PUC-RIo - Certificacéo Digital N° 0212144/CB

Roberta Amorim de Assis

Aperfeicoamento e aplicacoes de uma metodologia para
analise de especiacao de arsénio por eletroforese capilar
com detector de ICPMS

Tese de Doutorado

Tese apresentada como requisito parcial para
obtencao do titulo de Doutor pelo Programa de Pés-
Graduacgao em Quimica da PUC-Rio.

Orientadores: Prof. Dr. Norbert Miekeley
Prof. Dr. lvo Lewin Klchler

Rio de Janeiro, dezembro de 2006


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0212144/CB


PUC-RIo - Certificagao Digital N° 0212144/CB

Roberta Amorim de Assis

Aperfeicoamento e aplicacoes de uma metodologia para
analise de especiacao de arsénio por eletroforese capilar
com detector de ICPMS

Tese apresentada como requisito parcial para obtencéo
do titulo de Doutor pelo Programa de Pés-Graduacao em
Quimica da PUC-Rio. Aprovada pela Comissao
Examinadora abaixo assinada.

Prof. Dr. Norbert Miekeley
Orientador
PUC-Rio

Prof. Dr. Ivo Lewin Kiichler
UFF

Profa. Dra. Cora Cunha Campos
UFRJ

Dra. Shirley de Mello P. Abrantes
FIOCRUZ

Prof. Dr. Ricardo Erthal Santelli
UFF

Prof. Dr. Reinaldo Calixto de Campos
PUC-Rio

Prof. José Eugenio Leal
Coordenador(a) Setorial do Centro Técnico Cientifico - PUC-Rio

Rio de Janeiro, 19 de dezembro de 2006


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0212144/CB


PUC-RIo - Certificacéo Digital N° 0212144/CB

Todos os direitos reservados. E proibida a reprodugio total
ou parcial do trabalho sem autorizacdo da universidade, da
autora e do orientador.

Roberta Amorim de Assis

Graduou-se em Quimica Industrial pela Universidade
Federal Fluminense, fazendo parte do quadro permanente de
professores desta universidade desde 1990. Obteve seu
titulo de Msc em Quimica Analitica pela Pontificia
Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

Ficha Catalografica

Assis, Roberta Amorim de

Aperfeigoamento e  aplicagdbes de uma
metodologia para andlise de especiacdo de arsénio por
eletroforese capilar com detector de ICPMS / Roberta
Amorim de Assis ; orientador: Norbert Miekeley ; co-
orientador: Ivo Lewin Kichler . — 2006.

1591. :il. ;30 cm

Tese  (Doutorado em  Quimica)—Pontificia
Universidade Catdlica do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2006.

Inclui bibliografia

1. Quimica — Teses. 2. ICPMS. 3. Eletroforese
capilar. 4. Especiacdo de arsénio. 5. Contaminantes em
suco de uva. 6. Metabolismo de MMA (V) em cavalos. I.
Miekeley, Norbert. Il. Kichler, Ivo Lewin. Il Pontificia
Universidade Catoélica do Rio de Janeiro. Departamento de
Quimica. IV. Titulo.

CDD: 540


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0212144/CB


PUC-RIo - Certificacéo Digital N° 0212144/CB

Ao Clauber e aos meus filhos, Michele e Vitor, pelo incentivo, apoio e
compreensao.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0212144/CB


PUC-RIo - Certificacéo Digital N° 0212144/CB

Agradecimentos

Aos meus orientadores, Norbert Miekeley e Ivo L. Kiichler, pela orientacio,

confianga e apoio na realizacdo deste trabalho.
A PUC-Rio pela bolsa recebida da VRAC.

Aos funciondrios da PUC-Rio, em especial Adriana, Rodrigo, Anselmo e Noberto

pela ajuda quando necessdrio.

Ao técnico Alvaro Jorge Pereira pelos ensinamentos sobre ICPMS, ajuda nas

analises e amizade.

Aos estagidrios do Laboratério de ICPMS da PUC-Rio, Paulo e Leonardo, pela

ajuda nas andlises.

