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Resultados e discussoes

6.1.
Comparacéo critica das interfaces CE-ICPMS

Para que o acoplamento entre a eletroforese capilar e o ICP-MS apresente
bons resultados € necessaria a otimizagao da interface. O perfeito funcionamento
desta ¢ importante para se obter um bom contato elétrico e ¢ também, através da
interface, que a solu¢do, vinda do capilar, ¢ transportada até o plasma. Neste
trabalho, foram testadas diversas interfaces, utilizando-se nebulizadores de baixa
vazdo, os quais sdo ideais para o acoplamento entre as duas técnicas. Neste
capitulo serdo apresentadas as caracteristicas e desvantagens de cada uma delas. A
determinagdo da posi¢do ideal do capilar da eletroforese em relagdo ao capilar do
nebulizador e a obtengdo do melhor fluxo do liquido do make up foram outros

testes realizados em cada sistema montado.
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6.1.1.
Interface CEI-100

A primeira interface testada foi a CEI-100 de fabricacio da CETAC
Technology, sendo mostrada na Figura 12 juntamente com a conexao em cruz ¢ a

camara de nebulizacdo. Esta interface foi desenvolvida originalmente por

Schaumloffel & Prange, 1999.

el

Figura 12: Interface CEI-100 (Cetac Technology, EUA). (1) conector “em cruz” mostrando
as entradas: (2) do capilar (CAP), (3) do contato elétrico (CON) e (4) do tubo para
conduzir o liquido make up (MU). (5) nebulizador micro-concéntrico (MCN) inserido na

camara de nebulizagéo (6).

Inicialmente, foi feita a determina¢do da vazdo ideal do make up. O
nebulizador desta interface ¢ auto-aspirante sendo assim, a taxa de aspiragdo €
dependente da vazdo do gas de nebulizagcdo. Desta forma, fez-se a variagdo da
vazio de argdnio numa faixa de 0,9 a 1,2 L min™' ¢ mediu-se a taxa de aspira¢io
do nebulizador. A vazio ideal do make up foi fixada em 6 pL min™', com vazdo de
argdnio de 1,05 L min™, pois apresentou a maior sensibilidade para o sinal de In,
como apresenta a Figura 13.

Apds a escolha da taxa de aspiragdo, fez-se a medigdo da estabilidade do

sinal de In. Para isso, uma solugdo de 100 pg L™ de In foi aspirada por um
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determinado periodo de tempo e o sinal registrado, sendo um resultado tipico

apresentado na Figura 14.
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Figura 13: Variagcdo da Taxa de aspiragdo em fungdo da vazdo do gas de nebulizagao.
Solugdode In 10 ug L ™. a) 1,0 L min™, b) 1,1 L min™, ¢) 1,2 L min™, d) 1,2 L min™", €) 0,9
L min™, f) 1,05 L min™.
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Figura 14: Medicao da estabilidade do sinal de In 10 pg L. Ar=1,05L min™.

A ultima etapa na otimizagao da interface ¢ a verificagdo da estabilidade da
corrente elétrica, pois este parametro ¢ determinante para que seja possivel a
separacdo por eletroforese capilar. Variando-se a voltagem aplicada, fez-se o
registro da corrente gerada no interior do capilar, podendo-se observar que a

corrente elétrica permanecia estavel.
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Com todos os parametros da interface otimizados, iniciaram-se o0s
primeiros testes utilizando-se o acoplamento eletroforese capilar/ICPMS. Para
isso, realizou-se a andlise de solu¢des contendo diferentes cations. A primeira
solugio analisada continha Rb (200 pg L™). O tampdo de separagdo utilizado
nestes primeiros testes foi uma solugio de borato 20 mmol L em pH= 9,3. O
make up, que deve ser, preferencialmente, um eletrolito no mesmo pH do tampao
de separacdo para evitar alteracdes do pH durante o contato das duas solugdes, foi

borato 10 mmol L™ em pH = 9,3. O resultado ¢ mostrado pela Figura 15.
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Figura 15: Eletroferograma de uma solugdo de Rb 200 ug L". V =30 kV. | = 50
mbar/60s. Tampao: Borato 20 mmol L™, pH = 9,3. Make up: Borato 10 mmol L7, pH =
9,3.

Como a visualizagdo de um unico pico ndo apresentou problemas, foram

iniciados os testes para obter separagdes de diferentes elementos. Uma solucdo
-1 . . . J o~

contendo 100 pg L™ de Cs e Li foi analisada, utilizando-se as mesmas condigdes

da anélise anterior. O resultado ¢ apresentado na Figura 16.
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Figura 16: Separagéo de Cs e Li por eletroforese capilar e ICPMS. Tampao: Borato 20
mmol L™, pH =9,3. V =-30kV. | = 50 mbar/60 s.

