorou o 
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LOD e LOQ dos arsênios inorgânicos (< 2 µg kg-1), em amostras com matrizes 

complexas. 

Gómez-Ariza et al.194 avaliaram metodologias de extração e 

determinação de espécies de As por LC-CVG-ICP-MS em amostras marinhas 

(ostra, mexilhão, molusco bivalve e alga) e materiais de referência certificados 

TORT-1 e CRM 627. Extração com Soxhlet foi comparado com sonicação e 

MAE para as espécies As(III), As(V), DMA, MMA e AsB utilizando como 

solventes metanol e metanol:água. As determinações foram realizadas 

utilizando LC-CVG-ICP-MS. Os melhores resultados foram obtidos por extração 

com Soxhlet, utilizando 150 mL de mistura metanol:água (1:1) durante 16 h, US 

(20 mL de metanol ou misturas de metanol:água (1:3), (1:1) e (3:1) durante 20 

min e micro-ondas (20 mL de metanol ou misturas de metanol-água (1:3), (1:1) 

e (3:1) durante 10 min a 150 W). Recuperações 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, estão resumidas as principais aplicações de técnicas de 

extração e determinação de espécies de As em moluscos bivalves. 
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Tabela 2.  Métodos propostos para a determinação de espécies de As em moluscos bivalves. 

 

Espécies Preparo da amostra Técnicas de separação/d etecção  Ref. 

AsB, DMA e MMA Agitação mecânica HPLC-CVG-AAS 

Troca aniônica 

198 

AsB, DMA e AsS UAE 

 

 

HPLC-ICP-MS 

Troca aniônica 

Troca catiônica 

199 

As(III), As(V), DMA e MMA Banho de ultrassom 

 

HPLC-CVG-AFS 

Troca aniônica 

Troca catiônica 

139 

AsB, As(III), As(V), DMA e MMA  MAE HPLC-ICP-MS 

Fase reversa  

201 

AsB, DMA e MMA Extração convencional 

 

HPLC-CVG AAS 

Troca aniônica 

HPLC-CVG-AFS 

Troca catiônica 

202 

AsB, As(V), DMA e MMA  Extração convencional e UAE 

 

HPLC-ICP-MS 

Troca aniônica 

115 

As(III), As(V), DMA e MMA Soxhlet e clean-up HPLC-CVG AAS 

Troca aniônica 

203 

AsB, DMA e MMA Extração convencional 

 

HPLC-ICP-MS 

Troca aniônica 

204 

 

 

 

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

Espécies Preparo da amostra Técnicas de separação/detecção Ref. 

AsB e DMA MAE 

 

LC–UV–CVG–AFS 

Troca aniônica 

132 

AsB, As(III), DMA, MMA e AsC Ultrassom com hidrólise enzimática 

 assistida (USEH) e clean-up 

HPLC–Orbitrap MS 

Troca aniônica  

Fase reversa 

205 

As(V), DMA e  AsS Sonicação HPLC-ICP-MS 

Fase reversa C18 

206 

As(III) e As(V) MAE HPLC-ICP-MS 

Troca aniônica 

134 

AsB, As(III),DMA, MMA, AsC e TMAO+TMAP  MAE 

 

HPLC-ICP-MS 

Troca aniônica 

207 

AsB,  As(III), As(V), DMA, MMA, AsC e AsS  Extração convencional 

 

HPLC-ICP-MS 

Troca aniônica 

208 

AsB, As(III), As(V), DMA, MMA, AsC ,TMAO e  AsS MAE 

 

HPLC–ICP-MS 

Troca catiônica 

Troca aniônica 

209 

As [As(III) + As(V)] como As(V) Extração convencional 

 

HPLC-ICP-MS 

Troca aniônica 

210 

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

Espécies Preparo da amostra Técnicas de separação/d etecção Ref. 

AsB, DMA, AsC e TETRA MAE 

 

HPLC-ICP-MS 

Troca aniônica 

Troca catiônica 

211 

AsB, Me4As Sonicação HPLC-ICP-MS 

Troca catiônica 

Fase reversa 

212 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

3    OBJETIVOS 

 

 

Conforme exposto anteriormente, moluscos bivalves podem acumular As 

proveniente do ambiente natural ou, maior extensão, de ambientes impactados pela 

ação antropogênica. Neste sentido, os moluscos bivalves, considerados 

bioindicadores, podem ser importantes para avaliar aspectos toxicológicos, bem 

como para ajudar a elucidar o ciclo biogeoquímico deste elemento no ambiente 

marinho. Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver métodos para 

a determinação 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 extração assistida por micro-ondas e extração assistida 

por ultrassom com diferentes extratores. A LC-ICP-MS e LC-CVG-ICP-MS foram 

empregadas para separação e quantificação de espécies de arsênio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

33 
 

 

 

4    MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Neste capítulo são descritos os procedimentos de extração das 

espécies de As em tecidos de moluscos bivalves, assim como os 

procedimentos utilizados para análise de especiação de As usando LC-ICP-

MS e LC-CVG-ICP-MS. Também são descritos os equipamentos, reagentes 

e amostras utilizadas para o desenvolvimento deste trabalho.  
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4.1 Instrumentação 

Para a separação das espécies de As foi utilizado um sistema cromatográfico, 

composto por uma bomba quaternária para LC (modelo Series 200, PerkinElmer, 

http://www.perkinelmer.com, EUA) equipada com uma válvula injetora Rheodyne 

(modelo 7725i,  http://www.rheodyne.com, EUA), uma alça de amostragem de 

poli(éter-cetona) (PEEK), com capacidade de 200 µL, um degaseificador a vácuo 

(modelo Series 200 Vacuum Degasser, PerkinElmer, http://www.perkinelmer.com, 

EUA) e uma coluna de troca aniônica (Hamilton, PRP-X100, 250 x 4,1 mm d.i., 10 

µm de diâmetro de partícula, http://www.hamiltoncompany.com, EUA). O material da 

coluna de troca aniônica é composto de poliestireno-divinilbenzeno (PSDVB) com 

grupos funcionais trimetilamônio. A injeção das soluções na alça de amostragem do 

cromatógrafo 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 µm de diâmetro interno para conectar a coluna cromatográfica à bomba do LC. 

A saída da coluna cromatográfica foi acoplada diretamente ao nebulizador 

pneumático do ICP-MS, sendo denominado de LC-ICP-MS. Experimentos também 

foram feitos utilizando à CVG inserido entre a coluna cromatográfica e o ICP, este 

sistema CVG é constituído de uma bomba peristáltica de oito canais Gilson (modelo 

Minipuls 3,  http://www.gilson.com,  França), utilizada  para  a  propulsão  das 

soluções, munida com tubos de Tygon vermelho/vermelho (1,14 mm de diâmetro 

interno, http://www.tygon.com, França), para bombear as soluções de HCl (solução 

para acidificar o meio reacional) e de NaBH4 (redutora), e de tubos de polietileno (0,8 

mm de diâmetro  interno), utilizados para conduzir as soluções até separador gás-

líquido. O separador gás-líquido é do tipo em “U” e confeccionado de vidro 

borosilicato. Para interconectar as tubulações foram utilizados conectores 

construídos em acrílico. O vapor das espécies de As gerado foi introduzido 

diretamente no equipamento de ICP-MS com o auxílio de um fluxo (gás de arraste) 

de argônio (99,998% de pureza, White Martins, http://www.praxair.com, Brasil). O 

argônio utilizado como gás de arraste é proveniente do próprio instrumento de ICP-

MS (gás de nebulização pneumática, quando o sistema de nebulização convencional 

é utilizado), cuja vazão é controlada através do seu programa. A detecção das 
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espécies de As foi feita em um espectrômetro de massa com plasma indutivamente 

acoplado da PerkinElmer SCIEX (modelo ELAN DRC II, http.//www.perkinelmer.com, 

Canadá), equipado com uma tocha com tubo injetor de quartzo de 2 mm de diâmetro 

interno e cones de platina. A avaliação e os ajustes das principais condições de 

operação do equipamento de ICP-MS foram feitos diariamente, de modo a se obter 

a maior razão sinal/ruído para 75As. As condições operacionais do sistema LC-ICP-

MS e LC-CVG-ICP-MS são mostradas na Tabela 3. 

Arsênio total foi determinado utilizando um espectrômetro de emissão óptica 

com plasma indutivamente acoplado (Spectro Ciros CCD, Spectro Analytical 

Instruments, Kleve, Alemanha). Argônio com pureza de 99,996% (White Martins - 

Praxair) foi utilizado como gás do plasma, auxiliar e de nebulização. O comprimento 

de onda escolhido para As e os parâmetros operacionais estão listados na Tabela 3. 

Condições instrumentais foram ajustados conforme recomendado pelo fabricante do 

instrumento. 

A decomposição das amostras foi feita em forno de micro-ondas (modelo 

Multiwave 3000 Microwave Sample Preparation System, Anton Paar, www.anton-

paar.com, Áustria), equipado com oito frascos de quartzo, com temperatura e 

pressão de operação máximas de 280 °C e de 80 bar, respectivamente. As 

extrações de espécies de As foram feitas em equipamento de ultrassom, operando a 

frequência de 20 kHz na potência nominal de 130 W (modelo VCX 130 PB, Sonics 

and Materials, Inc., www.sonics.com, Newton, EUA), equipado com uma sonda de 

liga de titânio (Ti-6-Al-4V) com 3 mm de diâmetro e 113 mm (número de ordem 630-

0435), sendo imerso diretamente na mistura de extração e forno de micro-ondas 

Anton Paar. 
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Tabela 3.  Parâmetros instrumentais para a determinação de As total e análise de 

especiação de As. 

As total por ICP OES 

Potência RF      1500 W 

Vazão do gás do plasma 14 L min-1 

Vazão do gás auxiliar 1,0 L min-1 

Vazão do gás de nebulização 0,70 L min-1 

Câmara de nebulização Duplo passo (tipo Scott) 

Nebulizador Fluxo cruzado (cross flow) 

Vista do plasma  Axial 

Linha de emissão  189,042 nm 

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

LC  

Fase móvel A (NH4)2HPO4 (20 mmol L-1), pH 6,0 

Fase móvel B (NH4)2CO3 (20 mmol L-1), pH 9,0 

Vazão da fase móvel 1,25 mL min-1 

Volume de amostra 200 µL 

Programa do LC  

Fase móvel A 30%  0-1,4 min 

Fase móvel B 100% 1,4-2,7 min 

Fase móvel A 30% 2,7-15 min 

CVG  

NaBH4 1% (m/v) 

NaOH  0,1% (m/v) 

HCl 1% (v/v) 

ICP-MS  

Potência RF 1400 W 

Vazão do gás do plasma 15 L min-1 

            Vazão do gás auxiliar 1,2 L min-1 

            Vazão do gás de nebulização 1,10 L min-1 

Cones de amostragem e skimmer Pt 

Modo de coleta de dados Monitoramento do sinal 75As 

Tempo de permanência  500 ms 
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Determinações de cloreto foram feitas em cromatógrafo de íons, utilizando 

um cromatógrafo com detector por condutividade (modelo 819 IC detector, 

Metrohm, http://www.metrohm.com, Suíça). O cromatógrafo é equipado com 

sistema de supressão química (modelo 850 Supressor unit, Metrohm) e alça de 

amostragem de 200 µL. Foi utilizada uma coluna de troca aniônica com grupos 

amônio quartenário suportados em poli(álcool vinílico), modelo Metrosep A Supp 

(250 x 4 mm d.i., 10 µm de diâmetro de partícula, Metrohm). A vazão da bomba 

cromatográfica foi fixada em 0,7 mL min-1. 

 

4.2 Reagentes 

A água utilizada foi previamente destilada e deionizada em uma coluna de 

troca iônica convencional (condutividade máxima de 0,6 µS cm-1) e, posteriormente, 

purificada (Milli-Q Ultrapure Water Purification Systems, Gradient System, Millipore, 

www.millipore.com, Estados Unidos) com resistividade final de 18,2 MΩ cm. O ácido 

nítrico (HNO3, 65% m/m, 1,4 kg L-1, p.a, Merck, Alemanha, www.merck.de), utilizado 

para a decomposição das amostras assistida por radiação micro-ondas e ácido 

clorídrico (HCl, 36% m/m, Merck) foi bidestilado à baixa temperatura, em sistema de 

destilação de quartzo (modelo duoPUR, Subboiling Distillation System, Milestone, 

www.milestonesci.com, Itália).  

Soluções estoque contendo 1000 mg L-1 de As na forma de ácido 

dimetilarsênio (DMA – C2H6AsO2Na, Sigma Aldrich, USA), arsenito [As(III) – NaAsO2 

da Merck], arsenato [As(V)-Na2HasO4.7H2O da Riedel-de Haën, Alemanha] e ácido 

monometilarsênio (MMA – CH5AsO3, doado pelo Dr. J. Feldmann da Universidade 

Aberdeen, Aberdeen, UK) foram dissolvidos em água. Soluções estoque de 1000 mg 

L-1 de As na forma de ácido ρ-arsanílico (ρ-ASA – C6H8AsNO3, Sigma) e 

arsenobetaína (AsB – C3H6AsCH2COOH, doado pelo Dr. Walter Goessler da 

Universidade de Karl-Franzens, Graz, Áustria) foram preparados em hidróxido de 

amônio (Merck)10% (v/v). Para preparar as soluções de calibração de espécies de 

As foram feitas diluições adequadas das soluções estoque de DMA e AsB, sendo 

estas preparadas diariamente. A concentração de As em cada solução contendo as 

espécies de As foram medidas por ICP-MS. As soluções de calibração foram 

diluídas em HNO3 5% (v/v) a partir da solução estoque SCP 33MS (SCP Science, 
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contendo 10 mg L-1 of As, PlasmaCAL, Canadá) em concentrações de 0,1 a 10 µg L-

1 As para as medições  por ICP-MS e de 10 a 100 µg L-1 As para as medições por 

ICP OES. 