Ao Dr. Joerg Feldman da Universidade de Aberdeen pela gentileza da doagdo dos

padrdes de As e Sb.
Aos colegas da PUC-Rio pelo apoio e incentivo.

Ao CENPES/Petrobrds pelo apoio financeiro e pelo empréstimo de um ICPMS,
modelo Elan 6000.

A Burgener Research, AU pela doagio do nebulizador Mira Mist CE.

As minhas amigas Heloisa e Ana pelo apoio, incentivo e, principalmente, pela

amizade que me fortaleceram nos momentos mais dificeis.
A UFF pela concessao do meu afastamento total.

Aos colegas do Departamento de Quimica Analitica, em especial minhas amigas

Aida e Soly, pelo incentivo, apoio e pela amizade sempre presentes.

A Dra. Shirley de Mello P. Abrantes, do INCQS da FIOCRUZ, pela ajuda inicial


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0212144/CB


PUC-RIo - Certificacéo Digital N° 0212144/CB

no aprendizado sobre eletroforese capilar.

A diretora do Laboratério Antidoping do Jéquei Clube do Brasil, Marta Brandio
Tozzi e seus colaboradores, pela importante cooperagdo no projeto sobre o

metabolismo de MMA(V) em cavalos.

A minha mde Lenira, meus irmdos Licia e Roberto, pelo carinho, incentivo e

apoio emocional.

Aos integrantes da Comissao Examinadora.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0212144/CB


PUC-RIo - Certificacéo Digital N° 0212144/CB

Resumo

Assis, Roberta Amorim, Miekeley, Norbert (orientador). Aperfeicoamento
e aplicacoes de uma metodologia para analise de especiacao de arsénio
por eletroforese capilar com detector de ICPMS. Rio de Janeiro, 2006.
159p. Tese de Doutorado - Departamento de Quimica, Pontificia
Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

A eletroforese capilar (CE) como técnica de separacdo estd bem
estabelecida para o uso em estudos de especiacdo elementar; porém, em muitas
aplicagdes, a baixa sensibilidade devido a deteccdo UV, impede a obtengdo de
baixos limites de detec¢do (LD). Desta forma, tem sido de grande relevancia o
estudo do acoplamento (hifenacdo) entre a CE e sistemas de deteccdo mais
sensiveis. Iniciou-se o trabalho com uma avaliacdo critica entre diversas interfaces
para o acoplamento entre a CE e a espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICPMS). Foram testadas uma interface comercial e
outras, adaptadas no préprio laboratdrio a partir de diferentes micronebulizadores
e camaras de nebuliza¢do. O estudo concluiu que o nebulizador de fluxo paralelo
(Mira Mist CE, Burgener Research, AU) apresentou melhor performance, devido
a auséncia de efeito de retro-pressdo acima do orificio do capilar de eletroforese,
e por ter um canal de amostra suficientemente grande para introduzir o capilar até
a saida do nebulizador, impedindo assim, o entupimento do mesmo em trabalhos
de rotina, observado em todos os outros nebulizadores. Utilizando este
nebulizador e uma camara ciclonica de volume reduzido (20 mL), foi
desenvolvida uma metodologia para separagdo eletroforética e quantificacdo por
ICPMS de cinco espécies de arsénio: Aslll, AsV, MMAV, DMAV e AsB. Um
estudo sistemdtico de diversos parametros experimentais resultou nas seguintes
condicdes otimizadas para a separagdo e nebulizagdo: tampao de fosfato 20 mmol
L! (pH = 9) com 1,5 mmol L' de TTAB como modificador do fluxo
eletroosmético; tempo de injecdo no modo hidrodinamico de 40 s a 50 mbar; e
solugdo make up de NH4sNO; 20 mmol L! (pH = 9) com 10 % de metanol, e
vazio de 40 pL min'. Todeto foi utilizado para monitorar a separagio
eletroforética, enquanto que Cs* foi usado para controlar a eficiéncia e constancia