Os estudos de especiagdo elementar com esta interface foram iniciados,
utilizando-se solugdes contendo as espécies de antimonio Sb(III) e Sb(V) e TMSb
(trimetil antimonio). Este elemento e as suas espécies foram escolhidos para dar
subsidio a um outro estudo em andamento em nosso Departamento (Campos,
2006) no qual se encontrava dificuldades para a separacdo de TMSb dos demais
espécies de Sb utilizando-se a cromatografia de ions (CI) acoplada com ICPMS. A
separacdo destas espécies foi feita usando-se como eletrdlito uma solucio
contendo 10 mmol L™ de fosfato e 0,5 mmol L' de TTAB (brometo de tetradecil
trimetil amonio) como modificador tensoativo, em pH = 6,5. No pH em que esta
se realizando a separagdo, Sb(IIl) e Sb(V) sdo anidnicos e a espécie organica ¢
neutra. Desta forma, o uso do tensoativo tem como objetivo reverter o fluxo
eletroosmotico, permitindo uma separagdo mais rapida, quando da analise de
solucdes anionicas. Com isso, € possivel separar Sb(IIl) e Sb(V), enquanto que o
TMSb migra na velocidade do fluxo eletroosmotico por ndo apresentar carga. As
primeiras solucdes testadas continham apenas uma das espécies e, posteriormente,
foram realizadas separagdes contendo diferentes espécies. Os resultados das

analises sdo apresentados nas Figuras 17 a 20.
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Figura 17: Eletroferograma de Sb(lll) 100 ug L". I = 50 mbar/180s. V = - 30 kV. Tamp3ao:
Fosfato 10 mmol L + TTAB 0,5 mmol L™, pH = 6,5. Make up: Fosfato 10 mmol L™, pH =
6,5.
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Figura 18: Eletroferograma de Sb(V) 100 ug L". I = 50 mbar/180s. V = - 30 kV. Tampéao:
Fosfato 10 mmol L™ + TTAB 0,5 mmol L™, pH = 6,5. Make up: Fosfato 10 mmol L™, pH =
6,5.
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Figura 19: Separacao de Sb(lll) e Sb(V) 100 ng L cada. | = 50 mbar/5 s. V = - 30 KV.
Tampao: Fosfato 10 mmol L' + TTAB 0,5 mmol L™, pH = 6,5. Make up: Fosfato 10 mmol
L™, pH = 6,5.
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Figura 20: Separacgéo de Sb(lll) 50 pg L7 Sb(V) eTMSb 10 ug L" cada. | = 50 mbar/5 s.

V = - 30 KV. Tampéao: Fosfato 10 mmol L™ + TTAB 0,5 mmol L™, pH = 6,5. Make up:
Fosfato 10 mmol L, pH = 6,5.

Observa-se na Figuras 19 e 20 uma diferencga nos tempos de migragao das
espécies, em relacdo as figuras anteriores. Isto ocorre devido a uma variagdo do
tempo de injecao da amostra, pois quando este tempo € aumentado, a presenca de
uma massa maior de analito, faz com que a migra¢do ocorra mais lentamente.

Na literatura encontram-se trabalhos utilizando a CEI-100 (Yeh&lJiang,
2002), onde ndo sdo relatados problemas de operagdo. No entanto, a grande
desvantagem observada no desenvolvimento deste trabalho, estava relacionada
com falhas na aspiragdo pelo nebulizador. Este fato gerava, constantemente, uma
interrup¢do do fluxo do make up no interior da interface, provocando uma
instabilidade na corrente elétrica. Diversas tentativas foram feitas no sentido de
regularizar a auto-aspiracao, porém nao foi possivel solucionar o problema. Com
isso, apesar desta interface apresentar no comego bons resultados na separagdo de

diferentes elementos, foram iniciados testes com outro tipo de nebulizador.
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6.1.2.
O nebulizador MCN-100

O MCN-100 é também um micronebulizador pneumadtico-concéntrico,
porém seu capilar interno possui um didmetro maior do que o do nebulizador
utilizado na interface CEI-100. Com isto, ndo ocorreram problemas tao freqiientes
com a auto-aspira¢do, gerando um fluxo constante de make up para o interior da
interface. No entanto, como a camara de nebulizagdo utilizada (cadmara original da
interface CEI-100), foi idealizada para vazdes pequenas, o uso do MCN-100
provocou uma grande condensa¢do na camara de nebulizacdo. Desta forma, foi
necessaria uma nova otimizac¢ao da vazao do gés de nebulizacdo para que a taxa
de aspiracio do make up fosse reduzida a niveis que ndo provocassem
condensagdo excessiva na camara de nebulizagdo, mas mantivessem uma boa
sensibilidade do sinal analitico.

