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Resumo 

Assis, Roberta Amorim, Miekeley, Norbert (orientador). Aperfeiçoamento 

e aplicações de uma metodologia para análise de especiação de arsênio 
por eletroforese capilar com detector de ICPMS. Rio de Janeiro, 2006. 
159p. Tese de Doutorado - Departamento de Química, Pontifícia 
Universidade Católica do Rio de Janeiro. 

 

A eletroforese capilar (CE) como técnica de separação está bem 

estabelecida para o uso em estudos de especiação elementar; porém, em muitas 

aplicações, a baixa sensibilidade devido à detecção UV, impede a obtenção de 

baixos limites de detecção (LD). Desta forma, tem sido de grande relevância o 

estudo do acoplamento (hifenação) entre a CE e sistemas de detecção mais 

sensíveis. Iniciou-se o trabalho com uma avaliação crítica 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 próprio laboratório a partir de diferentes micronebulizadores 

e câmaras de nebulização. O estudo concluiu que o nebulizador de fluxo paralelo 

(Mira Mist CE, Burgener Research, AU) apresentou melhor performance, devido 

a ausência de efeito de retro-pressão acima do orifício do capilar de eletroforese,  

e por ter um canal de amostra suficientemente grande para introduzir o capilar até 

a saída do nebulizador, impedindo assim, o entupimento do mesmo em trabalhos 

de rotina, observado em todos os outros nebulizadores. Utilizando este 

nebulizador e uma câmara ciclônica de volume reduzido (20 mL), foi 

desenvolvida uma metodologia para separação eletroforética e quantificação por 

ICPMS de cinco espécies de arsênio: AsIII, AsV, MMAV, DMAV  e AsB. Um 

estudo sistemático de diversos parâmetros experimentais resultou nas seguintes 

condições otimizadas para a separação e nebulização: tampão de fosfato 20 mmol 

L-1 (pH = 9) com 1,5 mmol L-1 de TTAB como modificador do fluxo 

eletroosmótico; tempo de injeção no modo hidrodinâmico de 40 s a 50 mbar; e 

solução make up de NH4NO3 20 mmol L-1 (pH = 9) com 10 % de metanol, e 

vazão de 40 µL min-1. Iodeto foi utilizado para monitorar a separação 

eletroforética, enquanto que Cs+ foi usado para controlar a eficiência e constância 

de nebulização. Os desvios padrão relativos para a posição dos picos e as suas 
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áreas correspondentes foram < 10% para todas as espécies, enquanto que os 

limites de detecção foram de 2,5 µg L-1 para AsB  e de 0,5 µg L-1 para as demais. 

A metodologia foi aplicada para análise de especiação de arsênio 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 concentrações de As-total em 

todas as amostras analisadas (31 de 20 marcas de suco de uva diferentes), e 

também de outros elementos tóxicos (p.ex. Al, Hg, Cd, Sn, Pb, e Al), 

encontravam-se abaixo dos “Limites Máximos de Tolerância” estabelecidos pela 

legislação brasileira. Estudos de especiação por CE-ICPMS e FIA-HG-ICPMS 

mostravam que entre os cinco espécies de arsênio estudadas, apenas as 

inorgânicas (AsV e AsIII) estavam presentes, em proporções variáveis. O estudo 

sobre a absorção e excreção da droga Arsenil® (MMAV) 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 presença de DMAV na urina como único 

metabólito da droga, já presente nos primeiros dois dias da aplicação, e 

acompanhando o perfil de absorção e excreção do Arsenil® (MMAV). Estes 

resultados indicam que a metilação é a via principal de desintoxificação, 

confirmando observações já feitas por diversos autores, mas em outros sistemas 

biológicos.  

 

Palavras-chave 
ICPMS; eletroforese capilar; especiação de arsênio; contaminantes em suco 

de uva; metabolismo de MMAV 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, Pontifícia Universidade Católica, 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-1) 

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: AsIII, AsV, MMAV, 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-1 

with 1.5 mmol L-1 TTAB as electroosmotic flow modifier; injection time 

(hydrodynamic mode) of 40 s at 50 mbar; make-up solution of NH4NO3 20 mmol 

L-1 (pH = 9) containing 10% of methanol and injected at flow of 40 µL min-1. 

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 µg L-1 for AsB and 0.5 µg L-1 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® (MMAV) 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 (AsV and 

AsIII). The investigations on the uptake and excretion of Arsenil® (MMAV) 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.  DMAV 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 MMAV in horses. 
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V = - 14 KV. Tampão: Fosfato 20 mmol L-1 + TTAB 0,5 mmol L-1, pH = 9. 