de nebulizag¢do. Os desvios padrio relativos para a posicdo dos picos e as suas
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areas correspondentes foram < 10% para todas as espécies, enquanto que oS
limites de detec¢do foram de 2,5 ug L' para AsB e de 0,5 ug L' para as demais.
A metodologia foi aplicada para andlise de especiacdo de arsénio em amostras de
suco de uva, e num estudo preliminar sobre o metabolismo de Arsenil® (MMAV)
em cavalos. No primeiro estudo, observou-se que as concentracdes de As-total em
todas as amostras analisadas (31 de 20 marcas de suco de uva diferentes), e
também de outros elementos toxicos (p.ex. Al, Hg, Cd, Sn, Pb, e Al),
encontravam-se abaixo dos “Limites Maximos de Tolerancia” estabelecidos pela
legislacdo brasileira. Estudos de especiacdo por CE-ICPMS e FIA-HG-ICPMS
mostravam que entre os cinco espécies de arsénio estudadas, apenas as
inorganicas (AsV e AsllIl) estavam presentes, em proporcdes varidveis. O estudo
sobre a absorcdo e excrecdo da droga Arsenil® (MMAYV) em cavalos mostrou que
a droga é rapidamente eliminada pelo organismo, sugerindo uma cinética de
primeira ordem para o processo, durante o tempo investigado (sete dias), com
tempos de meia vida de aproximadamente 34 h (urina) e 44 h (plasma),
respectivamente. Observou-se a presenca de DMAV na urina como unico
metabdlito da droga, j4 presente nos primeiros dois dias da aplicacdo, e
acompanhando o perfil de absor¢do e excre¢do do Arsenil® (MMAV). Estes
resultados indicam que a metilagio € a via principal de desintoxificagdo,
confirmando observagdes ja feitas por diversos autores, mas em outros sistemas

bioldgicos.

Palavras-chave
ICPMS; eletroforese capilar; especiacdo de arsénio; contaminantes em suco

de uva; metabolismo de MMAYV em cavalos.
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Abstract
Assis, Roberta Amorim, Miekeley, Norbert (orientador). Improvements
and applications of a methodology for the speciation analysis of arsenic
using capillary electrophoresis with ICPMS detector. Rio de Janeiro,
2006. 159p. Doctoral Thesis, Pontificia Universidade Catodlica, Rio de
Janeiro.

Capillary electrophoresis (CE) is a well established separation technique for
the study of elemental speciation, however, its low electroosmotic flow (nL. min'l)
restricts its application in many studies in which low detection limits are required.
For this reason, the study of CE coupling (hyphenation) to more sensitive
detectors is of great relevance. This work was initiated with a critical evaluation
of different interfaces of CE to ICPMS, including a commercial interface, and
others, mounted in our laboratory from different micronebulizers and spray
chambers. Best results in routine work were obtained with a parallel flow
nebulizer (Mira Mist CE, Burgener Research, AU) due to the absence of back-
pressure on the capillary orifice and its large internal sample channel, which
permits that the CE capillary can be inserted up to the nebulizer exit, thus
avoiding clogging problems observed in all other nebulizers. Using this nebulizer
in combination with a small-volume cyclonic spray chamber (20 mL), a method
was developed for the electrophoretic separation and quantification by ICPMS of
five arsenic species: Aslll, AsV, MMAYV, DMAV and AsB. The systematic study
of different experimental parameters resulted in the following optimized
separation and nebulization conditions: phosphate buffer (pH = 9.0), 20 mmol L'
with 1.5 mmol L' TTAB as electroosmotic flow modifier; injection time
(hydrodynamic mode) of 40 s at 50 mbar; make-up solution of NH4NO; 20 mmol
L' (pH = 9) containing 10% of methanol and injected at flow of 40 uL min™.
Iodide was used as a monitor for the electrophoretic separation, whereas Cs* was
applied for controlling the nebulization efficiency and constancy. Repeatabilities
(RSD) in peak location and peak area measurements were better than 10% in all
cases, and detection limits were about 2.5 ug L for AsB and 0.5 ug L for all
other species studied. The methodology was applied in the speciation analysis of
arsenic in grape juice samples, and in a preliminary study on the uptake,
transformation and excretion of Arsenil® (MMA") by horses. In the first study,