Utilizando-se uma vazdo do gas de nebulizacdo numa faixa de 0,4 a 0,7 L
min”', fez-se a analise de uma solugdo padrio contendo Sb(V), sendo os resultados

apresentado nas Figuras 21 a 24.
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Figura 21: Sinal de Sb(V) 10 mg L. Vazao do gas de nebulizacdo de 0,4 L min™'. Tamp3o:
Fosfato 10 mmol L™ + TTAB 0,5 mmol L™, pH = 9. Make up: Fosfato 10 mmol L™ + In 10 ug L™, pH
=9. 1 =50 mbar/60s. V =-30kV.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0212144/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0212144/CA

85

12000

10000 -

8000 Sb(V)
In
6000

4000

2000 - I
0 i e b it b i Bkl e sk e ekl e e e e ke R s i il
00

0 100 200 300 4 500 600
Tempo (s)

Intensidade (cps)

Figura 22: Sinal de Sb(V) 10 mg L. Vazdo do gas de nebulizacdo de 0,5 L min™.
Tamp3o: Fosfato 10 mmol L™ + TTAB 0,5 mmol L7, pH = 9. Make up: Fosfato 10 mmol L’
"+In10 ug L, pH =9. 1 = 50 mbar/60 s. V = - 30 kV.
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Figura 23: Sinal de Sb(V). Vazdo do gas de nebulizagdo de 0,6 L min™'. Tamp&o: Fosfato
10 mmol L™ + TTAB 0,5 mmol L™, pH = 9. Make up: Fosfato 10 mmol L™ + In 10 pg L™,
pH =9. | = 50 mbar/60 s. V = - 30 kV.
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Figura 24: Sinal de Sb(V). Vazdo do gas de nebulizagdo de 0,7 L min™". Tamp&o: Fosfato
10 mmol L™ + TTAB 0,5 mmol L™, pH = 9. Make up: Fosfato 10 mmol L™ + In 10 pg L™,
pH =9. | = 50 mbar/60 s. V = - 30 kV.
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Apesar de haver ocorrido um aumento na sensibilidade do sinal de Sb, com
o aumento da vazdo de argdnio, o sinal de In, utilizado como referéncia da
estabilidade da nebulizag¢do, apresentou uma grande variacdo, visto pelos picos
espurios na linha do sinal “estacionario” do indio. Isto ocorreu, provavelmente,
devido a grande condensacdo na camara de nebulizagdo, mesmo a vazdes mais
baixas do géas de nebulizacdo, fazendo que goticulas maiores fossem arrastadas
para o plasma aleatoriamente. Tentou-se diminuir a condensa¢do envolvendo a
camara de nebulizacdo com uma manta térmica, porém o efeito obtido por este
recurso ndo foi suficiente para manter uma nebulizacao estavel.

Desta forma, concluiu-se que para este tipo de nebulizador era necessario o
uso de uma camara de nebulizacdo que apresentasse saida para dreno evitando,
assim, a condensac¢do. No entanto, como ndo se dispunha no laboratério de uma
camara de nebulizacdo que se adequasse a configuragdo do MCN-100, os testes
com este sistema nao foram continuados, apesar do bom resultado em relagdo ao

formato do pico para Sb(V).
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6.1.3.
Nebulizador MicroMist

A proxima interface testada foi composta do micronebulizador concéntrico
MicroMist (Glass Expansion, AU), de vazio nominal de 400 ou 200 uL min™,
acoplado a uma camara ciclonica (mod. Tracey de 50 mL; Glass Expansion, AU) .
A Figura 25 mostra o nebulizador com a adaptagdo em tipo cruz para entrada do

capilar e do tubo do make up.

Figura 25: Interface composta de uma pega em formado de “cruz” acoplado ao
nebulizador MicroMist.