Solução estoque de cloreto a 1000 mg L-1 foi preparada a partir da dissolução 

de NaCl (Merck) em água. Para a determinação de cloreto, soluções de 100 a 1000 

µg L-1 de Cl foram preparadas em água a partir da solução estoque. A fase móvel 

utilizada na determinação de Cl por IC foi Na2CO3 3,2 mmol L-1(Merck) e NaHCO3 

1,0 mmol L-1 (Merck) em água. A fase móvel utilizado para a separação das espécies 

de As por LC foi preparada a partir da dissolução de carbonato de amônio 

[(NH4)2CO3], Merck e fosfato de amônio [(NH4)3PO4, Merck] em água. O pH da fase 

móvel foi ajustado com HCl bidestilado (Merck) ou hidróxido de amônio a 25% m/m 

(Merck, p.a). O pH das soluções foi medido através de potenciometria, utilizando 

soluções tampão (CertiPUR, Merck) com pH 4,00 ± 0,02 (20 °C) e 7,00 ± 0,02 (20 

°C) para a calibração do potenciômetro.  

Solução de metanol grau HPLC (pureza mínima de 99,9%, Carlo Erba, 

http://www.carloerbareagenti.com, Itália) foi utilizada como modificador da fase 

móvel. A concentração de metanol na fase móvel foi de 1% (v/v).  

Solução de tetraidroborato de sódio 0,1% (m/v) (Vetec, 

http://www.vetecquimica.com.br, Brasil) foi preparada diariamente em solução de 

hidróxido de sódio 0,01% (m/v) (Vetec, Brasil).  

Os materiais de referência certificados (CRM) DORM-2 (Dogfish muscle, do 

National Research Council of Canada, NRCC, Ontário, Canadá), 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 exatidão do 

método. 

 

4.3 Materiais diversos 

O separador gás/líquido (G/L) utilizado foi construído no Laboratório de 

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

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

por 48 h e, posteriormente, enxaguada com água. 
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Para a diluição e armazenamento das soluções das amostras foram utilizados 

frascos de polipropileno (Sarstedt, http://www.sarstedt.com, Alemanha) com 

capacidade máxima de 50 mL.  

Uma centrífuga (Nova Técnica, modelo NT 810, Brasil) com capacidade para 

16 frascos de 15 mL ou 4 frascos de 50 mL foi utilizada para a centrifugação das 

soluções das amostras após as extrações. 

A secagem e a cominuição 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 tungstênio. Após a 

cominuição, as amostras foram peneiradas em peneira com malha de 100 µm de 

diâmetro. 

Todas as pesagens foram feitas em uma balança digital Shimadzu, com 

resolução de 0,0001 g e capacidade de 220 g (modelo AY 220, 

http://www.shimadzu.com, Japão). 

Para o processamento dos sinais cromatográficos foram consideradas as 

áreas integradas através do software WINFAAS (EUA).  

As análises estatísticas 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 

região de coleta. As amostras dos moluscos bivalves foram coletadas em diversos 

locais (Acupe, Bom Jesus dos Pobres, Ilha da Maré, Mutá, Salinas, Suape e 

Tainheiros) da BTS conforme mostrado na Figura 4. Estas amostras foram 

fornecidas pelo Laboratório de Malacologia e Ecologia de Bentos – LAMEB/UFBA.  
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Figura 4.  Baía de Todos os Santos. (a) Tanheiros, (b) Ilha de Maré, (c) Bom Jesus dos 

Pobres, (d) Acupe e (e) Suape. 

 

Após a coleta dos moluscos com espátula de plástico, estes foram lavados 

em água corrente e removidos os resíduos, acondicionados em sacos de polietileno 

previamente descontaminados (Figura 5), armazenados sob refrigeração e 

conduzidos ao laboratório. Dos moluscos bivalves coletados foram selecionados, 

aleatoriamente, indivíduos de cada espécie que tiveram o seu comprimento medido 

com o auxilio de um paquímetro manual de precisão 0,005 mm a partir da base ao 

ápice da concha. Em seguida, o tecido mole foi retirado com uma colher de plástico 

e lavado com água ultrapura, sendo o tecido mole transferido para um frasco de 

  (b)   (a) 

  (d)   (c) 

  (e) 
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polietileno e congelado a – 20 °C. Para a análise d e especiação de As, as amostras 

foram descongeladas, homogeneizadas, liofilizadas e moídas até o tamanho de 

partícula inferior a 100 µm. As amostras assim preparadas foram conservadas a 4 

°C em frascos de polietileno. Análise de especiação  de As foi feita usando as 

amostras liofilizadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.  Coleta de moluscos bivalves. (a) indicativo de presença 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 plástico (d) moluscos bivalves abertos com o tecido mole exposto. 

 

4.5 Procedimento para determinação de As total 

As amostras de moluscos bivalves foram decompostas em forno de micro-

ondas para a determinação de As total por ICP OES. Cerca de 400 mg de amostra 

seca (liofilizadas e moídas) foram transferidas aos frascos de quartzo do forno micro-

ondas e adicionados 6 mL de HNO3 14 mol L-1. Para a verificação da eficiência deste 

método de decomposição, 200 mg de amostras de CRM DORM-2 (Dogfish muscle), 

BCR627 (Tuna fish muscle) e SRM 1566b (Oyster tissue) foram decompostas nas 

(b) (a) 

(c) (d) 
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mesmas condições reacionais acima descritas para a decomposição dos moluscos 

bivalves. 

Todas as misturas foram submetidas a radiação 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 pressão 

máximas foram limitadas a 280 °C e 80 bar, respecti vamente, recomendadas pelo 

fabricante. Após o arrefecimento dos frascos, os digeridos foram transferidos para 

frascos de polipropileno de 50 mL e foi aferido o volume a 30 mL com água e 

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

 

4.6 Determinação de cloreto por IC 

Para a determinação de cloreto nas soluções amostras, após extração por 

MAE, as mesmas foram diluídas 100 vezes e foram injetados 200 µL da solução 

amostra no cromatógrafo de íons. Foi preparada curva de calibração a partir da 

solução estoque de cloreto a 1000 mg L-1 na faixa de concentração de 100 a 1000 

µg L-1 de Cl em água. A fase móvel utilizada na determinação de Cl por IC foi 

Na2CO3 3,2 mmol L-1 e NaHCO3 1,0 mmol L-1 em água.  

 

4.7 Otimização dos parâmetros de extração de espéci es de As 

 

Foram avaliados alguns dois principais parâmetros que podem influenciar na 

extração das espécies de As. Dentre estes foram avaliados o tipo de solução 

extratora, a concentração da solução extratora, o tempo de extração e a massa de 

amostra. O volume da solução extratora foi mantido em 6 mL (volume mínimo 

recomendado pelo fabricante do forno de micro-ondas) e utilizado a espécie de 

molusco Anomalocardia brasiliana sp.  

Soluções de água 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 extração de As, devido ao baixo custo, 

boa eficiência de extração e são gerados poucos resíduos. 
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4.7.1 Procedimento usado para extração das espécies  de As assistida por 

ultrassom 

 

Para avaliar o efeito da UAE para a extração 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 água ou misturas de metanol e água (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 diluído com água até 30 mL no próprio frasco de polipropileno, 

centrifugado a 3000 rpm durante 5 minutos e filtrado através de filtro membrana de 

acetato de celulose de 0,45 µm (Chromafil PTFE). A solução assim obtida foi 

utilizada para a análise de especiação de As por LC-ICP-MS e LC-CVG-ICP-MS de 

acordo com as condições descritas na Tabela 1. A eficácia da extração de cada 

procedimento foi avaliada por determinação de As em materiais de referência 

certificados SRM 1566b (Oyster tissue) e BCR627 (Tuna fish muscle).  

 

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

micro-ondas 

 

Para avaliar o efeito da energia das micro-ondas na extração 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 água ou misturas de metanol e água (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 máxima atingida foi de 80 °C. Após o 

arrefecimento, os extratos foram diluídos com água até 30 mL e centrifugado a 3000 

rpm durante 5 min antes da análise. 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 condições usadas para a análise de 

especiação de As por LC-ICP-MS ou LC-CVG-ICP-MS são descritas na Tabela 3. 
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4.7.3 Avaliação dos procedimentos de extração estud ados 

 

A eficiência dos métodos de extração foi avaliada através de balanço de 

massa para a concentração de espécies de As. Para tal, o somatório da 

concentração de todas as espécies de As foi comparado com a concentração de As 

total obtida após a decomposição da amostra e no extrato usado para análise de 

especiação. Os materiais de referência certificados SRM 1566b e CRM 627 também 

foram utilizados para avaliar a exatidão dos métodos.  

 

4.8 Estudo da estabilidade de espécies de As por ex tração 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 µg L-1 de 

cada solução referência de espécies de As disponíveis [As(III), AsB, DMA, MMA, ρ-

ASA e As(V)], sendo avaliada sob refrigeração (em torno de 4 °C) e a temperatura 

ambiente. A extração foi feita com água e MAE, e a estabilidade foi avaliada durante 

3 meses através da recuperação das espécies de As. 
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4.9 Especiação de As por LC-ICP-MS 

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

 

Figura 6. Sistema LC-ICP-MS. 1- fase móvel; 2- degaseificador a vácuo; 3- bomba de LC; 4- 

injetor e alça de amostragem; 5- coluna guarda (troca aniônica); 6- coluna de troca 

aniônica; 7- nebulizador; 8- câmara de nebulização; 9 e 10- ICP.  

 

4.9.1 Avaliação dos parâmetros que influenciam na s eparação das espécies de 

As 

 

A LC-ICP-MS e a LC-CVG-ICP-MS foram utilizadas para a análise de 

especiação de As nas amostras de moluscos bivalves e CRMs. A quantificação de 

cada uma das espécies de As presentes nas amostras foi feita através de calibração 

externa obtida a partir de solução de referência de As (conforme item 4.2). As curvas 

de calibração para a determinação de espécies de As (como As) foram feitas a partir 

de duas soluções de referência 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 calibração foi feita a partir de 

AsB, devido a discrepância do pico do AsB comparando com as outras espécies de 

As. Sendo assim, as concentrações para a curva com a solução referência de AsB 

foi de 20 µg L-1 a 400 µg L-1 em água. Para As(III), As(V), DMA, MMA e ρ-ASA a 

curva de calibração foi de 0,5 a 20 µg L-1 em água, a partir da solução de referência 

de DMA, expressa também como As. A concentração de As nas soluções feitas para 

obter as curvas de calibração para análise de especiação foi de 0,1 a 10 µg L-1 
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preparadas em água. As condições instrumentais adotadas para a determinação de 

As estão listados na Tabela 3, que foram ajustadas a fim de conseguir o menor LOD 

estimado pelo critério 3σ (onde σ é o desvio padrão de 10 determinações 

consecutivas do branco). 

Para a separação das espécies de As foi utilizada coluna de troca aniônica 

(Hamilton PRP-X100), sendo esta estável em uma ampla faixa de pH (1-13). Para a 

obtenção do melhor desempenho do sistema LC-ICP-MS, foram utilizadas soluções 

de referência de As(III), As(V), AsB, DMA, MMA ρ-ASA e soluções amostra de 

moluscos bivalves. Nos estudos foram avaliados os seguintes parâmetros: tipo, 

concentração, pH, vazão e condição (isocrática ou gradiente) de eluição. 

Foram testados dois tipos de fases móveis (fosfato de amônio e carbonato de 

amônio) para avaliar o efeito da separação das espécies de As. Após a escolha da 

fase móvel, foi avaliada a influência da concentração, vazão e pH da fase móvel com 

a finalidade de avaliar a influência na separação cromatográfica e tempo de retenção 

das espécies de As. Com a finalidade de se obter melhor separação e tempo de 

eluição menor, a eluição foi avaliada no modo isocrático e gradiente. 

 

4.10 Análise de especiação de As por LC-CVG-ICP-MS 

 

O sistema LC-CVG-ICP-MS foi otimizado, tendo-se em vista a obtenção da 

melhor razão sinal/ruído para 75As. A concentração da solução NaBH4 foi variada 

entre 0,5 e 1,5% (m/v),  mantendo-se  a  concentração  de  NaOH  em  0,01%  (m/v).  

A concentração de HCl (carregador) foi avaliada entre 0,5 e 2,0 mol L-1 (v/v). A 

influência da vazão de Ar (gás de arraste) sobre o sinal do 75As foi avaliada entre 

0,80 e 1,20 L min-1. O sistema LC-CVG-ICP-MS proposto neste trabalho está 

representado na Figura 7. 
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Figura 7. Sistema LC-CVG-ICP-MS. Para LC-ICP-MS ver legenda da Figura 6. Para o 

sistema CVG: R1- ácido clorídrico; R2- NaBH4; B- bomba peristáltica; D- descarte; 

B1- 30 cm; B2- 10 cm; x e y- confluências; Ar- gás de arraste (argônio); G/L- 

separador gás/líquido. As setas indicam o sentido das soluções.   

 

 

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

metodologia para determinação 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 determinação de espécies de As em moluscos bivalves por LC-ICP-MS e LC-CVG-ICP-MS. 

Moluscos b ivalves  

Locais de coleta: 

- Acupe 

- Bom Jesus dos Pobres 

- Ilha da Maré  

- Mutá 

- Salinas 

- Suape 

- Tainheiros 

Tecido comestível do molusco 

Anomalocardia brasiliana sp., Iphigenia brasiliana sp.   