low concentrations o total arsenic and other toxic elements (e.g Al, Hg, Cd, Sn,
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Pb, e Al) were measured in 31 samples (20 different brands) and which were in
accordance with “Maximum Tolerance Levels” established by Brazilian laws.
Speciation analysis of these samples by CE-ICPMS and FIA-HG-ICPMS revealed
the existence, in varying proportions, of only inorganic arsenic species (As’ and
As"™). The investigations on the uptake and excretion of Arsenil® (MMAY) by
horses showed that the drug is rapidly eliminated from the organism, suggesting a
first order kinetics for the excretion/elimination with half lives of about 34 h and
44 h for urine and plasma, respectively, within the time period of seven days
here studied. DMAY was the only metabolic alteration product of Arsenil®
detected already in the first two days after drug uptake and accompanying its
absorption and excretion profile. These results indicate that methylation is the
principal detoxification pathway, as already observed by other authors but for

different biologic systems.

Key-words: ICPMS; capillary electrophoresis; arsenic speciation;

contaminants in grape juice; metabolism of MMA in horses.
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V =- 14 KV.Tampao: Fosfato 20 mmol L'+ TTAB 0,5 mmol L’l, pH=09.

Make up: NH;NO3; 20 mmol L™ + Cs 0,2 ug L', pH=9. 89
Figura 28: Eletroferograma do DMA 100 pg L. T = 50 mbar/5 s.

V =- 14 KV. Tampio: Fosfato 20 mmol L' + TTAB 0,5 mmol L, pH = 9.

Make up: NH;NO3 20 mmol L™ + Cs 0,2 pg L™, pH = 9. 89
Figura 29: Eletroferograma do As(V) 100 pg L. I = 50 mbar/5 s.

V =- 30 KV. Tampio: Fosfato 10 mmol L™ + TTAB 0,5 mmol L, pH = 6,5.
Make up: NH;NO; 20 mmol L™ + Cs 0,2 ug L™ In, pH=09. 89
Figura 30: Apresentacdo esquematica da construcao e funcionamento do
nebulizador Mira Mist CE com conector ”T” para eletroforese capilar. F =

flow spoiler. Esquema adaptado do folheto de informac¢ao da Burgener

Research (Au). 91
Figura 31: Foto apresentando o acoplamento CE-ICPMS usando como

interface o nebulizador Mira Mist CE. No detalhe (a) mostra-se o sistema
nebulizador/cidmara de nebulizacdo com o “T” e a conexdoelétrica e no

(b) a conexdo da interface com o ICPMS. 92
Figura 32: Eletroferograma do Sb(V) 100 ug L"'. I =50 mbar/10 s.

V =-20 KV. Tampio: Fosfato 20 mmol L' + TTAB 0,5 mmol L' ,pH =9.

Make up: NH;NO3; 20 mmol L™ + Cs 0,2 ug L, pH=9. 93
Figura 33: Aspiracio de uma solucio de Cs 1 pg L™, utilizando-se vazdes

de aspiracdo diferentes (em pL min™) (a) 25; (b) 40 e (¢) 60. 95
Figura 34: Eletroferograma da separagdo de espécies de As em pH’s diferentes. 98
pH: (a) 7,5; (b) 8,0 e (¢) 8,5 Picos: 1. As(V), 2. MMA(V), 3. DMA(V) + AslII,

4. AsB. 98
Figura 35: Eletroferograma da separagdo de espécies de As em pH’s diferentes.
pH: () 9,0; (b) 9,5. Picos: 1. As(V), 2. MMA(V), 3. DMA(V) 4. AslIILS. AsB. 99