Make up: NH4NO3 20 mmol L-1 + Cs 0,2 µg L-1, pH = 9. 89 

Figura 29: Eletroferograma do As(V) 100 µg L-1. I = 50 mbar/5 s. 

V = - 30 KV. Tampão: Fosfato 10 mmol L-1 + TTAB 0,5 mmol L-1, pH = 6,5. 

Make up: NH4NO3 20 mmol L-1 + Cs 0,2 µg L-1 In, pH = 9. 89 

Figura 30: Apresentação esquemática da construção e funcionamento do 

nebulizador Mira Mist CE com conector ”T” para eletroforese capilar. F =  

flow spoiler. Esquema adaptado do folheto de informação 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/câmara de nebulização com o “T” e a conexãoelétrica e no  

(b) a conexão da interface com o ICPMS. 92 

Figura 32: Eletroferograma do Sb(V) 100 µg L-1. I = 50 mbar/10 s.  

V = - 20 KV. Tampão: Fosfato 20 mmol L-1 + TTAB 0,5 mmol L-1,pH = 9. 

Make up: NH4NO3 20 mmol L-1 + Cs 0,2 µg L-1, pH = 9. 93 

Figura 33: Aspiração de uma solução de Cs 1 µg L-1, utilizando-se vazões 

de aspiração diferentes (em µL min-1) (a) 25; (b) 40 e (c) 60. 95 

Figura 34: Eletroferograma da separação de espécies de As em pH´s diferentes. 98 

pH: (a) 7,5; (b) 8,0 e (c) 8,5 Picos: 1. As(V), 2. MMA(V), 3. DMA(V) + AsIII, 

4. AsB. 98 

Figura 35: Eletroferograma da separação de espécies de As em pH´s diferentes.  

pH: (a) 9,0; (b) 9,5. Picos: 1. As(V), 2. MMA(V), 3. DMA(V) 4. AsIII,5. AsB. 99 

Figura 36: Eletroferograma da separação de espécies de As em concentrações 
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de tampão diferentes. Tampão: fosfato, contendo TTAB 0,5 mmol L-1, pH = 9,0 

(a) 5 mmol L-1; (b) 10 mmol L-1. Picos: 1.As(V), 2.MMA(V), 3. DMA(V),  

4. As(III). 5. AsB. 100 

Figura 37: Eletroferograma da separação de espécies de As em concentrações 

de tampão diferentes. Tampão: fosfato, contendo TTAB 0,5 mmol L-1,pH = 9,0 

(a) 15 mmol L-1; (b) 20 mmol L-1. Picos: 1.As(V), 2.MMA(V), 3. DMA(V), 

4. As(III). 5. AsB. 101 

Figura 38: Eletroferograma da separação de espécies de arsênio em  

concentrações de TTAB diferentes. (a) TTAB 0,3 mmol L-1; (b) TTAB 1,0  

mmol L-1. Picos: 1.As(V), 2.MMA(V), 3. DMA(V), 4. As(III). 102 

Figura 39: Eletroferograma da separação de espécies de arsênio em 

concentrações de TTAB diferentes: (a) TTAB 1,5 mmol L-1; (b) TTAB 2,0  

mmol L-1. Picos: 1. As(V), 2. MMA(V), 3. DMA(V), 4. As(III). 103 

Figura 40: Eletroferograma da separação de 5 espécies de arsênio. Tampão: 

Fosfato 20 mmol -1 + TTAB 1,5 mmol L-1, pH = 9. Make up: NH4NO3  

20 mmol L-1 + Cs 1 µg L-1 + 10 % de metanol, pH = 9. Vazão da bomba:  

20 µL min-1, Ar = 1,0 L min-1. I = 50 mbar/40 s. V = -28 kV. T = 20 oC.  

Picos: 1. As(V), 2. MMA(V), 3. DMA(V), 4. As(III), 5. AsB. 104 

Figura 41: Função característica de voltagem x corrente em diferentes 

temperaturas. Eletrólito: solução tampão de fosfato 20 mmo L-1 + TTAB  

1,5 mmol L-1 (pH = 9). Equipamento: Agilent HP-CE 3D. 106 

Figura 42: Eletroferograma da separação de 5 espécies de arsênio.  