Macoma constricta sp. e Trachycardium muricatum sp. 

Digestão (MW)  Extração  

Amostra (400 mg) 
6 mL de HNO 3 (14 mol L -1) 

MW 
6 min, 80 °C 

US 

   6 min, 20 kHz/130 W  

ICP OES 

As total 

      Amostra (200 mg) 
 H2O (6 mL) 

LC-ICP-MS 

pH, vazão, tipo e concentração da 
 fase móvel 

LC-CVG-ICP-MS 

NaBH4 , HCl e vazão do 
argônio 

As(III), AsB, DMA, MMA, ρ-ASA, e As(V) As(III), DMA, MMA e As(V) 

Coleta na BTS 

Liofilizado e Moído 
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5    APRESENTAÇÃO E DISCUSSÃO DOS RESULTADOS 

 

 

 

 Neste capítulo são apresentados e discutidos os resultados 

obtidos após as avaliações feitas no presente trabalho, tais como (i) 

procedimentos de preparo de amostra para especiação química de As por 

ultrassom e micro-ondas, (ii) ajuste dos procedimentos de determinação de 

espécies de As por LC-ICP-MS e LC-CVG-ICP-MS e (iii) avaliação da eficiência 

do preparo de amostra e técnicas de especiação de As desenvolvidas neste 

trabalho e aplicadas para moluscos bivalves e materiais de referência. 
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5.1 Determinação de As total 

As amostras de moluscos bivalves foram decompostas em forno de 

micro-ondas para determinação de As total, juntamente com material de 

referência certificado (DORM-2, BCR-627 e NIST 1566b), conforme descrito no 

item 4.5 (“Procedimento para determinação de As total em moluscos bivalves”). 

Os valores obtidos para As total nessas amostras foram adotados como 

referência, e estão mostrados na Tabela 4. 

 

Tabela 4.  Concentração de As total em moluscos bivalves. Determinação por ICP 

OES após digestão por micro-ondas.  (média ± sd, µg g-1, n = 3). 

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

 

Conforme os resultados mostrados na Tabela 4 para As total em 

moluscos bivalves, em geral, as concentrações de As nas espécies de 

moluscos são semelhantes. Somente a concentração 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 

concentração de As nos tecidos dos moluscos expressa uma concentração 

Molusco Local da coleta As total 

Anomalocardia brasiliana sp. 

Tainheiros 10,9 ± 0,3 

Acupe 17,1 ± 0,8 

Ilha de Maré 9,9 ± 0,7 

Iphigenia brasiliana sp. 

Mutá 17,1 ± 0,2 

Salinas 16,8 ± 0,5 

Suape 11,7 ± 0,6 

Macoma constricta sp. 
Bom Jesus 100 ± 2 

Suape 33,0 ± 3,0 

Trachycardium muricatum sp. 

Mutá 14,5 ± 0,6 

Tainheiros 12,6 ± 0,3 

Bom Jesus 12,9 ± 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 
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média por período de tempo, enquanto que se compararmos com os valores 

observados na água, sendo estes muito variáveis.207 Existe uma diversidade na 

origem dos moluscos bivalves que pode resultar numa variabilidade de níveis 

de contaminação, o que pode explicar as diferenças de concentração de As 

entre espécies de moluscos analisadas. Entre os fatores estão incluídos a 

variabilidade sazonal e o tamanho do molusco.208 Esta variabilidade também é 

dependente de fatores físico-químicos e interações biológicas. Além disso, 

variações de salinidade em sistemas estuarinos têm uma forte influência sobre 

os padrões temporais como variações diárias e anuais.209 Organismos 

marinhos são conhecidos por acumular grandes quantidades de As, com 

concentrações tipicamente na faixa de 1 a 100 mg kg-1,212 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 referência certificados DORM-2, BCR-627 e NIST 1566b, com 

decomposição por sistema fechado em micro-ondas e determinação por ICP 

OES, foram concordantes com os valores certificados, o que atesta a exatidão 

da metodologia utilizada. 

O limite máximo de As em peixes e produtos de peixe para o consumo 

humano foi estabelecido pelo decreto 55.871-65, publicado em 27/3/1965 pela 

ANVISA.47 Considerando este limite, todas as espécies de moluscos, 

independente do local, não podem ser consumidas, uma vez que a ordem de 

grandeza, acima do permitido, é de 4 a 100 vezes, o que é um fato 

preocupante para a população de BTS que se alimenta desses animais. Tal 

fato pode estar relacionado diretamente com contribuições antrópicas 

(descargas de efluentes industriais e domésticos, extração de petróleo, 

processos de geração de energia, emissão veicular e atividades portuárias), 

para a elevação dos níveis de contaminantes encontrados atualmente na BTS. 

 

5.2 Determinação de cloreto nas amostras 

 

O ICP-MS é um equipamento ideal para a determinação de 

elementos traço numa grande variedade de matrizes.213 Porém, algumas 

matrizes apresentam dificuldades analíticas específicas inerentes à sua 
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composição, resultando na formação de íons poliatômicos. Por exemplo, 

águas estuarinas e de oceano contêm altos níveis de elementos alcalinos, 

alcalinos-terrosos e íons cloreto. Estes elementos químicos formam íons 

poliatômicos como ArCl+,  ArNa+,  OCl+, 36Ar39K+, 43Ca16O2+, 23Na12C40Ar+, 
59Co16O+, 36Ar38Ar1H+ e etc.214-215 

A determinação de As por ICP-MS, assim como outros elementos, 

pode ser prejudicada por interferências espectrais causadas por íons 

poliatômicos. Esse tipo de interferência pode ocorrer em função da matriz 

da amostra, de reagentes utilizados no preparo da amostra ou de espécies 

geradas no plasma por combinação com os gases atmosféricos.214 Dentre 

os interferentes que são comuns na determinação de As, o cloreto é um dos 

mais severos, devido à formação de 40Ar35Cl+ (m/z 75).213-216 

Para tanto, foi determinada a concentração de cloreto nas amostras de 

moluscos após extração com água (massa de amostra de aproximadamente 

200 mg em 6 mL de água) e uso da MAE na mesma condição utilizada para 

análise de especiação de As. As quatro espécies de moluscos em estudo e os 

locais de coleta na BTS foram avaliados. 

 

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

locais da BTS. Determinação por IC após MAE (%, n = 3). 

 

Conforme, mostrado na Tabela 5, foi observado que as concentrações 

de íons cloreto nas amostras após extração com MAE apresentaram resultados 

variáveis de acordo com o local de coleta, no entanto, estes valores estão 

abaixo dos valores que poderiam acarretar em interferência significativa de 

cloreto na determinação de espécies de As por LC-ICP-MS. Para a 

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 

Mutá 4,3 
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determinação de As total por ICP-MS, certamente estes níveis de concentração 

de cloreto formam íon poliatômico 40Ar35Cl+ e, consequentemente, resultados 

errôneos podem ser obtidos. 

 

5.3 Avaliação de procedimentos de extração das espé cies de As 

A extração de As em amostras de organismos marinhos é uma das 

etapas críticas na sequência de operações analíticas em análise de especiação 

devido à possibilidade de perda de analito, extração insuficiente e 

interconversão de espécies.217-219 Dessa forma, para garantir a qualidade da 

análise de especiação de As, a composição da solução extratora é considerada 

importante, assim como a concentração da mesma. A solução extratora deve 

ser capaz de extrair quantitativamente as espécies de As, sem perda e 

interconversão de espécies. 

 

5.3.1 Tipo de solução extratora e concentração 

 

Métodos de extração em condições de operação simples são desejáveis 

para a extração quantitativa do analito. As metodologias de extração propostas 

para estudos de especiação devem estar de acordo com o tipo de amostra e 

características físico-químicas das espécies.217  

O tipo de solução extratora é um dos fatores que influencia na extração, 

sendo que para as espécies de As presentes em amostras biológicas, metanol 

e água são os extratores mais utilizados. Resultados obtidos de soluções 

extratoras para As total em materiais de referência certificados estão 

mostrados na Tabela 6. 
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Tabela 6 . Resultados obtidos para As total após extração com MAE e UAE usando 

diferentes soluções extratoras. Resultados (%) representam a média e o 

desvio-padrão de 3 replicatas de cada amostra. Determinação de As total 

por ICP OES. 

 

Apesar de vários estudos de procedimentos de extração de espécies de 

As relatados na literatura,127, 144-145, 210-212, 215-227 neste trabalho foi avaliada a 

extração com MAE e UAE com diferentes solventes nos materiais de referência 

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 proporção dos mesmos utilizando misturas de água e metanol na 

proporção de 1:1, 1:2 e 1:3. De acordo, com os resultados mostrados na 

Tabela 6, a melhor recuperação de As total foi quando as amostras foram 

submetidas a radiação micro-ondas, utilizando água ou uma mistura de 1:1 de 

metanol:água, salientando que com o aumento da concentração de metanol 

diminuiu a extração de As. Estes resultados estão de acordo com outros 

trabalhos.94,180,219,228-229,231-232 A extração dos compostos de As pode ser 

explicada através da maior solubilidade dos mesmos nos solventes avaliados e 

o tipo de matriz. A água é um solvente altamente polar, que é capaz de 

solubilizar compostos iônicos (inorgânicos e orgânicos) e não-iônicos. Além 

disso, as espécies de As, na grande maioria, são naturalmente polar ou iônica 

e, muito solúvel em água.233-234 A recuperação quantitativa de As na água 

indica também que quantidades significativas de compostos polares 

inorgânicos estão presentes.229 Por este motivo e devido a melhor recuperação 

do analito, foi escolhida a água como meio extrator. Estes dados estão de 

acordo com McSheehy et al.157, que compararam os efeitos da água, metanol e 

água-metanol (1:1), tanto para a extração das espécies, quanto da quantidade 

total de As extraído. Entretanto, a eficiência de extração de espécies de As 

Soluções extratoras  
SRM 1566b BCR 627 

MAE UAE MAE UAE 

Água 99 ± 2 91 ± 3 101 ± 5 93 ± 2 

Metanol - Água (1:1) 97 ± 4 89 ± 5 99 ± 7 86 ± 3 

Metanol - Água (2:1) 92 ± 2 83 ± 3 94 ± 4 81 ± 7 

Metanol - Água (3:1) 89 ± 2 77 ± 8 91 ± 2 72 ± 6 
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pode variar de um laboratório para outro, conforme resultados obtidos de 

estudo interlaboratorial para o material de referência certificado DOLT-4 

(Dogfish liver).235 Dessa forma, os dados reportados não mostraram diferença 

entre os vários sistemas de solventes e a água foi utilizada como meio extrator 

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

Diferentes procedimentos de extração foram avaliados por diversos 

autores,95,101, 117,157, 211 sendo utilizados água e diferentes misturas de água-

metanol como agentes de extração. Porém, praticamente todas as espécies de 

As presentes em organismos marinhos foram extraídos somente com água.   

 

5.3.2 Efeito da massa de amostra 

 

Diferentes massas de amostra foram avaliadas, utilizando-se água 

auxiliada por radiação MW, que foi a melhor condição, de acordo com os 

resultados mostrados anteriormente. Para este estudo, foi utilizado material de 

referência e amostra. Foram avaliadas massas de amostra na faixa de 50 a 

300 mg, mostrados na Figura 9. Após a extração, o sobrenadante foi separado 

da fase sólida por centrifugação a 3000 rpm durante 5 min. Foi preparado um 

branco para cada condição.  
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Figura 9 . Efeito da massa de amostra sobre a extração de As. 

 

Conforme, os resultados apresentados na Figura 9, observa-se que 

melhores extrações foram obtidas com massa de amostra de 200 mg para os 

materiais de referência e amostra de molusco. Condições semelhantes foram 

observadas por Cao et al.115 Sendo assim, esta foi a massa de amostra 

selecionada para determinar espécies de As nos estudos posteriores, uma vez 

que massa superior a 200 mg foi observado um decréscimo no sinal pela 

dificuldade de extração satisfatória das espécies de As. 

Massas acima de 300 mg não foram testadas para extração de 

espécies, pois foi verificado que ocorre um aumento na pressão da coluna 

cromatográfica, provavelmente devido a presença de partículas, maior 

viscosidade ou dificuldade de solubilização da matriz da amostra no extrator. O 

uso de massas menores do que 200 mg não é recomendado, pois algumas das 

espécies estão em baixas concentrações, podendo não serem detectadas. 
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5.3.3 Efeito do tempo de sonicação por UAE 

A interação entre as espécies de As depende do tempo de extração, da 

matriz, da composição do meio extrator, e também, do dispositivo de ultrassom 

(banho ou sonda, bem como a amplitude e frrequência) utilizado. Para este 

estudo, a massa de amostra utilizada foi de 200 mg, sendo esta escolhida 

anteriormente como a massa de amostra com intensidade favorável e extração 

quantitativa das espécies de As. As amostras foram sonicadas em 6 mL de 

água, utilizando-se uma sonda de ultrassom. Foi preparado um branco para 

cada condição. Após sonicação, o sobrenadante foi separado da fase sólida 

por centrifugação a 3000 rpm durante 5 min. A influência do tempo de 

sonicação sobre a eficiência da extração pode ser visto na Figura 10. As 

recuperações obtidas para As total nas soluções de referência e amostra 

mostram que a extração por sonicação é rápida e foi observada recuperação 

quantitativa dos analitos somente em 6 min de sonicação em 6 mL de água. 

Cabe destacar, que o aumento do tempo de sonicação, pode facilitar o contato 

da superfície das partículas da amostra com o extrator, o que é também 

influenciado pela alta velocidade de jatos gerados pelo ultrassom. A Figura 10 

mostra as recuperações obtidas para As total por ICP OES. 
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                      Figura 10.  Efeito do tempo de sonicação na extração de As. 