Figura 36: Eletroferograma da separag@o de espécies de As em concentracdes
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de tampdo diferentes. Tampao: fosfato, contendo TTAB 0,5 mmol L'l, pH=9,0
(a) 5 mmol L; (b) 10 mmol L'\, Picos: 1.As(V), 22MMA(V), 3. DMA(V),

4. As(IID). 5. AsB. 100
Figura 37: Eletroferograma da separag@o de espécies de As em concentracdes

de tampdo diferentes. Tampao: fosfato, contendo TTAB 0,5 mmol L’l,pH =9,0
(a) 15 mmol L™; (b) 20 mmol L. Picos: 1.As(V), 2.MMA(V), 3. DMA(V),

4. As(II). 5. AsB. 101
Figura 38: Eletroferograma da separagdo de espécies de arsénio em

concentracdes de TTAB diferentes. (a) TTAB 0,3 mmol L (b) TTAB 1,0

mmol L™, Picos: 1.As(V), 2.MMA(V), 3. DMA(V), 4. As(III). 102
Figura 39: Eletroferograma da separagdo de espécies de arsénio em

concentragdes de TTAB diferentes: (a) TTAB 1,5 mmol L'l; (b) TTAB 2,0

mmol L™, Picos: 1. As(V), 2. MMA(V), 3. DMA(V), 4. As(III). 103
Figura 40: Eletroferograma da separagdo de 5 espécies de arsénio. Tampao:
Fosfato 20 mmol "' + TTAB 1,5 mmol L, pH = 9. Make up: NH,;NO;

20 mmol L' + Cs 1 ug L + 10 % de metanol, pH = 9. Vazao da bomba:

20 uL min, Ar=1,0 L min™. I = 50 mbar/40 s. V = -28 kV. T = 20 °C.

Picos: 1. As(V), 2. MMA(V), 3. DMA(V), 4. As(IIl), 5. AsB. 104
Figura 41: Funcido caracteristica de voltagem x corrente em diferentes
temperaturas. Eletrdlito: solucio tampao de fosfato 20 mmo L'+ TTAB

1,5 mmol L' (pH = 9). Equipamento: Agilent HP-CE 3D. 106
Figura 42: Eletroferograma da separagdo de 5 espécies de arsénio.

Tampao: Fosfato 20 mmol L'+ TTAB 1,5 mmol L'l, pH = 9. Make up:

NH4NO3; 20 mmol L'+Cs1 ug L!'+10 % de metanol, pH = 9. I = 50 mbar/
20's, V =-25kV a22 °C Pico de referéncia: I' 50 pug L. Picos: 1. As(V),

2. MMA(V), 3. DMA(V), 4. As(Ill) 100 pg L" cadae 5. AsB 50 ug L. 107
Figura 43: Variagao da intensidade dos sinais de As e Cs em fung¢éo da vazao

do gés de nebulizagdo (argdnio). Nebulizador Mira Mist CE com camara
ciclonica (mod. Cinnabar, 20 mL) (a) As; (b) Cs. 109
Figura 44: Estudo da estabilidade do sinal de Cs (1pg L") em funcao de vazdes

de aspiracdo diferentes: a) 10 pL min™, b) 30 pL min™, ¢) 40 uL min™,

d) 50 uL min’. (Bomba HPLC mod. ABI 1400; nebulizador Mira Mist CE

com camara ciclonica). 110
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Figura 45: Separacdo de 5 espécies de arsénio. Condicdes experimentais:

Tampao: Fosfato 20 mmol L'+ TTAB 1,5 mmol L™, pH = 9. Make up:

NH,NO; 20 mmol L™ + Cs 1ug L™ + 10 % metanol, pH = 9.1 = 50 mbar/20 s,

V =-25kV a 22° C, Vazdo da bomba: 40uL min™, Ar = 0,95 L min™".