Apesar de este nebulizador ser auto-aspirante, foi utilizada uma bomba
peristaltica para aspirar a solucdo do make up para que fosse possivel ter um
controle da vazao deste liquido independente da vazao do géas de nebulizagdo. Este
recurso possibilita o uso de vazdes do make up extremamente baixas, da ordem de
uL min”', mantendo-se a vazio do argdnio de nebulizagdo em um valor otimizado.
Apesar da instabilidade da corrente elétrica, foi possivel obter bons resultados
para a separacdo das espécies de antimonio e arsénio. Um resultado tipico ¢

apresentado na Figura 26.
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Alvares-Llamas et al. (2002} relataram a facilidade de operagio do
nebulizador MicroMist, porém no desenvolvimento deste trabalho o grande
problema verificado com o uso deste nebulizador foi o surgimento de pressdao de
retorno (back pressure), fazendo com que o make-up retornasse para o interior do
capilar prejudicando ou impossibilitando, assim, a separacao eletroforética. Este
problema foi se agravando com o tempo, verificando-se o acumulo de solidos no
canal do nebulizador e, apesar das diversas lavagens com dgua Milli-Q ou 4cido

nitrico, ndo foi possivel resolver o problema.
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Figura 26: Separagéo de Sb(V) e As(V) 100 ug L™ cada. | = 50 mbar/30 s. V = - 30 KV.
Tampéao: Fosfato 20 mmol L™ + TTAB 0,5 mmol L™, pH = 9. Make up: NH4;NO3; 20 mmol
L'+ Cs 0,5 ug/L, pH = 9.

Os testes foram continuados utilizando-se o nebulizador MicroMist de
vazdo nominal de 200 puL min" que, por ter um canal interno mais estreito que o
anterior, pode apresentar de forma mais severa o problema de entupimento
anteriormente mencionado. No entanto, foi possivel visualizar a separagdo de
diferentes espécies de arsénio, tomando-se cuidado com o posicionamento correto
do capilar da eletroforese no interior do canal do nebulizador, evitando-se assim,
um possivel retorno de liquido para o capilar da eletroforese. As Figuras 27 a 29
mostram os eletroferogramas individuais de trés espécies de arsénio (MMA,

DMA, e AsV)
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Figura 27: Eletroferograma do MMA 100 pg L". 1 =50 mbar/5 s, V = - 14 KV.Tamp3o:
Fosfato 20 mmol L™ + TTAB 0,5 mmol L™, pH = 9. Make up: NHs;NO3 20 mmol L™ + Cs
02ugL" pH=09.
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Figura 28: Eletroferograma do DMA 100 pg L". 1 =50 mbar/5s. V = - 14 KV. Tampao:
Fosfato 20 mmol L™ + TTAB 0,5 mmol L, pH = 9. Make up: NH;NO3 20 mmol L™ + Cs
02ugL" pH=09.
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Figura 29: Eletroferograma do As(V) 100 ug L". 1 =50 mbar/5s. V = - 30 KV. Tampao:
Fosfato 10 mmol L™ + TTAB 0,5 mmol L, pH = 6,5. Make up: NH;NO3 20 mmol L™ + Cs
0,2ugL”" In, pH=09.
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Apesar de boa aparéncia dos picos, a instabilidade da corrente elétrica foi
se tornando critica, fazendo com que diversas corridas eletroforéticas fossem
interrompidas devido a falta de corrente. Diferentes posicionamentos do capilar da
eletroforese, no canal de aspiragdo de amostra do nebulizador, foram testados,
porém em nenhum momento foi possivel obter uma corrente elétrica constante.
Outro problema novamente observado com este nebulizador foi o entupimento,
que se tornou acentuado com o passar do tempo, apesar de serem realizados todos
os procedimentos de lavagem. Desta forma, foram iniciados os testes com um
novo tipo de nebulizador para CE-ICPMS, recebido como doacdao da Burgener

Research (AU) em maio de 2005.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0212144/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0212144/CA

91

6.1.4.
Nebulizador “Mira Mist CE”

A interface utilizando o nebulizador de fluxo paralelo Mira Mist CE foi
idealizada para trabalhar em vazdes extremamente baixas. Por possuir um canal
interno de didmetro suficiente para passar o capilar da eletroforese até a ponta do
nebulizador, e pelo principio fisico diferente de nebuliza¢do (vide esquema), nao
existe a possibilidade de retorno de liquido para o interior do capilar. Devido ao
diametro muito maior do canal de amostra, este nebulizador é muito robusto frente
aos problemas de entupimento observados em todos os outros testados. Além do
mais, o proprio capilar pode ser utilizado para remover entupimentos, caso eles
ocorram, tomando-se o cuidado de ndo prejudicar o flow spoiler com este
procedimento. A Figura 30 mostra o esquema deste nebulizador, enfatizando a sua
concep¢do diferente (vazdo de amostra e do argbonio em paralelo) dos

nebulizadores concéntricos do tipo Meinhard.

CE Capillary _
to CE Instrument (AT _-

/ =
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Pt Electrode

¢ Aryon Mini Chamber

Make UP Solution @ 3 - 10 ulimin

Run through Pt Electrode for positive contact.