 

De acordo com a Figura 10, a eficiência de extração de As total com o 

uso de UAE foram inferiores quando comparadas com a eficiência de extração 

obtidas por MAE (Tabela 6 – item 5.3.1). Além disso, foi feito avaliação da 

possível interconversão das espécies de As, onde ficou demonstrado que há 
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interconversão de espécies As, principalmente do estado de oxidação +5 para 

+3 e possível degradação de espécies orgânicas. Isso pode estar associado à 

mineralização do composto dentro da zona gasosa ou da zona quente das 

bolhas de cavitação, onde, além da elevada temperatura, há a geração de 

radicais, consequência da energia da radiação US. É importante mencionar 

que as interconversões de espécies de As estão de acordo com outros 

trabalhos.104,116 Por conseguinte, a extração com UAE não foi utilizada para 

estudos subsequentes.  

 

5.3.4 Avaliação da extração por MAE 

 

Uma das principais vantagens do uso da radiação MW é o rápido 

aquecimento da mistura de amostra e solvente de extração. Além disso, podem 

ser utilizados recipientes fechados, pouco volume de solvente, geralmente de 6 

a 10 mL, e o tempo de procedimento de extração é de aproximadamente 15 a 

30 minutos. De maneira geral, a reprodutibilidade e as recuperações das 

espécies são melhores em comparação com as técnicas convencionais de 

extração 217, como a extração por Soxhlet,208,210 líquido-sólido ou líquido-líquido, 

203, 205, 224 e sonicação 145, 147, 166, 168. Entretanto, estes recursos são utilizados 

para extrair uma variedade de espécies de As a partir de vários tipos de 

organismos marinhos. Desta forma, optou-se por testar a extração por MAE.  

Na Figura 11 são mostrados os aspectos das amostras de moluscos bivalves 

após extração com MAE. 
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Figura 11 . Amostras de moluscos bivalves após extração com micro-ondas. 

 

Cabe destacar, que as soluções das amostras de moluscos, mostradas 

na Figura 11, foram obtidas após extração por MAE. O aspecto das soluções 

foi semelhante e considerado adequado para análise por cromatografia. 

 

5.3.4.1 Efeito do tempo de extração por MAE 

 

Para a avaliação do tempo de extração por MAE foram utilizados 200 mg 

de amostra, conforme otimização descrita no item 4.7.2 (“Procedimento usado 

para a extração das espécies de As assistida por micro-ondas”- Materiais e 

Métodos). Tempos de contato da amostra com a solução extratora foram 

avaliados entre 3 a 12 min. Conforme Figura 12, pode ser observado que em 6 

min obtiveram-se melhores recuperações para a amostra e soluções de 

referência.  
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Figura 12. Efeito do tempo de extração por MAE na extração de As. 
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Pode-se observar na Figura 12, que a eficiência de extração de As na 

amostra utilizando MAE são melhores em relação ao uso de UAE, onde a 

eficiência máxima de extração foi de 93% (Tabela 6 – item 5.3.1). Dessa forma, 

pode-se afirmar que o procedimento de MAE é apropriado para a determinação 

de espécies de As em moluscos bivalves, já que a eficiência de extração foi 

sempre melhor (97 ± 3 a 101 ± 5%) na amostra e soluções de referência. 

Sendo assim, foi fixado em 6 min o tempo de extração por MAE. O emprego de 

potência relativamente baixa (500 W) das micro-ondas permite uma extração 

relativamente rápida das espécies de As, sem alterar as ligações carbono-As 

das espécies orgânicas de As presentes em organismos marinhos. 

 

5.3.4.2 Efeito da temperatura de extração por MAE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 13.  Efeito da temperatura de extração por MAE na extração de As. 
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Considerando os resultados mostrados na Figura 13, a recuperação 

obtida para as amostras foi acima de 97 ± 3%. Dessa forma, foi fixada a 

temperatura em 80 °C com tempo de irradiação de 6 m in, escolhido 

anteriormente. Esta condição levou à melhores resultados, com recuperações 

satisfatórias para As total, sendo concordante com as condições estabelecidas 

por Narukawa et al.219 No entanto, ao contrário do que foi observado no 

presente trabalho, estes utilizaram 30 min para extração, o que também está 

de acordo com o trabalho de Yeh et al.220 

O uso de MAE com água como solvente extrator é relatado por vários 

autores como o método mais adequado para extração de espécies de As, uma 

vez que a água favorece a extração de espécies inorgânicas e orgânicas de As 

presentes na grande maioria dos organismos marinhos.207,209,225 

 

5.4 Estudo de estabilidade de espécies de As 

Uma das principais dificuldades na análise de especiação é prevenir a 

interconversão das espécies químicas no procedimento de extração, 

armazenagem das soluções e no processo de separação.217 No caso do As, 

apesar da maioria das espécies serem relativamente estáveis, pode haver 

interconversão. A temperatura é bastante crítica neste aspecto e deve ser 

considerada no processo de extração. Espécies de As podem ser convertidas 

de uma forma para outra, ou haver perdas de espécies. As condições 

adequadas de armazenamento e extração das espécies de As evita a 

interconversão.222 

A estabilidade das espécies de As foi estudada através da comparação 

do armazenamento do extrato das amostras (Anomalocardia brasiliana sp.)  

sob refrigeração (cerca de 4 °C) e a temperatura ambiente (cerca de 22 °C) 

com a adição de 20 µg L-1 de soluções de referência de As(III), AsB, DMA, 

MMA, ρ-ASA e As(V). A extração foi feita com água e MAE, e a estabilidade 

das espécies de As foi avaliada durante um período 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 adição equivalente a 20 µg L-1 de cada espécie de As 

após extração com água por MAE. 

 

Pode-se observar na Figura 14 que as espécies de As, armazenadas 

sob temperatura ambiente, apresentaram valores baixos de recuperação, 

sendo de 29,8 ± 2,1 a 60,0 ± 1,7% para ρ-ASA e As(III), respectivamente. Além 

disso, foi observado que as espécies orgânicas DMA, MMA e AsB submetidas 

à temperatura ambiente foram mais estáveis que as espécies inorgânicas. No 

entanto, quando armazenadas sob refrigeração, as recuperações obtidas para 

As(III) e MMA foram de 95,9 ± 1,2 a 101 ± 1%, respectivamente. Dessa forma, 

podemos concluir que espécies inorgânicas são menos estáveis à temperatura 

ambiente. Sendo assim, é imprescindível o armazenamento adequado dos 

extratos de moluscos sob refrigeração, pois se evita a perda de espécies de 

As, interconversão das espécies ou degradação da amostra, uma vez que a 

matriz é biológica e pode ocorrer biotransformações microbiológicas que 

podem levar à biometilação de espécies inorgânicas de As.226-228 Como 

podemos observar na Figura 14, recuperações satisfatórias foram obtidas para 

as espécies de As sob refrigeração por aproximadamente 3 meses, o que está 

de acordo com dados reportados na literatura.25,135, 236-240   
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Cabe destacar, que a flora microbiana que prolifera após a morte do 

organismo marinho, persiste durante o armazenamento, mesmo em condições 

sob refrigeração pode ser responsável por processos de conversão das 

espécies de As.237 É possível que a alteração das condições de manuseio (por 

exemplo, a temperatura de refrigeração, a armazenagem, o tempo entre a 

captura e análise) aplicada aos organismos marinhos após a captura pode ter 

um efeito sobre a microflora bacteriana e, consequentemente, sobre a 

degradação das espécies de As em organismos marinhos.239 Neste estudo, 

para prevenir a degradação e/ou perda da espécie de As, todos os extratos 

foram analisados no mesmo dia do procedimento de extração. 

 

5.5 OTIMIZAÇÃO DO SISTEMA LC-ICP-MS 

 

5.5.1 Ajuste do instrumento ICP-MS 

 

Para a determinação de espécies de As por ICP-MS foi feito 

monitoramento do isótopo m/z 75, sendo que o instrumento de ICP-MS foi 

inicialmente ajustado no modo convencional de introdução de soluções 

(nebulização pneumática) com a finalidade de obter máxima sensibilidade para 

As, conforme descrito no item 4.1 (“Instrumentação” – Materiais e Métodos). 

Quando o sistema LC foi acoplado ao instrumento ICP-MS foi feita a otimização 

de cada parâmetro separadamente, alguns parâmetros foram fixados e 

utilizados para o sistema LC-CVG-ICP-MS, já outros parâmetros que 

influenciam no emprego da CVG acoplada à técnica de ICP-MS foram 

avaliados. 

 

5.5.2 Análise de especiação de As por LC-ICP-MS 

 

O acoplamento LC-ICP-MS foi feito diretamente, ou seja, a saída da 

coluna de troca aniônica foi conectada ao nebulizador pneumático do 

instrumento. O tipo, concentração, pH, vazão e condição da eluição (isocrática 

ou gradiente) da fase móvel foram avaliados de forma a obter o melhor 
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desempenho na separação e quantificação das espécies de As. Estes 

parâmetros foram estudados de forma univariada com a utilização de soluções 

contendo 10 µg L-1 de As de cada espécie de As em água e amostra de 

molusco bivalve (Anomalocardia brasiliana sp.), extraídas com água e MAE. O 

perfil do sinal cromatográfico, quando em água ou fase móvel são 

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

Os testes iniciais para a separação dos compostos de As(III), AsB, DMA, 

MMA ρ-ASA e As(V) foram  feitos  tomando-se,  como  referência,  as  

condições empregadas por Leufroy et al.116 Para o primeiro parâmetro 

avaliado, o tipo de fase móvel, foi observada a compatibilidade do tipo de fase 

móvel com o instrumento de ICP-MS, uma vez que altos teores de solventes 

orgânicos ou sais podem causar instabilidade do plasma ou extinguir o mesmo 

e formar depósitos de carbono ou sais na interface do instrumento. Além disso, 

o carbono pode causar aumento na intensidade do sinal do As, possivelmente 

pelas recombinações (íons e elétrons) que acontecem no plasma para os 

elementos não totalmente ionizados, como o As (9,81 eV).148 A condição de 

separação cromatográfica inicialmente testada foi adaptada de Brisbin et al.226. 

Na Figura 15 é mostrado o cromatograma obtido de acordo com as condições 

citadas abaixo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15.  Cromatograma obtido por LC-ICP-MS. Condição de eluição: (a) 30,0 mmol 

L−1 (NH4)2CO3, (b) 20,0 mmol L−1 (NH4)2CO3, (c) 15,0 mmol L−1 (NH4)2CO3 e 

(d) 10,0 mmol L−1 (NH4)2CO3, pH  8,5 e vazão de 1,25  mL min −1. Coluna 

de troca aniônica PRP-X100.  
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Conforme mostrado na Figura 15, pode-se observar que a condição 

adaptada da literatura não levou à separação adequada das espécies de As, 

principalmente entre os picos AsB e DMA, além de pouca resolução entre as 

outras espécies de As e instabilidade da linha de base. 

Outra condição avaliada foi adaptada de B´Hymer e Caruso225 que 

utilizaram coluna de troca aniônica para a separação das espécies de As em 

solução de referência de 60 µg L-1 de cada espécie de As. O cromatograma 

está mostrado na Figura 16. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16.  Cromatograma obtido por LC-ICP-MS. Condição de eluição: (a) 12,5 mmol 

L−1 (NH4)2CO3 – 0 a 2 min, (b) 50,0 mmol L−1 (NH4)2CO3 – 3 a 6 min, (c) 15,0 

mmol L−1 – 8 a 10 min (NH4)2CO3 e (d) 10,0 mmol L−1 (NH4)2CO3 – 10 a 12 

min. Coluna de troca aniônica PRP-X100. Fase móvel:  pH  8,5,  vazão:  

1,10  mL min −1. 

 

De acordo com a Figura 16, pode-se observar que as espécies de As, 

utilizando esta fase móvel e nas condições empregadas apresentaram 

resolução ruim. Mesmo com alteração na concentração da fase móvel não foi 

possível melhorar a separação das espécies. 

Comparando-se os cromatogramas das Figuras 15 e 16, percebe-se que 

os dois cromatogramas foram utilizados no modo de eluição gradiente. Este 

modo de eluição favorece a separação de espécies catiônicas e neutras das 

espécies inorgânicas e orgânicas de As.241  Além disso,o modo de eluição por 

gradiente com hidróxido de amônio requer menos tempo para separar As(III) 
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inorgânico e orgânico em diferentes amostras,242 mas a eluição com (NH4)2CO3 

requer longo tempo para eluir As(V) nesta coluna, não sendo favorável para 

esta espécie de As. Dessa forma, é recomendado a combinação de carbonato 

e hidróxido de amônio como fase móvel nas concentrações de 5 mmol L-1 e 20 

mmol L-1, respectivamente, para separação das espécies catiônicas e neutras, 

sendo as primeiras espécies de As a eluir nestas condições.243 Dessa forma, o 

modo de eluição isocrático não será testado nos experimentos subsequentes. 

Outras formas de eluição são recomendadas, entre elas o fosfato de amônio e 

metanol como modificador químico. Usando estas fases móveis, foi avaliada 

somente o seu efeito na separação de As (III) e AsB de uma solução de 

referência contendo 60 µg L-1 de cada espécie, sendo que estas possuem 

tempo de retenção muito próximo. Na Figura 17 estão mostrados os 

cromatogramas (a) e (b) com estas espécies. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17.  Cromatogramas obtidos por LC-ICP-MS. Coluna de troca aniônica PRP-

X100. Fase móvel:  pH  6,5, vazão:  1,25  mL min −1. Condição de eluição 

(a): fosfato de amônio 5 mmol L-1 – 0 a 1,7 min e 15 mmol L-1 – 1,7 a 5 min. 