Pico de referéncia: I': 50 ug L, Picos: 1. As(V), 2. MMA(V), 3. DMA(V),

4. As(IIT) 100 pg L™ cada; 5. AsB: 50 ug L™, 110
Figura 46:Curvas analiticas de cinco espécies de arsénio determinados por
CE-ICPMS [1: As(IIl), R>= 0,992 ; 2: DMA, R* = 0,997; 3: MMA, R* =

0,999; 4: As(V), R* = 0,996; 5: AsB, R” = 0,993]. 113
Figura 47: Visualizagdo dos picos das espécies de arsénio na regido limite.

A) padrao de 2,5 ug L cada e b) padrdo de 0,5 ug L cada. Picos: 1. As(V),

2. MMA(V), 3. DMA(V) e 4. As(III). 114
Figura 48: a) Exemplos Sinais transientes para As produzidos pelo sistema

FIAS 200 acoplado ao ELAN 5000 ICPMS; b) Chemifold com separador de
membrana utilizado neste trabalho. 116
Figura 49: Curva de calibracio tipica para As obtida com o sistema FIAS 200
acoplado ao ELAN 5000 ICPMS. Alca de amostragem: 250 uL. 117
Figura 50: Exemplos de curvas de calibracio para determinacdo quantitativa
multielementar por ICPMS. Calibragdo externa com padronizagdo dos sinais

pelo rédio (Rh). 118
Figura 51: Especia¢do de arsénio por CE-ICPMS em uma amostra de suco de

uva (Dom Céndido) com concentracio total de As de cerca de 20 pg L™.

Injecdo: 50 mbar/40 s, V=-25kV, Ar=0,96 L min™. 127
Figura 52: Identificagc@o dos picos em suco de uva (vide Figura 51) pela

adicdo de 20 pg L de As(V) e As(III), respectivamente. 128
Figura 53: Teores de arsénio em amostras de pélo de crina dos trés cavalos

antes e depois do tratamento com Arsenil®. 131
Figura 54:Cinética de absorcdo e excre¢do da droga Arsenil® monitorada

através de amostras de sangue (total), plasma e urina do cavalo Cath

Talescoean (Cta). 136
Figura 55:Cinética de absorcdo e excre¢do da droga Arsenil® monitorada

através de amostras de sangue (total) e plasma em cavalos (Chaca eBlack Bits).137

Figura 56:Cinéticas de excre¢io de Arsenil® (MMA") medidas através da


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0212144/CB


PUC-RIo - Certificacéo Digital N° 0212144/CB

determinagdo de As em amostras de plasma e urina do cavaloCath Talescoean
para o intervalo de tempo estudado, os resultados sugerem uma cinética de
primeira ordem. 139
Figura 57: Eletroferograma do Arsenil® (1000 pg LY. Tampao: fosfato

20 mmol L™ + TTAB 1,5 mmol L', pH = 9. Make up: NH;NO; 20 mmol L™
+Csug L™ + 10 % metanol. I = 50 mbar/5 s. V = -25 kV.Ar = 0,88 L min ™.
Vazao do make up: 40 pLL min™. 141
Figura 58: Eletroferograma obtido por CE-ICPMS da urina (1:5) do cavalo

Cta no 5° dia da administracdo do medicamento Arsenil®. Tampao: fosfato

20 mmol L™ + TTAB 1,5 mmol L, pH = 9. Make up: NH;NO3 20 mmol L™
+Cs g L" + 10 % methanol. I = 50 mbar/5 s. V = -25 kV. Ar = 0,88

L min™. Vazdo do make up: 40 uL min™". 142
Figura 59: Eletroferograma mostrando a identificagcdo do pico DMA(V)

através da adi¢do de um spike (50 pg L") na urina do cavalo Cta no 5° dia da
administracdo do medicamento Arsenil®. Condi¢Ges experimentais

semelhantes a Figura anterior. 142
Figura 60: Eletroferograma obtido imediatamente apds a fortificagdo da urina
com 500 pg L' de Arsenil®, sete dias e vinte e dois dias depois. Urina do

cavalo Cta; condi¢des experimentais semelhantes as da Figura 58. 144
Figura 61:Curva de excrecio de MMA(V), DMA(V) e As-total na urina do

cavalo CTA. Concentracdes em pug L. 146
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