Tampão: Fosfato 20 mmol L-1 + TTAB 1,5 mmol L-1, pH = 9. Make up:  

NH4NO3 20 mmol L-1 + Cs 1 µg L-1 + 10 % de metanol, pH = 9. I = 50 mbar/  

20 s, V = - 25kV a 22 oC  Pico de referência: I- 50 µg L-1. Picos: 1. As(V),  

2. MMA(V), 3. DMA(V), 4. As(III) 100 µg L-1 cada e 5. AsB 50 µg L-1. 107 

Figura 43: Variação da intensidade dos sinais de As e Cs em função da vazão  

do gás de nebulização (argônio). Nebulizador Mira Mist CE com câmara  

ciclônica (mod. Cinnabar, 20 mL) (a) As; (b) Cs. 109 

Figura 44: Estudo da estabilidade do sinal de Cs (1µg L-1) em função de vazões  

de aspiração diferentes: a) 10 µL min-1, b) 30 µL min-1, c) 40 µL min-1,  

d) 50 µL min-1. (Bomba HPLC mod. ABI 1400; nebulizador Mira Mist CE  

com câmara ciclônica). 110 
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Figura 45: Separação de 5 espécies de arsênio. Condições experimentais:  

Tampão: Fosfato 20 mmol L-1 + TTAB 1,5 mmol L-1, pH = 9. Make up:  

NH4NO3 20 mmol L-1 + Cs 1µg L-1 + 10 % metanol, pH = 9.I = 50 mbar/20 s, 

V = -25 kV a 22º C, Vazão da bomba: 40µL min-1, Ar = 0,95 L min-1.  

Pico de referência: I-: 50 µg L-1; Picos: 1. As(V), 2. MMA(V), 3. DMA(V),  

4. As(III) 100 µg L-1 cada; 5. AsB: 50 µg L-1. 110 

Figura 46:Curvas analíticas de cinco espécies de arsênio determinados por  

CE-ICPMS  [1: As(III), R2 = 0,992 ; 2: DMA, R2 = 0,997; 3: MMA, R2 =  

0,999; 4: As(V), R2 = 0,996; 5: AsB, R2 = 0,993]. 113 

Figura 47: Visualização dos picos das espécies de arsênio na região limite. 

A) padrão de 2,5 µg L-1 cada e b) padrão de 0,5 µg L-1 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 calibração típica para As obtida com o sistema FIAS 200 

acoplado ao ELAN 5000 ICPMS. Alça de amostragem: 250 µL. 117 

Figura 50: Exemplos de curvas de calibração para determinação quantitativa 

multielementar por ICPMS. Calibração externa com padronização dos sinais  

pelo ródio (Rh). 118 

Figura 51: Especiação de arsênio por CE-ICPMS em uma amostra de suco de  

uva (Dom Cândido) com concentração total de As de cerca de 20 µg L-1.  

Injeção: 50 mbar/40 s, V = - 25 kV, Ar = 0,96 L min-1. 127 

Figura 52: Identificação dos picos em suco de uva (vide Figura 51)  pela  

adição de 20 µg L-1 de As(V) e As(III), respectivamente. 128 

Figura 53: Teores de arsênio em amostras de pêlo de crina dos três cavalos  

antes e depois do tratamento com Arsenil®. 131 

Figura 54:Cinética de absorção e excreção da droga Arsenil® monitorada 

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

Talescoean (Cta). 136 

Figura 55:Cinética de absorção e excreção da droga Arsenil® monitorada 

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

Figura 56:Cinéticas de excreção de Arsenil® (MMAV) medidas através da 
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determinação 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 µg L-1). Tampão: fosfato  

20 mmol L-1 + TTAB 1,5 mmol L-1, pH = 9. Make up: NH4NO3 20 mmol L-1  

+ Cs µg L-1 + 10 % metanol. I = 50 mbar/5 s. V = -25 kV.Ar = 0,88 L min-1.  

Vazão do make up: 40 µL min-1. 141 

Figura 58: Eletroferograma obtido por CE-ICPMS da urina (1:5) do cavalo  

Cta no 5º dia da administração do medicamento Arsenil®. Tampão: fosfato 

 20 mmol L-1 + TTAB 1,5 mmol L-1, pH = 9. Make up: NH4NO3 20 mmol L-1 

+ Cs µg L-1 + 10 % methanol. I = 50 mbar/5 s. V = -25 kV. Ar = 0,88  

L min-1. Vazão do make up: 40 µL min-1. 142 

Figura 59: Eletroferograma mostrando a identificação do pico DMA(V) 

através da adição de um spike (50 µg L-1) na urina do cavalo Cta no 5º dia da 

administração do medicamento Arsenil®. Condições experimentais  

semelhantes à Figura anterior. 142 

Figura 60: Eletroferograma obtido imediatamente após a fortificação da urina 

com 500 µg L-1 de Arsenil®, sete dias e vinte e dois dias depois. Urina do  

cavalo Cta; condições experimentais semelhantes às da Figura 58. 144 

Figura 61:Curva de excreção de MMA(V), DMA(V) e As-total na urina do  

cavalo CTA. Concentrações em µg L-1. 146 
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