Condição (b): fosfato de amônio 5 mmol L-1 com metanol a 1% – 0 a 1,8 

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

 

Conforme mostrado na Figura 17, os cromatogramas (a) e (b) obtidos da 

solução referência de 60 µg L-1 de As(III) e AsB, pode-se perceber que com a 

fase móvel fosfato de amônio 10 mmol L-1 (a) e (b) fosfato de amônio 10 mmol 

L-1 com metanol a 1% (v/v) como modificador químico não foi possível obter 

uma boa separação das espécies de As. Após, os estudos feitos com 
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diferentes fases móveis, foi observado que a afinidade de um analito com um 

trocador de ânions depende da densidade da carga e da polarizabilidade das 

duas cargas opostas. Para um material trocador de ânions, a densidade de 

íons é determinada pelo número de sítios trocadores de ânions, da capacidade 

de massa do material da coluna e a polarizabilidade é semelhante entre as 

colunas funcionalizadas pelos mesmos grupos iônicos. Até o momento, R4N
+, 

SO3
-, RCOO- foram os trocadores de íons frequentemente usados.243 A 

densidade de carga e polarizabilidade dos analitos depende do tamanho da 

molécula e a carga é muitas vezes controlada pelo equilíbrio de dissociação. O 

pKa de espécies de As estão distribuídos numa ampla faixa, mas muitos deles 

são > 8. 244-246 Por isso, a sua dissociação, com formação de espécies com 

carga negativa, depende do pH e o mesmo é válido para vários sítios da coluna 

de troca iônica, protonada ou desprotonada. Todas estas variáveis são 

controladas pelo pH do eluente, sendo esta uma das principais variáveis, no 

entanto, infelizmente, o pH dos eluentes frequentemente utilizados não podem 

ser ajustados para cada pKa da espécie de As e, sim, ajusta-se de acordo com 

o comportamento de retenção e seletividade do método.243 

 

5.5.2.1 Escolha da coluna de troca de íons 

 

Na cromatografia a líquido com o uso de coluna de troca de íons 

(aniônica ou catiônica), a separação é dependente da afinidade das espécies 

da fase estacionária de acordo com as características da mesma, como a 

estrutura molecular, polaridade, carga e características do analito e da fase 

móvel. A coluna de troca aniônica é uma das fases estacionárias mais 

empregadas em análise de especiação de As com técnicas cromatográficas. 

Neste trabalho todas as separações foram efetuadas usando uma coluna de 

troca aniônica (PRP-X100, Hamilton), uma vez que esta separa a grande 

maioria das espécies de As presentes em organismos marinhos.127,145, 210-212, 

214-217, 219-223 A coluna de troca catiônica é usada para separar melhor a AsB, 

sendo que esta somente separa os cátions, pouco comuns em organismos 

marinhos, porque dificulta a separação das outras espécies de As neste tipo de 

amostra.111  
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5.5.2.2 Escolha do tipo e concentração da fase móve l  

 

Na análise de especiação de As em organismos marinhos, pode haver a 

presença de diversas espécies de As, como catiônicas, aniônicas e neutras e, 

devido a isto, os problemas surgem na escolha e concentração da fase móvel 

favorável à separação de todas as espécies de As presentes. Por exemplo, se 

a AsC está presente, esta normalmente co-elui com a AsB, assim como e 

TMAO.241 A coluna de troca catiônica pode ser usada para separar a as 

espécies AsB, AsC e TMAO.236 No entanto, as espécies aniônicas de As(III), 

As(V), DMA e MMA geralmente co-eluem.229 Alternativamente, o pareamento 

de íons com coluna de fase reversa, geralmente de sílica recoberta com grupos 

C8 ou C18, pode ser utilizada para a separação de AsB das espécies 

orgânicas213 e inorgânicas de As. Carbonato de amônio como fase móvel em 

coluna de troca aniônica não é muito usual, embora alguns autores têm 

explorado o seu uso para a especiação de As.229 Porém, comparado a outras 

fases móveis, como solução contendo fosfato, carbonatos produzem muito 

pouco resíduo na interface do ICP-MS. 

 Baseando-se nas diferentes propriedades químicas dos compostos de 

As, complexidade da matriz de moluscos e diversidade de espécies de As 

presentes na amostra, foram estudadas as condições da fase móvel de acordo 

com as citações na literatura, usando fosfato ou carbonato de amônio.241-243 

Inicialmente foi avaliado o fosfato dibásico de amônio, onde foi observado que 

as espécies de As(III) e AsB eluem facilmente da coluna de troca aniônica. No 

entanto, apresentaram sobreposição e, dessa forma foi avaliada a 

concentração desta fase móvel de 1 a 20 mmol L-1. Porém, foi obtida 

separação cromatográfica satisfatória, somente para as outras espécies de As 

[DMA, MMA, ρ- ASA e As(V)]. Após estes resultados, foi avaliado o carbonato 

de amônio como fase móvel, sendo testadas concentrações de 1 a 20 mmol L-

1. Foi observada que na concentração de 6 mmol L-1 ocorreu melhor separação 

das espécies de As(III) e AsB, no entanto para DMA, MMA, ρ-ASA e As(V), a 

separação não foi satisfatória, pois houve sobreposição de DMA e MMA. 

Sendo assim, foi avaliado o modo por eluição gradiente, utilizando fosfato 

dibásico de amônio e carbonato de amônio com diferentes concentrações. 
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Após, o estudo da influência da fase móvel e concentração da mesma, o 

modo de eluição gradiente de fase móvel foi a melhor condição de separação 

de As(III), AsB, DMA, MMA, ρ-ASA e As(V) presentes em soluções referências 

e para amostra de moluscos. Assim, o programa para a separação das 

espécies de As foi de: 0 a 1,4 min empregando 6 mmol L-1 de (NH4)2HPO4, 1,4 

a 2,7 min empregando 20 mmol L-1 de (NH4)2CO3  e 2,7 a 15 min utilizando 6 

mmol L-1 de (NH4)2HPO4. O cromatograma obtido empregando estas condições 

é mostrado na Figura 18. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 . Cromatograma obtido a partir de uma solução mista de solução de referência 

de cada espécie de As na concentração de 10 µg L-1 por LC-ICP-MS. 

Injeção de 200 µL. 

 

5.5.2.3 Influência do pH e vazão da fase móvel 

 

Na cromatografia de troca de íons, o  pH  é  um  dos parâmetros que 
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ser catiônicas, aniônicas ou neutras,247 que torna possível a separação por 

troca de ânions, pareamento de íons e troca de cátions, em menor escala. Nas 

aplicações de cromatografia por troca aniônica, uma boa resolução obtida foi 

na faixa de pH 5 a 11. A ordem de eluição mais comum é a As(III), AsB, DMA, 
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MMA e As(V), a qual pode mudar em função do pH e da condição de eluição, 

na maioria das vezes, gradiente. Além do pH, a concentração (força) da fase 

móvel também é importante no processo de separação, tendo em vista que 

concentrações superiores a 10 mmol L-1 de fosfato, algumas espécies de As 

co-eluem, ao contrário foi observado para o carbonato que é necessário 20 

mmol L-1 para separar outras espécies de As. Dessa forma, há uma melhor 

separação das espécies de As com fosfato, com exceção das espécies de As 

com maior interação com o sítio da coluna, favorecendo, neste caso, o uso de 

carbonato como fase móvel. O pH da fase móvel de fosfato de amônio foi 

avaliado de 5,0 a 9,0 mL min-1, cujo efeito na separação das espécies de As é 

mostrado na Figura 19.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19.  Influência do pH da fase móvel fosfato de amônio na separação das 

espécies de As em solução de referência de cada espécie de As. 
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muito próximos e em pH acima de 7,0 o tempo de retenção do ρ-ASA e As(V) 

aumenta. Para carbonato de amônio 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 móvel onde ocorreu a melhor separação das espécies de As foi 

9,0. Este valor está de acordo com o observado por Guérin et al.236 e Choi et 

al.240, que verificaram boa separação de espécies de As na faixa de pH entre 

5,0 e 9,0 utilizando carbonato e fosfato de amônio como fase móvel. Após o 

estudo do efeito do pH e da concentração da fase móvel, a influência da vazão 

da fase móvel foi avaliada de maneira a  obter um cromatograma com uma boa 

resolução entre as espécies de As e com o menor tempo. A vazão da fase 

móvel foi avaliada de 1,05 até 1,45 mL min-1. A vazão de 1,25 mL min-1 foi 

escolhida por proporcionar menores tempos de retenção. Vazões inferiores a 

esta não são favoráveis pelo perfil cromatográfico (picos mais alargados) e 

vazões superiores a esta resultam na sobreposição parcial dos picos de As(III) 

e AsB, assim como de ρ-ASA e As(V).  

 

5.5.2.4 Separação e identificação das espécies de A s 

 

As espécies de As(III), AsB, DMA, MMA, ρ-ASA e As(V)  foram 

identificadas de acordo com os tempos de retenção de cada espécie 

separadamente empregando soluções de referência das espécies de As 

individualmente e soluções contendo as seis espécies de As. 

 

5.5.2.5 Condicionamento da coluna cromatográfica  

 

Etapa de condicionamento da coluna cromatográfica foi necessária ao 

final de cada eluição cromatográfica, uma vez que foi observado que a 

separação não era reprodutível quando não era feito o condicionamento da 

coluna. Isso, provavelmente, é devido à condição gradiente empregada para a 

eluição das espécies de As, onde a fase móvel possui diferença de 

concentração inicial e final da fase móvel e para tal, o tempo de 

condicionamento foi avaliado passando-se a fase móvel pela coluna em 

diferentes intervalos de tempo (até no máximo 20 min). 
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Após a avaliação dos parâmetros de separação de As por LC-ICP-MS e 

obtida as condições de separação adequadas para as espécies presentes nas 

amostras de moluscos, nas Figuras 20, 21 e 22 são mostrados os 

cromatogramas para amostras de moluscos e solução referência de espécies 

de As. 
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5.5.2.6 Determinação de espécies de As por LC-ICP-M S 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20.  Cromatogramas obtidos por LC-ICP-MS de espécies de As em moluscos 

após extração com água por MAE. (a) Sobreposição de solução de 

referência a 10 µg L-1 de cada espécie de As [As (III), AsB, DMA, MMA, p-

ASA and As(V)] – “em cinza” com NIST 1566b – “em preto”. (b) 

Sobreposição de solução de referência a 10 µg L-1 de cada espécie de As 

[As (III), 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 referência NIST 1566b sobreposto ao 

cromatograma da solução de referência de 10 µg L-1 de cada espécie de As, 

mostra que as espécies presentes no NIST 1566b apresentaram o mesmo 

tempo de retenção para As(III), AsB e DMA. No entanto, não foram detectadas 

as espécies de ρ-ASA e As(V) no NIST 1566b, o que está de acordo com a 

literatura.171 A espécie desconhecida UK(1) (UK: desconhecido) foi detectada 

no material de referência, não podendo ser identificada devido a falta de 

composto de As de referência com o mesmo tempo de retenção desta espécie 

de As. De acordo com McSheehy et al.171, espécies de As desconhecidas no 

NIST 1566b podem ser atribuídos a AsS mais comuns, como derivados de 

glicerol, fosfato, sulfato ou sulfonato de ribose. No entanto, pela dificuldade de 

obtenção comercial de solução referência de AsS de metabólitos de 

organismos marinhos, não foi possível a obtenção deste para ser identificada 

com a técnica LC-ICP-MS. Porém, para a quantificação deste composto foi 

feita a curva de calibração com outra solução referência de As, como o DMA. O 

fato da quantificação ser feita desta forma é devido as respostas iguais por 

ICP-MS, de AsS e DMA, como As, ou seja, não há diferença na resposta do 

ICP-MS utilizando qualquer solução referência de As para a quantificação das 

espécies de AsS.170-172 

 No cromatograma da Figura 20(b) é observado que pela sobreposição 

do cromatograma da solução de referência de 10 µg L-1 de cada espécie de As 

com o cromatograma obtido da amostra Anomalocardia brasiliana sp., as 

espécies de As(III), AsB e DMA foram identificadas de acordo com o tempo de 

retenção. No entanto, nesta amostra de molusco também foi detectada a 

espécie não identificada UK(1). Na Figura 21(a) é mostrado o cromatograma 

obtido desta espécie de molusco com adição de solução referência de cada 

espécie de As e no cromatograma 21(b) é mostrada a espécie Macoma 

constricta sp., também com a adição de solução referência de cada espécie de 

As. 
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Figura 21.  Cromatogramas obtidos por LC-ICP-MS de espécies de As após extração com 

água por MAE. (a) Solução de referência a 10 µg L-1 de cada espécie de As [As 

(III), AsB, DMA, MMA, p-ASA and As(V)] – “em cinza” com amostra de 

Anomalocardia brasiliana sp. diluída 2 vezes e com adição de 10 µg L-1 de 

cada espécie de As [As (III), AsB, DMA, MMA, p-ASA and As(V)] – “em preto”. 

(b) Solução de referência a 10 µg L-1 de cada espécie de As [As (III), AsB, 

DMA, MMA, p-ASA and As(V)] – “em cinza” com amostra de molusco Macoma 

constricta sp. – “em preto”. 

As(III) 

AsB 

DMA MMA 

ρ-ASA 
As(V) 

UK(1) 
UK(2) 

Tempo, min 

In
te

ns
id

ad
e,

 c
ps

 

Solução referência a 10 µg L-1 de cada espécie de As 

Amostra (Macoma constricta sp.) 