Figura 30: Apresentagdo esquematica da construgdo e funcionamento do nebulizador
Mira Mist CE com conector "T” para eletroforese capilar. F = flow spoiler. Esquema

adaptado do folheto de informagdo da  Burgener Research  (Au).
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A Figura 31 mostra o conjunto CE-ICPMS utilizado na continuagao deste
trabalho, com a interface Mira Mist CE acoplada a uma camara ciclonica de

nebulizacdo (mod. Cinnabar de 20 mL, Glass Expansion, AU).

il
T

(a) (b)

Figura 31: Foto apresentando o acoplamento CE-ICPMS usando como interface o
nebulizador Mira Mist CE. No detalhe (a) mostra-se o sistema nebulizador/cAmara de
nebulizagdo com o “T” e a conexao elétrica e no (b) a conexdo da interface com o
ICPMS.
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Como o nebulizador de fluxo paralelo, por principio, ndo € auto-aspirante,
a solu¢do de make up precisa ser transportada através de uma bomba adequada.
Testou-se, inicialmente, uma bomba peristaltica de baixa vazdo (Ismatec, com
mangueira de PVC de 0,19 mm de diametro interno) disponivel em nosso
laboratdrio. Segundo o fabricante do nebulizador, o mesmo pode ser operado com
uma taxa de aspiragdo de 10 puL min" ou menor (vide Figura 30). Os primeiros
testes com esta vazdo mostraram uma grande instabilidade do sinal de Cs
(presente no make-up), devido a pulsacdo da bomba peristaltica em vazdes baixas.

No entanto, foi possivel obter-se um pico de Sb(V) bem definido (Figura 32).
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Figura 32: Eletroferograma do Sb(V) 100 ug L. | = 50 mbar/10 s. V = - 20 KV. Tamp3o:
Fosfato 20 mmol L™ + TTAB 0,5 mmol L, pH = 9. Make up: NHs;NO3 20 mmol L™ + Cs
0,2ugL”, pH=09.

Tentando-se obter uma nebulizacio mais estavel, foi avaliado o
desempenho de duas bombas peristalticas de marcas diferentes: Gilson e Ismatec.
A camara de nebulizacao foi acoplada diretamente ao ICPMS, sem estar ligada a
interface, para se observar apenas a influéncia da bomba peristaltica. A bomba
Gilson tendo apresentada uma grande pulsacdo, mesmo utilizando-se vazdes
superiores a 50 uL min™ foi logo descartada para aspiracdo do make up.

A bomba Ismatec apresentou um melhor desempenho, a medida que se

trabalhou com vazdes mais elevadas. O teste foi realizado numa faixa de 25-60 pL
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min lavaliando-se o sinal do Cs em uma solugdo padrdo de 10 pg L. O resultado
¢ apresentado na Figura 33.

A partir dos resultados obtidos, escolheu-se trabalhar com uma vazao de 40
uL min™, pois apresentou uma boa estabilidade do sinal de Cs, mantendo ainda,
uma pequena diluicdo da amostra. No entanto, quando se fez o acoplamento CE-
ICPMS, os resultados obtidos ndo foram semelhantes aos anteriores. Isto pode ser
explicado, pela passagem do make up pelo interior do "T" da interface e pela
presenga do capilar no nebulizador. Como o caminho percorrido ¢ mais dificil,
devido ao estreitamento do canal de amostra na presenga do capilar da
eletroforese, a bomba peristaltica apresentou uma maior pulsagdo interferindo,
assim, na estabilidade da nebulizacdo e, consequentemente, do sinal. No entanto,
apesar da flutuacdo indesejada observada nos sinais, foram realizados testes
preliminares visando a otimizagdo da separacdo de diferentes espécies de arsénio,
uma vez que, nesta fase do trabalho, ndo se dispunha de bomba de melhor

desempenho.
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Figura 33: Aspiragdo de uma solugédo de Cs 1 ug L”, utilizando-se vazdes de aspiragao
diferentes (em pL min'1) (a) 25; (b) 40 e (c) 60.
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6.2.
Otimizacéo e validacdo da metodologia para a especiacao de arsénio

Diversos pardmetros sdo importantes para obter bons resultados em uma
separacao eletroforética, como por exemplo, a composicao ¢ pH da solugao
tampdo, voltagem aplicada, tipo e tamanho da inje¢do. Dentre estes, o mais
importante ¢ a escolha correta do pH do tampao, pois dependendo do valor deste,
as espécies podem estar presentes em solugdo como cations, dnions ou como

espécies neutras e migrarao de acordo com o pH do meio.