 

 

- 

As(III) 

AsB 

DMA MMA 
UK(1) 

UK(2) 
ρ-ASA As(V) 

Tempo, min 

In
te

ns
id

ad
e,

 c
ps

 Solução referência a 10 µg L-1 de cada espécie de As 

Amostra (Anomalocardia brasiliana sp.) 2x diluída com 

adição de 10 µg L-1 de cada espécie de As 

 

 

(a) 

(b) 

 



 

78 

 

Apresentação e Discussão dos Resultados 

Conforme exposto na Figura 21(a), é possível identificar, por 

comparação do tempo de retenção das espécies de As em Anomalocardia 

brasiliana sp. e solução referência de As(III), AsB, DMA, MMA, ρ-ASA e As(V). 

No entanto, as espécies UK(1) e UK(2) foram detectadas, mas não 

identificadas. A espécie UK(2) somente foi detectada com adição de solução 

referência das espécies de As, entretanto, o tempo de retenção desta espécie 

não foi semelhante de nenhuma das soluções de referência adicionadas. Este 

fato, não pôde ser explicado, uma vez que quando adicionado separadamente 

as soluções de referência de espécies de As são adicionadas separadamente 

não foi detectada esta espécie. Ou seja, a espécie UK(2) somente é detectada 

quando são adicionadas todas as soluções de referência com as espécies de 

As.  

De acordo com os resultados obtidos por Le at al.242 os organismos 

marinhos não produzem AsB diretamente do arsenato presente na água do 

mar, mas podem ser originados da sequência de metabolizações e se 

acumulam ao longo da cadeia alimentar. Além disso, tem sido sugerido que os 

arsenoaçúcares, principais espécies encontrados em algas marinhas, são 

intermediários da produção de AsB em alguma fase da cadeia alimentar de 

moluscos. Porém, a origem da AsB ainda não é totalmente elucidada, mas 

sabe-se que é a espécie de maior concentração, principalmente, em moluscos 

bivalves. No cromatograma (b) da Figura 21, pode-se observar a presença das 

mesmas espécies de As na Macoma constricta sp. e Anomalocardia brasiliana 

sp. Na Figura 22, são 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 após extração 

com água por MAE. (a) Solução de referência a 10 µg L-1 de cada espécie 

de As [As (III), AsB, DMA, MMA, p-ASA and As(V)] – “em cinza” com 

amostra de Trachycardium muricatum sp.– “em preto”. (b) Solução de 

referência a 10 µg L-1 de cada espécie de As [As (III), 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 retenção de algumas das 

espécies de As detectadas em Trachycardium muricatum sp. são os mesmos 

das soluções de referência de As. Entretanto, duas espécies de As UK(1) e 

UK(2) não puderam ser identificadas e as espécies ρ-ASA e As(III) não foram 

detectadas. O As(V), DMA e MMA apresentaram picos com o perfil do sinal 

cromatográfico diferente ao das espécies nas soluções de referência, 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(III), AsB e MMA. Novamente, 

as duas espécies, UK(1) e UK(2) não foram identificadas. Cabe destacar, que 

as espécies de As detectadas nas amostras de moluscos apresentaram 

semelhanças nos perfis cromatográficos, 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.243 o MMA e DMA presentes em organismos marinhos 

provavelmente são provenientes da degradação da AsB. Estas evidências são 

importantes para avaliar o potencial de toxicidade de organismos marinhos 

comestíveis para os seres humanos, uma vez que MMA e DMA são mais 

tóxicos do que a AsB. 

Sabe-se que a distribuição das espécies de As em águas naturais 

depende principalmente do potencial redox e das condições de pH. Em águas 

de superfície, a espécie predominante é As(V), enquanto que sob condições 

moderadamente redutoras (por exemplo, águas subterrâneas, anóxicas) o 

As(III) é a forma termodinamicamente estável. O MMA e o DMA estão 

presentes em organismos marinhos provenientes de estuários, estando em 

concentrações variáveis, o que depende da salinidade, turbidez, temperatura e 

fitoplâncton. Além disso, os organismos marinhos, especialmente os bivalves 

acumulam, As na sua estrutura, sendo muitas vezes metabolizado para 

compostos orgânicos de As. Destes, AsC e, principalmente, AsB são as 

predominantes e os seus níveis geralmente podem variar de 1 a 100 mg kg-1. 

Os moluscos bivalves mais estudados, sob aspectos de toxicidade e 

contaminação são as ostras, e quando consumidos cruas, todas as espécies 

de As presentes são ingeridas.25 Entretanto, sendo a AsB, a espécie de As 

mais abundante na fauna marítima e até recentemente, na literatura, era 
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considerado desnecessário o desenvolvimento de metodologia para a 

determinação de AsB em organismos marinhos comestíveis, uma vez que esta 

espécie de As é considerada inócua à saúde humana.244 No entanto, os seres 

humanos são capazes de converter a AsB em DMA e TMAO,242,162 sendo 

atribuído a estas espécies potencial carcinógeno humano.244 Além disso, como 

mostrado no presente trabalho, há outras espécies de As presentes, as quais 

podem ser potencialmente tóxicas nos moluscos analisados. Cabe destacar, a 

importância de identificar e quantificar as espécies de As da fauna marítima 

para um melhor entendimento do metabolismo de As e de avaliação do risco 

associado ao seu consumo.  

 

5.5.2.7 Estudo de interferências espectrais na dete rminação de As por LC-

ICP-MS. 

 

Para a determinação do As por ICP-MS, o cloreto é um dos principais 

interferentes devido a formação de uma espécie poliatômica ArCl+ (40Ar35Cl, 

m/z 75), resultante, a partir da combinação de argônio (do plasma) e cloreto da 

amostra. Isto deverá resultar no aparecimento de um pico adicional no 

cromatograma correspondente à eluição de cloreto e, consequentemente, 

podendo interferir na identificação e/ou quantificação de alguma espécie de As, 

no caso de ocorrer co-eluição de cloreto com um composto de As. Desta forma, 

foi estudada a possível interferência do cloreto na determinação das espécies 

de As, avaliando-se solução de 500 mg L-1 de Cl-, sendo esta concentração 

superior das obtidas (ordem de 7 até 290 mg L-1) nas soluções das amostras 

de moluscos. O estudo foi feito injetando 200 µL desta solução de Cl- na 

ausência de As, cujos cromatogramas estão mostrados na Figura 23. 
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Figura 23.  Cromatogramas obtidos por LC-ICP-MS de (a) solução de referência de 

cloreto a 500 mg L-1 e (b) água ultrapurificada. 

 

Pode-se observar na Figura 23(a) que o cloreto eluiu em 4,5 min (m/z 

75), próximo do tempo de retenção do DMA. No entanto, como a concentração 

de Cl- nas soluções obtidas das amostras de moluscos é da ordem de 7 até 

290 mg L-1, a interferência causada na determinação das espécies de As é 

desprezível. Além disso, a interferência por cloreto pode ser contornada 

adotando condições de eluição do cloreto antes ou após das espécies de As de 

interesse. Ritsema et al.245 relataram que a eluição de modo gradiente com 

troca aniônica usando tampão de carbonato pode favorecer a eluição de cloreto 

após a eluição das espécies de As.153  

 

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

 

A combinação do uso de LC acoplado à CVG para análise de 

especiação de As melhora eficiência de introdução da amostra no plasma e 

melhora os limites de detecção na faixa de 10 a 100 vezes comparado com ao 

uso da nebulização pneumática. A CVG quando utilizado o NaBH4 em 

condições ácidas, favorece a formação de espécies quantitativas de arsina a 

partir da maioria das espécies de As, com exceção de AsB, AsC e AsS. Estas 

espécies não formam hidretos a partir da reação com NaBH4.
109  

Portanto, com o intuito de complementar os estudos empregando a LC-

ICP-MS, foi empregado um sistema para CVG, o qual foi introduzido logo após 

In
te

ns
id

ad
e,

 c
ps

 

Tempo, min 

(a) (b) 



 

83 

 

Apresentação e Discussão dos Resultados 

a coluna cromatográfica. A finalidade do uso da CVG foi de avaliar as espécies 

de As não 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 não reagem com o NaBH4. 

Dessa forma, somente as espécies de As que reagem com NaBH4 serão 

introduzidas no plasma e detectadas, enquanto que a AsB, AsC e os AsS não 

serão detectados. Além disoo, isto melhora o LOD das espécies de As 

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

Para tal estudo foram avaliados parâmetros que influenciam na 

formação de hidretos voláteis e, posterior determinação dos mesmos nas 

amostras de moluscos. 

 

5.6.1. Escolha da concentração de NaBH 4 

 

A concentração de  NaBH4 é  um  dos  parâmetros  importantes na CVG 

de As,  influenciando, principalmente, na cinética da reação de formação de 

hidretos. Além disso, como a geração de arsina depende do estado de 

oxidação de As e da forma como o mesmo está na solução (espécies 

inorgânicas, orgânicas ou complexos), a concentração do redutor poderá 

influenciar na formação da arsina. Para verificar a influência da concentração 

do NaBH4 na geração de compostos voláteis de As a partir de soluções de 

referência de As(III) e DMA (estas foram selecionadas para os estudos porque 

reagem com NaBH4, formando hidretos voláteis) serão introduzidas pelo 

sistema LC-CVG, foi feito um estudo com concentrações na faixa de 0,25 a 

1,50% (m/v) de NaBH4 com o objetivo de alcançar a máxima sensibilidade no 

sistema CVG, sendo mostrado na Figura 24. 
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            Figura 24.  Influência da concentração de NaBH4 sobre a intensidade do 

sinal de As(III) e DMA obtido por LC-CVG-ICP-MS. 

. 

 

Conforme mostrado na Figura 24, pode-se observar que nestas 

condições, a concentração que apresentou boa reprodutibilidade e eficiência na 

redução das espécies de As foi a concentração de 1,0% (m/v) de NaBH4 para 

as duas espécies de As, mostrando que tanto para a espécie inorgânica quanto 

para orgânica a formação de hidreto volátil foi favorecida nesta concentração, a 

qual foi escolhida. 
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5.6.2. Escolha da concentração de HCl 

 

A concentração de HCl foi avaliada de 0,50 a 2,0 mol L-1, utilizando 

soluções de referência de As(III) e DMA. Da mesma forma do que no caso do 

NaBH4, este estudo foi feito com o objetivo de alcançar a máxima sensibilidade 

para as espécies voláteis no sistema CVG, mostrado na Figura 25. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Figura 25.  Influência da concentração do HCl como meio reacional sobre a 

intensidade do sinal de As(III) e DMA obtido por LC-CVG-ICP-MS. 

.  

De acordo com a Figura 25, máxima intensidade obtida para as espécies 

de As(III) e DMA foi em 1,0 mol L-1 de HCl, sendo determinada esta 

concentração como meio reacional ácido, sendo este o mais indicado para a 

redução de As(III) com NaBH4. 
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5.6.3 Escolha da vazão do gás de arraste 

 

Na CVG, a fração gasosa é separada da parte líquida com auxílio 

de um gás de arraste no separador G/L. Este deve ser avaliado uma vez 

que influencia no transporte do hidreto até o detector e nas condições do 

plasma. O gás utilizado para esta finalidade foi o argônio. Para este 

estudo, vazões na faixa de 0,80 a 1,20 L min-1 foram avaliadas usando 

soluções de referência de As(III) e DMA. Na Figura 26 está mostrada a 

influência da vazão do gás de arraste sobre a intensidade dos sinais das 

espécies de As(III) e DMA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26.  Influência da vazão do gás de arraste sobre a intensidade do sinal 

de As(III) 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(III) e DMA foi de 1,15 L min-1, após este valor a 

intensidade começa a diminuir. Sendo assim, a vazão de gás argônio de 1,15 L 

min-1 foi selecionada como condição de trabalho. As vazões menores que 1,15 

L min-1 o perfil dos sinais é menos reprodutível. 

 

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

 

Como os organismos marinhos possuem elevada concentração de AsB, 

no entanto quando a geração de hidretos é empregada para especiação de As, 

observa-se que algumas espécies de As com elevado interesse ambiental e 

toxicológico, tais como AsB, AsC e AsS não geram hidretos.246 Nestas 

espécies, o As está ligado a cadeias de carbono, que não permitem produzir 

hidretos voláteis. Portanto, antes da análise, é necessária a quebra da ligação 

As-C e obter a conversão destas espécies de As em espécies formadoras de 

hidretos voláteis. No entanto, para a análise de especiação não podem ser 

utilizados procedimentos de decomposição ou qualquer procedimento que 

possa acarretar em modificação das espécies químicas.247-250 Dessa forma, foi 

avaliada a AsB por LC-CVG-ICP-MS, utilizando uma solução de referência de 

600 µg L-1 de AsB preparada em água e submetida as condições de extração 

por MAE já otimizado. O perfil cromatográfico de AsB por LC-CVG-ICP-MS 

obtido está mostrado na Figura 27. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27.  Cromatograma obtido a partir de uma solução contendo 600 µg L-1 

de AsB por LC-CVG-ICP-MS.  
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De acordo com o exposto na Figura 27, observa-se que não houve 

formação de hidreto volátil a partir da AsB por LC-CVG-ICP-MS, este fato é 

justificado porque a  molécula de AsB está ligada a 3 grupos de metila, 

dificultando  ainda mais a liberação de AsB para formação de arsina na 

geração de hidretos.251 Dessa forma, podemos confirmar a presença de AsB e 

outros compostos que não formam hidretos voláteis nas amostras em estudo, 

sendo mostrados nos cromatogramas 28 a 30 utilizando o sistema LC-CVG-

ICP-MS e comparando os mesmos com os cromatogramas obtidos a partir de 

LC-ICP-MS. As condições cromatográficas estão citadas na Tabela 3 (item 4.1 

- Instrumentação). 
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Figura 28.  Cromatogramas obtidos após a injeção de 200 µL de solução referência e NIST 1566b. (a) LC-CVG-ICP-MS e  

                  (b) a mesma “a” ampliada 3,3 vezes, (c) LC-ICP-MS. Extração em água por MAE. UK(1): espécie desconhecida. 
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De acordo com os cromatogramas mostrados na Figura 28, observa-se 

que no cromatograma (a), as espécies de As formadoras de hidretos foram 

As(III), DMA, MMA e As(V) apresentando o mesmo tempo de retenção de 

soluções de referência de cada espécie de As. A AsB não formou hidreto 

conforme mostrado no perfil cromatográfico, no entanto, esta mesma espécie 

foi identificada quando usada a LC-ICP-MS mostrada no cromatograma (b) e 

sabe-se que está presente no NIST 1466b conforme o certificado. No 

cromatograma (a) foi salientado o provável tempo de retenção 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 visualização dos picos 

obtidos a partir das espécies de As. Deve-se destacar que o uso do CRM é 

necessário para a confiabilidade dos resultados analíticos. No entanto, a 

maioria dos CRMs é apenas certificado para a concentração total de As e, 

quando há espécies de As nos materiais de referência certificados, as 

informações sobre a identidade e a concentração de espécies de As são 

limitadas somente para algumas espécies de As, dificultando o estudo em 

amostras com diversas espécies de As.252-253 
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Figura 29 . Cromatogramas obtidos após a injeção de 200 µL de solução referência e solução obtida da Anomalocardia brasiliana sp. 

após extração com água sob MAE. (a) LC-CVG-ICP-MS e (b) a mesma “a” ampliada 3,3 vezes, (c) LC-ICP-MS.  

                   Extração em água por MAE. UK(1): espécie desconhecida. 
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Conforme exposto na Figura 29, no cromatograma (a), obtido por LC-

CVG-ICP-MS, foram identificadas as espécies de As(III), DMA e As(V) em 

Anomalocardia brasiliana sp. No cromatograma (c) é mostrada a presença de 

AsB nesta amostra, assim como uma espécie de As desconhecida [UK(1)] e 

como esta não foi identificada no cromatograma (a), provavelmente pode ser 

uma espécie de AsS ou AsC, já que estas espécies não formam hidretos 

voláteis.252 Além disso, as espécies de MMA, ρ-ASA e As(V), que não foram 

detectadas por LC-ICP-MS (cromatograma c), também não foram detectadas 

por LC-CVG-ICP-MS conforme mostrado no cromatograma (a) e ampliado 3,3 

vezes no cromatograma (b). 
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DMA 

As(V) 

As(III) DMA 

MMA 

As(V) 

Solução referência a 10 µg L-1 de cada espécie de As 

Amostra (Macoma constricta sp.) 

 

 
MMA 

Solução referência a 10 µg L-1 de cada espécie de As 

Amostra (Macoma constricta sp.) 

 

 

Ampliado 3,3x 

AsB 

AsB 

(a) 

(c) 

(b) 

Figura 30 . Cromatogramas obtidos após a injeção de 200 µL de solução referência e Macoma constricta sp.  

                  (a) LC-CVG-ICP-MS e (b) a mesma “a” ampliada 3,3 vezes, (c) LC-ICP-MS. Extração em água 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 presença das espécies As(III), 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) 

não 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 identificação de ρ-ASA por LC-ICP-MS de 

acordo com o tempo de retenção da solução de referência desta espécie. No 

entanto, não há relatos do comportamento de ρ-ASA quanto à formação de 

hidretos, mas como pode ser observado no cromatograma (a) por LC-CVG-

ICP-MS, esta espécie não foi identificada assim como a AsB. Ou seja, não 

formou hidreto volátil nas condições de reação empregadas. Dessa forma, foi 

feito um teste com a concentração de 100 µg L-1 da solução referência de ρ-

ASA e não foi detectada esta espécie por CVG, onde podemos concluir que 

esta espécie não forma hidretos voláteis. 

Os cromatogramas obtidos por LC-CVG-ICP-MS para os 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(III), DMA e As(V) foram 

identificadas por LC-CVG-ICP-MS e AsB, UK(1) e UK(2) não foram 

identificadas por LC-CVG-ICP-MS. Dessa forma, neste trabalho não serão 

mostrados os cromatogramas obtidos para Trachycardium muricatum sp. e 

Iphigenia brasiliana sp., devido a semelhança dos perfis cromatográficos e as 

mesmas considerações citadas anteriormente quanto as espécies de As 

presentes nestas amostras.   

Nas Tabelas 7 e 8 estão mostradas as concentrações 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.  Concentrações das espécies de As obtidas por LC-ICP-MS e As total por ICP OES em moluscos bivalves. Resultados, em µg g-1, 

representam à média e o desvio-padrão de três replicatas de cada amostra. 

 

M
ol

us
co

 

Local 

Espécies de As (LC-ICP-MS) As total 

AsB As(III) DMA MMA UK(1) UK(2) p-ASA As(V) 

Σ Espécies 
de As 

(LC-ICP-MS) 

MAE 

Extração 

(ICP OES) 

M
ac

o
m

a 
 

co
n

st
ri

ct
a 

sp
. 

 

Bom Jesus 71 ± 4 16 ± 1 1,30 ± 0,05 < 0,04 7,13 ± 0,05 3,62 ±  0,09 1,07 ± 0,01 < 0,04 100 ± 4 99 ± 9 

Suape 18,2 ± 0,7 3,4 ± 0,1 < 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 

T
ra

ch
yc

ar
d

iu
m

 

 m
u

ri
ca

tu
m

 s
p

. 

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 

Mutá 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 

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  

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.  Concentrações das espécies de As obtidas por LC-ICP-MS e As total por ICP OES em moluscos bivalves. Resultados, em µg g-1, 

representam à média e o desvio-padrão de três replicatas de cada amostra. 

 

 

M
ol

us
co

 

Local 

Espécies de As (LC-ICP-MS) As total 

AsB As(III) DMA MMA UK(1) UK(2) ρ-ASA As(V) 
Σ Espécies de As 

(LC-ICP-MS) 

MAE 

Extração 

(ICP OES) 

A
n

o
m

al
o

ca
rd

ia
 

b
ra

si
lia

n
a 

sp
. 

 

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 

Ilha de Maré 5,7 ± 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 

Tainheiros 6,4 ± 0,4 1,70 ± 0,03 < 0,02 1,70 ± 0,03 < 0,02 - < 0,03 < 0,04 9,8 ± 0,2 9,6 ± 0,7 

Ip
h

ig
en

ia
 

b
ra

si
lia

n
a 

sp
. Mutá 9,1 ± 0,7 < 0,03 0,87 ± 0,03 3,9 ± 0,5 < 0,02 3,53 ± 0,4 < 0,03 < 0,04 17,4 ± 0,9 16,8 ± 0,5 

Salinas 9,7 ± 0,3 < 0,03 1,04 ± 0,03 4,4 ± 0,8 0,51 ± 0,09 2,17 ± 0,08 < 0,03 < 0,04 17,8 ± 1,2 16,9 ± 0,7 

Suape 6,3 ± 0,8 < 0,03 1,62 ± 0,74 2,8 ± 0,3 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 concentrações das espécies de As 

obtidas por LC-ICP-MS são variáveis o que pode estar diretamente relacionado 

com a capacidade do molusco em acumular As e, posteriormente, biometilar 

em outras espécies.  

Além disso, os moluscos expressam a exposição ou efeito tóxico dos 

poluentes do local de coleta dos mesmos na BTS. Dessa forma, como era 

esperado, a espécie de concentração mais elevada para todos os moluscos foi 

a AsB. Na Macoma constricta sp. coletada nas regiões de Bom Jesus e Suape, 

foram identificadas todas as espécies de As em estudo e MMA e As(V) não 

foram detectadas, além disso, possui elevada concentração de AsB, o que 

pode estar relacionado com a capacidade de acúmulo do mesmo, ou devido a 

maior contaminação deste local por As. O Trachycardium muricatum sp., nas 

três regiões avaliadas (Bom Jesus, Mutá e Suape) tem níveis de concentração 

de espécies de As semelhantes e, da mesma forma, a AsB é a espécie de As 

predominante. Espécies de As desconhecidas, denominadas UK(1) e UK(2) 

foram detectadas e com concentrações relativamente consideráveis. Com 

exceção da região de Bom Jesus, Mutá e Tainheiro, nos outros locais de coleta 

foi detectado As(III) em todos os moluscos, sendo este considerado tóxico e 

carcinógeno para humanos. 

De acordo com os resultados obtidos e mostrados nas Tabelas 7 e 8, as 

concentrações de As total nos extratos de moluscos obtidos por extração com 

água por MAE e determinadas por ICP OES estão de acordo com o somatório 

das concentrações das espécies de As determinadas por LC-ICP-MS, com 

nível de confiança de 95% (de acordo com o Teste t-Student). 

Pode-se observar que a água foi adequada para extrair as espécies de 

As, assim como, o procedimento de extração por MAE, pois extraiu 

quantitativamente as espécies de As, sem haver interconversão entre as 

espécies de As. Possivelmente, a presença das espécies de As nos moluscos 

analisados deve-se à bioacumulação em grandes quantidades relativamente e 

a capacidade de bioacumulação e metilação de espécies inorgânicas 

provenientes da contaminação ambiental, pois as atividades de refino de 

petróleo, atividades industriais, tráfego naval, defensivos agrícolas, rações 
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utilizados na carcinicultura e os produtos químicos utilizados para proteger as 

embarcações de madeira são fontes potenciais de As. A diferença de espécies 

e concentração das mesmas nos moluscos pode estar relacionado com o nível 

de exposição destes moluscos ao As. De acordo com a ANVISA, a 

concentração máxima de As em peixes e produtos de peixe para o consumo 

humano é de 1 mg kg-1. Entretanto, não há legislação específica no Brasil que 

estabelece limites de As em moluscos bivalves para consumo humano, as 

concentrações 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 µg g-1) estão aproximadamente de 10 a 

100 vezes acima do valor máximo permitido para consumo humano. 

Nas Tabelas 9 e 10 estão mostradas as concentrações obtidas para as 

espécies de As por LC-CVG-ICP-MS em extratos de moluscos bivalves. 

 

Tabela 9.  Concentrações das espécies de As obtidas por LC-CVG-ICP-MS em moluscos 

bivalves. Os resultados, em µg g-1, representam à média e o desvio-padrão de 

três replicatas de cada amostra. 

M
ol

us
co

 

Local de 
coleta 

Espécies de As (LC-CVG-ICP-MS) As total 

As(III) DMA MMA As(V) 
Σ Espécies de As 

(LC-CVG-CP-MS) 

A
n

o
m

al
o

ca
rd

ia
 

 b
ra

si
lia

n
a 

sp
. 

 

Acupe 2,03 ± 0,10 1,88 ± 0,07 0,758 ± 0,003 0,316 ± 0,007  4,9 ± 0,1 

Ilha de Maré 2,16 ± 0,03 1,75 ± 0,05 < 0,05 < 0,1 3,91 ± 0,06 

Tainheiros 2,69 ± 0,08 1,83 ± 0,08 < 0,05 < 0,1 4,5 ± 0,1 

Ip
h

ig
en

ia
 

b
ra

si
lia

n
a 

sp
. Mutá 3,34 ± 0,06 0,906 ± 0,002 0,297 ± 0,001 < 0,1 4,54 ± 0,06 

Salinas 2,98 ± 0,03 0,93 ± 0,03 0,83 ± 0,02 < 0,1 4,75 ± 0,05 

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.  Concentrações das espécies de As obtidas por LC-CVG-ICP-MS em moluscos 

bivalves. Os resultados, em µg g-1, representam à média e o desvio-padrão de 

três replicatas de cada amostra. 

 

 

De acordo com os resultados mostrados nas Tabelas 9 e 10, pode ser 

observado que as espécies que formam hidretos voláteis, tais como As(III), 

DMA e MMA foram quantificadas por LC-CVG-ICP-MS. A concentração de 

As(V) abaixo do LOD, possivelmente devido às condições reacionais 

empregadas. Cabe destacar, novamente, que as espécies desconhecidas, 

porém quantificadas por LC-ICP-MS, não formam hidretos voláteis e, 

possivelmente, podem ser AsS ou AsC. Arsenoaçúcares e AsC estão 

presentes em algas e podem ser transferidos para os moluscos, pois estes se 

alimentam de fitoplâncton. Além disso, como a AsB, espécie predominante nos 

moluscos bivalves não forma hidreto volátil, o somatório das espécies de As 

obtidas por LC-CVG-ICP-MS é inferior a obtida por LC-ICP-MS. Nas Tabelas 

11 a 14 são feitas as comparações dos valores de espécies de As com As total, 

onde podemos concluir que as diferenças nas somatórias das concentrações 

das espécies de As obtidas por LC-ICP-MS e LC-CVG-ICP-MS são devidas as 

espécies desconhecidas de As e AsB. 

M
ol

us
co

 

Local de 
coleta 

Espécies de As (LC-CVG-ICP-MS) As total 

As(III) DMA MMA As(V) 
Σ Espécies de As 

(LC-CVG-CP-MS) 

M
ac

o
m

a 
 

co
n

st
ri

ct
a 

sp
. 