6.2.1.
Otimizacé&o do pH do tampéo de separagéo

O tampao escolhido deve ter boa capacidade tamponante na regido de
trabalho, sendo ideal permanecer numa faixa do pKa + 2. Fosfato e borato sdo os
tampdes mais usuais nas separagdes eletroforéticas. Com pKa2 = 7,2; o fosfato
esta adequado para ser utilizado em uma regiao de 5,2 a 9,2, tendo sido escolhido
para os primeiros testes de otimizagdo da metodologia. Quando ndo se tem
conhecimento do pKa dos analitos, deve-se variar o pH da solucdo em intervalos
de 0,5 unidades de pH. No caso da especiacdo de arsénio, em pH neutro as
espécies As(V), pKa= 2,3, MMA(V), pKal = 3,6 e DMA(V), pKal = 6,2 sao
anions, o As(IIl) como 6xido arsenioso, pKa = 9,3 ¢ uma espécie neutra, enquanto
que a arsenobetaina ¢ um zwitterion (Barra et al., 2000). Sendo assim, foram
preparadas solugdes de fosfato 15 mmol L em uma faixa de pH de 7,5 a 9,5 para
permitir a separacao de todas as espécies. A presenga no tampao do tensoativo
TTAB, como modificador do fluxo eletroosmético, ¢ vantajosa, pois com a
reversdo da carga da parede do capilar os analitos e o fluxo eletroosmotico
migram na mesma dire¢do, fazendo com que as corridas eletroforéticas sejam
mais rapidas. O make up recomendado pelo fabricante deste nebulizador foi uma
solucdo contendo NH;4NO3 20 mmol L'+Cs1 ug L' +10 % de metanol, sendo o
pH da solucdo ajustado para o mesmo valor da solu¢dao do tampao de separagdo. A
presenga do Cs na solucdo do make up tem a fun¢do de monitorar a estabilidade
da nebulizagdo e verificar a sensibilidade diaria do ICPMS e o metanol tem como
objetivo diminuir a constante dielétrica da solucdo, favorecendo a formagdo de

gotas menores, aumentando assim, a eficiéncia do transporte e da ioniza¢do no
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plasma. Na eletroforese capilar, existe sempre a possibilidade de ocorrer variagdes
no tempo de migragdo das espécies. Para compensar este efeito, pode-se adicionar
a amostra um elemento que atue como referéncia para normalizar as variagdes no
tempo de migracdo e area dos picos. Desta forma, foi adicionado a amostra o ion
I', pois sendo um anion, migrard no mesmo sentido dos ions da amostra. Além
disso, devido ao primeiro potencial de ionizagao ser relativamente baixo para um
ion do grupo VII (10,45 eV) a sensibilidade de detec¢do deste ion por ICPMS ¢
suficientemente alta para a finalidade pretendida. Em todas as corridas a
concentracio das espécies foi mantida em 100 pug L' cada e as condicdes
experimentais foram: Tampdo de fosfato 15 mmol L™ + TTAB 0,5 mmol L™, I =
50 mbar/20 s, V =-28 kV, T = 22° C, vazdo do make up: 20 pL min”' e vazdo do
gas de nebulizagio = 0,99 L min'. As Figuras 34 e 35 apresentam
eletroferogramas caracteristicos obtidos nestes testes de otimizagao.

Verifica-se pela Figura 34 que entre o pH 7,5 e 8,5 ndo ha boa separacao
entre o As(II) e o DMA(V). A resolugdo entre estes picos s € satisfatoria no pH
= 9,0 (Figura 35), onde se obteve uma boa separacdo das cinco espécies de
arsénio. O pH = 9,5, apesar de ter levado a uma boa separagao das espécies, nao ¢
um pH adequado, pois ja estd fora da regido do pKa + 2, provocando uma
diminui¢do da capacidade do tampao. Neste pH foi verificado, apés diversas
corridas, que uma pequena variacdo no tempo de migragdo provocava a
sobreposi¢do dos picos. Desta forma, escolheu-se realizar as separagcdes em pH =
9, pois ha uma boa definicdo dos picos e o tempo de analise ficou proximo ao
obtido em pH = 9,5. O pico da arsenobetaina s6 foi visualizado apds a aplicagao
de pressdo ao sistema, juntamente com a voltagem. Este recurso pode ser utilizado
quando uma das espécies de interesse ndo migra na mesma velocidade das demais,
fazendo com que o tempo de andlise seja muito grande, aumentando os efeitos de
difusdo e convecgao com conseqiiente alargamento do pico. Desta forma, foi
aplicada uma pressdao de 50 mbar a partir de 7 min, fazendo com que a
arsenobetaina migrasse mais rapidamente em todas as corridas. No entanto, apos
diversas tentativas de melhorar o formato do pico desta espécie, através da
variacdo do valor da pressdao e/ou do momento a ser aplicada, o pico da

arsenobetaina continuou largo.
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Figura 34: Eletroferograma da separacéo de espécies de As em pH's diferentes.
pH: (a) 7,5; (b) 8,0 e (c) 8,5 Picos: 1. As(V), 2. MMA(V), 3. DMA(V)+Aslll, 4. AsB.
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Figura 35: Eletroferograma da separacgéo 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. AslIl, 5. AsB.
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6.2.2.
Otimizacéo da concentracdo do tampéo de separacao