 

Bom Jesus 9,1 ± 0,3 4,5 ± 0,4 < 0,04 0,81 ± 0,04 14,4 ± 0,5 

Suape 2,1 ± 0,1 0,68 ± 0,03 0,25 ± 0,02 0,19 ± 0,01  3,2 ± 0,1 

T
ra

ch
yc

ar
d

iu
m

 

 m
u

ri
ca

tu
m

 s
p

. 

Bom Jesus 2,84 ± 0,05 0,62 ± 0,03 0,66 ± 0,01 < 0,1 4,12 ± 0,06 

Mutá 2,15 ± 0,03 1,07 ± 0,02 0,78 ± 0,07 < 0,1 4,00 ± 0,08 

Suape 1,09 ± 0,03 0,75 ± 0,01 0,289 ± 0,007 < 0,1 2,13 ± 0,03 

Tainheiros 1,86 ± 0,02 0,93 ± 0,01 0,75 ± 0,03 < 0,1 3,54 ± 0,04 
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Tabela 11.  Concentrações 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 µg g-1, representam à média e o desvio-

padrão de três replicatas de cada amostra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M
ol

us
co

 
Local de coleta 

                      Σ Espécies de As                                                   As total 

LC-ICP-MS LC-CVG-ICP-MS [(LC) -  (LC-CVG)]-ICP-MS 

MAE 

Extração 

(ICP OES) 

MW 

Digestão 

(ICP OES) 

A
n

o
m

al
o

ca
rd

ia
 

b
ra

si
lia

n
a 

sp
. 

 

Acupe 16,7 ± 0,6 4,9 ± 0,1 11,5 ± 0,6 16,4 ± 0,9 17,1 ± 0 ,8 

Ilha de Maré 9,6 ± 0,4 3,91 ± 0,06 6,1 ± 0,4 9,1 ± 1,0 9,9 ± 0,7  

Tainheiros 9,8 ± 0,2 4,5 ± 0,1 6,3 ± 0,2 9,6 ± 0,7 10,9 ± 0,3 

Ip
h

ig
en

ia
 

b
ra

si
lia

n
a 

sp
. Mutá 17,4 ± 0,9 4,54 ± 0,06 13,1 ± 0,9 16,8 ± 0,5 17,1 ±  0,6 

Salinas 17,8 ± 1,2 4,75 ± 0,05 13,5 ± 1,2 16,9 ± 0,7 16,8 ±  0,5 

Suape 12,3 ± 0,7 4,29 ± 0,02 8,6 ± 0,7 11,3± 0,5 11,7 ± 0 ,6 



 

101 

 

Apresentação e Discussão dos Resultados 

Tabela 12.  Concentrações 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 µg g-1, representam à média e o desvio-

padrão de três replicatas de cada amostra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M
ol

us
co

 
Local de coleta 

                           Σ Espécies de As                                                    As total 

LC-ICP-MS LC-CVG-ICP-MS [(LC) -  (LC-CVG)]-ICP-MS 

MAE 

Extração 

(ICP OES) 

MW 

Digestão 

(ICP OES) 

M
ac

o
m

a 

co
n

st
ri

ct
a 

sp
. 

 

Bom Jesus 100 ± 4 14,4 ± 0,5 84 ± 4 99 ± 9 100 ± 2 

Suape 31,1 ± 0,7 3,2 ± 0,1 27,6 ± 0,7 30,0 ± 0,4 33 ± 3 

T
ra

ch
yc

ar
d

iu
m

 

m
u

ri
ca

tu
m

 s
p

. 

Bom Jesus 13,2 ± 0,5 4,12 ± 0,06 9,7 ± 0,5 12,7± 0,2 12,9 ± 0 ,2 

Mutá 14,1 ± 0,8 4,00 ± 0,08 9,8 ± 0,8 13,6 ± 0,9 14,5 ± 0,6 

Suape 12,2 ± 0,3 2,13 ± 0,03 10,3 ± 0,3 12,4 ± 0,6 11,9 ±  0,3 

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.  Comparação dos resultados obtidos por LC-ICP-MS e a soma dos resultados de LC-CVG com os valores da 

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

bivalves. Os resultados, em µg g-1, representam à média e o desvio-padrão de três replicatas de cada amostra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M
ol

us
co

 

Local de coleta 

                               Σ Espécies de As                                              As total Teste estatístico 

LC-ICP-MS LC-CVG-ICP-MS + (LC)- LC-CVG -ICP-MS 

MAE 

Extração 

(ICP OES) 

MW 

Digestão 

(ICP OES) 

(Teste t-Student) 

Intervalo de confiança de 95%  

M
ac

o
m

a 

co
n

st
ri

ct
a 

sp
. 

 

Bom Jesus 100 ± 4 98 ± 4 99 ± 9 100 ± 2 p = 0,9920 

Suape 31,1 ± 0,7 30,8 ± 0,7 30,0 ± 0,4 33 ± 3 p = 0,5344 

T
ra

ch
yc

ar
d

iu
m

 

m
u

ri
ca

tu
m

 s
p

. 

Bom Jesus 13,2 ± 0,5 13,8 ± 0,5 12,7± 0,2 12,9 ± 0,2 p = 0,26 72 

Mutá 14,1 ± 0,8 13,9 ± 0,8 13,6 ± 0,9 14,5 ± 0,6 p = 0,8 712 

Suape 12,2 ± 0,3 12,5 ± 0,3 12,4 ± 0,6 11,9 ± 0,3 p = 0,7 273 

Tainheiros 13,1 ± 0,7 13,2 ± 0,7 12,7± 0,9 12,6 ± 0,3 p = 0,89 20 
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Tabela 14.  Comparação estatística dos resultados obtidos por LC-ICP-MS e a soma dos resultados de LC-CVG com os valores 

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

moluscos bivalves. Resultados, em µg g-1, representam à média e o desvio-padrão de três replicatas de cada 

amostra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M
ol

us
co

 

Local de coleta 

                                                Σ Espécies de As                                       As total Teste estatístico 

LC-ICP-MS   LC-CVG-ICP-MS + (LC)- LC-CVG -ICP-MS 

MAE 

Extração 

(ICP OES) 

MW 

Digestão 

(ICP OES) 

(Teste t-Student) 

Intervalo de confiança de 95% 

A
n

o
m

al
o

ca
rd

ia
 

 b
ra

si
lia

n
a 

sp
. 

 

Acupe 16,7 ± 0,6 16,5 ± 0,2 16,4 ± 0,9 17,1 ± 0,8 p = 0,9 999 

Ilha de Maré 9,6 ± 0,4 10,0 ± 0,4 9,1 ± 1,0 9,9 ± 0,7 p = 0,7830  

Tainheiros 9,8 ± 0,2 10,80 ± 0,25 9,6 ± 0,7 10,9 ± 0,3 p = 0,1 217 

Ip
h

ig
en

ia
 

b
ra

si
lia

n
a 

sp
. Mutá 17,4 ± 0,9 17,7 ± 0,9 16,8 ± 0,5 17,1 ± 0,6 p = 0,8 460 

Salinas 17,8 ± 1,2 18,3 ± 1,2 16,9 ± 0,7 16,8 ± 0,5 p = 0,6 454 

Suape 12,3 ± 0,7 12,9 ± 0,7 11,3 ± 0,5 11,7 ± 0,6 p = 0,3 597 
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Conforme exposto nas Tabelas 11 a 14, após comparação dos 

resultados obtidos por LC-ICP-MS e a soma dos resultados de LC-CVG com a 

diferença de LC-CVG e LC-ICP-MS, foi observado que os valores são 

concordantes estatisticamente (Teste t-Student, intervalo de confiança de 95%, 

p < 0,05). Dessa forma, provavelmente as espécies que não formaram hidretos 

são AsB e as espécies desconhecidas, uma vez que os valores obtidos para 

estes por LC-ICP-MS são aproximados aos valores obtidos da diferença de LC 

com LC-CVG-ICP-MS. 

 

5.7. Características analíticas da metodologia  

 

Para avaliar as principais características da metodologia aplicada às 

amostras de moluscos bivalves para determinação de espécies de As, alguns 

parâmetros de mérito 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 rápida. A 

curva de calibração foi preparada em água, a partir da solução referência de 

DMA na concentração de 0,5 a 20 µg L-1 e, também, foi feita outra curva a partir 

de AsB na faixa de 20 a 400 µg L-1 de As, devido a diferença de concentração 

de As(III), DMA, MMA, ρ-ASA, As(V) e AsB presentes na amostra. O 

coeficiente de correlação linear (R) das duas curvas de calibração foi melhor do 

que 0,999. A área do sinal cromatográfico de ambas as espécies de As (DMA e 

AsB) foram utilizadas para fazer as determinações das espécies de As por LC-

ICP-MS. Boa repetibilidade das curvas de calibração foi obtida ao decorrer de 

10 dias, sendo o RSD inferior a 10%. O LOD e LOQ foram calculados a partir 

do critério de 3σ e 10σ, respectivamente, onde o σ corresponde ao desvio 

padrão de 10 medições consecutivas do branco e a precisão foi calculada 

considerando cinco injeções de 200 µL de solução referência a 2,5 ng de As. 

Considerando uma massa de amostra de 200 mg, os valores obtidos de LOD e 

LOQ em µg g-1 (Tabela 15) são suficientemente baixos para a metodologia 

avaliada (LC-ICP-MS e LC-CVG-ICP-MS). A exatidão do método foi avaliada 

pelos materiais de referência certificados (DORM-2, BCR 627 e NIST 1566b), 

de acordo com os resultados obtidos na (Tabela 15) pode-se observar que não 
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há diferença significativa entre os valores certificados e os resultados obtidos a 

um nível de confiança de 95%. 

 

Tabela 15.  Características analíticas obtidas da metodologia aplicada para LC-ICP-MS 

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

bivalves. 

 

 

 

 

 

 

 

 

aLC-ICP-MS. 

bLC-CVG-ICP-MS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espécies de As 

       µg g-1   

LODa 

 

LODb 

 

LOQa 

 

LOQb 

 

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 
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Tabela 16 . Resultados obtidos para As total e espécies de As por LC-ICP-MS nos CRMs (µg g-1 ± sd, n = 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Embora, o SRM 1566b (Oyster tissue) não apresenta certificado para espécies de As, este foi avaliado pela semelhança 

com a matriz da amostra e porque vários autores utilizaram este SRM para avaliar a exatidão da metodologia em amostras de 

moluscos. Os resultados obtidos neste estudo foram concordantes com os mesmos.10,101-102,161 

 

CRMs 

Espécies de As 

(LC-ICP-MS) 

As total 

Σ espécies de As 

(LC-ICP-MS) 

MW 

Extração 

(ICP OES) 

AsB As(III) 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 - - - - - - - - 
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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 extração assistida por 

ultrassom (UAE) e micro-ondas (MAE) para posterior determinação por LC-ICP-

MS e LC-CVG-ICP-MS. Com base no procedimento de extração, foram 

avaliados diferentes meios e concentrações de extratores e verificou-se que a 

água é satisfatória para extrair quantitativamente, sem perda ou interconversão, 

as espécies de As presentes nas amostras. O método mais favorável para este 

meio extrator foi a MAE, pois foram obtidas recuperações satisfatórias entre 97 

± 3 a 101 ± 5% para As total em materiais de referência certificado (DORM-2, 

BCR-627 e NIST 1566b). O método de extração por MAE para determinação de 

espécies de As em CRMs e amostra tem como vantagem o rápido aquecimento 

da mistura de amostra no solvente de extração, pouco volume de solvente e 

reduzido tempo de extração. Além disso, várias amostras podem ser 

processadas simultaneamente e a reprodutibilidade e recuperações das 

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

Para a determinação de espécies de As por LC-ICP-MS os parâmetros de 

separação cromatográfica foram criteriosamente avaliados se obtendo o melhor 

desempenho de separação com fosfato e carbonato de amônio em pH 6,0 e 9,0, 

respectivamente, como fase móvel. O modo de eluição por gradiente favoreceu 

a separação das espécies de As. Foi observada a presença de seis espécies de 

As, sendo duas desconhecidas, tornando-se assim relevante a análise de 

especiação de As em moluscos bivalves. Após a detecção de espécies químicas 

de As desconhecidas por LC-ICP-MS, foi utilizada a LC-CVG-ICP-MS como 

técnica complementar para obtenção de mais informações sobre estas espécies 
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de As. Para o estudo com o uso da LC-CVG-ICP-MS foram avaliados os 

parâmetros necessários para a formação de hidretos voláteis. Com esta técnica 

foram obtidos melhores LODs e possibilitou afirmar a presença de espécies de 

As que não formam hidretos voláteis, como a AsB, e pressupõe-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 legislações somente preconizam o 

teor total de As e o interesse em avaliar as prováveis espécies tóxicas presentes 

nestas amostras ainda é 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 exposição das 

mesmas pode acarretar em graves problemas de saúde. 

No Brasil, não há legislação específica para limites de As em moluscos 

bivalves para consumo humano, no entanto as concentrações 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 µg g-1) para As total estão acima em aproximadamente 

de 10 a 100 vezes ao valor máximo 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 não foi possível identificar duas das espécies de As detectadas. Para tal, 

seriam necessários outros compostos de As ou o uso de outras técnicas, como 

a espectrometria de massa molecular. Dessa forma, a presença das diversas 

espécies de As detectadas mostra que a análise de especiação em organismos 

marinhos continua sendo uma tarefa desafiadora e que exige mais trabalho, 

principalmente nas etapas de preparo da amostra e identificação, uma vez que a 

presença de novas espécies, desperta o interesse no conhecimento do ciclo 

biológico e toxicidade das mesmas no organismo humano, assim como a 

capacidade de acúmulo do As inorgânico da água do mar e a conversão em 

compostos orgânicos.  
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