Fixando o pH do tampdo em 9,0, variou-se a concentragdo de fosfato
dentro de uma faixa de 5 a 25 mmol L'l, mantendo-se constantes as demais

condicdes. As Figuras 36 e 37 mostram os eletroferogramas obtidos.
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Figura 36: Eletroferograma da separagdo de espécies de As em concentragdes de
tampéao diferentes. Tampao: fosfato, contendo TTAB 0,5 mmol L7, pH = 9,0. (a) 5 mmol
L™ (b) 10 mmol L. Picos: 1.As(V), 2.MMA(V), 3. DMA(V), 4. As(lll). 5. AsB.
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Figura 37: Eletroferograma da separagdo de espécies de As em concentragdes de
tamp3o diferentes. Tampao: fosfato, contendo TTAB 0,5 mmol L™, pH = 9,0. (a) 15 mmol
L™ (b) 20 mmol L. Picos: 1.As(V), 2.MMA(V), 3. DMA(V), 4. As(lll). 5. AsB.

De acordo com os resultados, escolheu-se a concentracdo de 20 mmol L™
para o tampao, pois apresentou uma boa separagcdo dos picos das espécies de
arsénio. Em concentragcdes mais baixas, a separagdo entre os picos de DMA e
As(IIT) ndo ¢ bem resolvida, provavelmente devido a baixa forca idnica do
tampao.

Uma vez otimizadas as condi¢des de pH e concentragdo do tampaio,
prosseguiu-se o trabalho com um estudo sobre o efeito do modificador tensoativo

TTAB (brometo de tetradeciltrimetil amonio) na separacdo das espécies.
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6.2.3.
Otimizacédo da concentracdo do tensoativo TTAB

Fixando o pH em 9,0 e a concentracdo do tampao de separacdo em 20
mmol L'l, variou-se a concentra¢ao do tensoativo TTAB em uma faixa de 0,3 a
2,0 mmol L, mantendo-se as demais condi¢des experimentais. Os resultados sao

apresentados nas Figuras 38 e 39.
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Figura 38: Eletroferograma da separagédo de espécies de arsénio em concentragdes 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(lll).
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Figura 39: Eletroferograma da separagédo de espécies de arsénio em concentragdes de
TTAB diferentes: (a) TTAB 1,5 mmol L™ (b) TTAB 2,0 mmol L". Picos: 1. As(V), 2.
MMA(V), 3. DMA(V), 4. As(lll).

As Figuras 38 ¢ 39 mostram que a concentragdo de 1,0 mmol L para o
tensoativo TTAB resultou em melhor separagdo dos quatro picos, entretanto, nas
concentragdes de 1,5 mmol L' e 2,0 mmol L' verifica-se também perfeita
separacdo entre as espécies. Uma comparagdo dos quatro eletroferogramas revela
que um aumento da concentragao do agente tensoativo tem um efeito maior sobre
o As(Ill), aumentando a sua velocidade eletroforética em relagdo as demais
espécies, visto pelo encurtamento progressivo da distdncia entre os picos 3 ¢ 4.
Optou-se pela concentragdo de 1,5 mmol L' de TTAB para a continuagdo deste

trabalho, pois obteve-se adequada separagdo das espécies em menor tempo de
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corrida. Este aspecto ¢ importante quando se utiliza o ICPMS como detector em
CE, pois devido ao elevado custo do equipamento e de sua operagdo, em geral,
multielementar e multiusudria, ¢ vantajosa uma menor ocupa¢do do instrumento
em separacdes cromatograficas/eletroforéticas.

Com todos os parametros relacionados ao tampao de separagdo otimizados,
fez-se a analise de uma solugdo padrao de cinco espécies de arsénio. A Figura 40

mostra o eletroferograma obtido.
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Figura 40: Eletroferograma da separagao de 5 espécies de arsénio. Tampao: Fosfato 20
mmol ' + TTAB 1,5 mmol L™, pH = 9. Make up: NH;NO;3 20 mmol L™ + Cs 1 pyg L™ + 10
% de metanol, pH = 9. Vaz&o da bomba: 20 pL min™, Ar = 1,0 L min™. | = 50 mbar/40 s.
V =-28 kV. T =20 °C. Picos: 1. As(V), 2. MMA(V), 3. DMA(V), 4. As(lll), 5. AsB.

Como mencionado anteriormente, o ultimo pico referente a espécie
arsenobetaina sé ¢ visualizado, dentro do intervalo da corrida, se for aplicada
pressdo ao sistema, juntamente com a voltagem, acelerando assim, sua migragao.
As variagdes verificadas no tempo de migracdo das espécies, comparando-se as

Figuras 39 e 40, sdo devido a mudangas no tempo de inje¢ao da amostra.
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6.2.4.
Otimizagéo da voltagem

A escolha da voltagem é um parametro importante, pois vai influenciar no
tempo de corrida e na resolugdo dos picos. Para esta avaliagdo, fez-se um estudo
entre a voltagem aplicada e a corrente desenvolvida no interior do capilar. Para se
obter melhores resultados, o ideal ¢ permanecer na faixa linear da curva. Se isto
nao for possivel, devido a um aumento excessivo do tempo de analise, devem ser
evitados valores de correntes superiores a 100 pA, pois a refrigeracao do sistema
(circulacdo de ar no compartimento do capilar) ndo seria suficiente para evitar um
aumento excessivo de temperatura. O estudo foi realizado em trés diferentes
temperaturas e os resultados sdo apresentados na Figura 41.

Conforme ha um aumento na temperatura, o desvio da linearidade se
acentua; por isso, escolheu-se trabalhar a 22 °C, pois nesta temperatura ¢ possivel

realizar corridas com voltagens mais elevadas e reduzir os tempos de migracao. .
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Figura 41: Fung¢ao caracteristica de voltagem x corrente em diferentes temperaturas.
Eletrolito: solugdo tampdo de fosfato 20 mmo L' + TTAB 1,5 mmol L™ (pH = 9).
Equipamento: Agilent HP-CE 3D.
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Foi realizada uma separagdo das cinco espécies de arsénio apos a
otimizacdo de todos os parametros relacionados a separagdo eletroforética. A

Figura 42 apresenta o eletroferograma obtido.
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Figura 42: Eletroferograma da separagéo de 5 espécies de arsénio. Tampéao: Fosfato 20
mmol L™ + TTAB 1,5 mmol L', pH = 9. Make up: NH;NO3 20 mmol L™ + Cs 1 ug L™ + 10
% de metanol, pH = 9. 1 =50 mbar/ 20 s, V = - 25kV a 22 °C Pico de referéncia: I 50 ug
L™. Picos: 1. As(V), 2. MMA(V), 3. DMA(V), 4. As(Ill) 100 pg L™ cada e 5. AsB 50 ugL™.
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6.2.5.
Parametros relacionados a introdu¢do da amostra no ICPMS

A vazao de argénio como gas de nebulizacdo foi otimizada a partir da
aspiracdo, por um determinado periodo de tempo, de uma solu¢ao contendo Cs e
As. O resultado mostrou que a vazio 1,0 L min" apresenta uma maior
sensibilidade para o arsénio, enquanto que para o césio seria possivel trabalhar em
vazdes superiores (Figura 43). Uma maior vazdo de argdnio na parte central do
plasma causa um “resfriamento” do mesmo que afeta, especialmente, o
rendimento de ionizacdo de elementos com alta energia de ionizagdo, neste caso,
As (9,81 eV). No entanto, o ideal ¢ fazer uma otimizacdo diaria no equipamento
para que se possa chegar as melhores condigdes de trabalho para o analito de
interesse (As).

Apesar de se trabalhar nas condi¢des ideais de separacgdo, verificou-se que
no célculo da repetitividade para 10 corridas sucessivas, o desvio padrao relativo
(DPR) apresentou valores superiores a 20 % para todas as espécies de arsénio.
Estes valores elevados do DPR foram atribuidos a instabilidade da nebulizacao
provocada pela grande pulsacdo da bomba peristaltica quando operada a tdo
baixas vazdes (<50 pL). Para melhorar a repetitividade nas medicdes, substituiu-
se a bomba peristaltica por uma bomba HPLC de duplo pistao (mod. ABI 1400,
PerkinElmer) cedida, gentilmente, pelo CENPES. Resultados sobre a
repetitividade dos sinais obtidos com esta nova bomba, na faixa de aspiragao de

10 a 50 pL min™', sio mostrados nas Figura 44.
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Figura 43: Variacao da intensidade dos sinais de As e Cs em funcao da vazéo do géas de
nebulizagdo (argdnio). Nebulizador Mira Mist CE com camara ciclénica (mod. Cinnabar,
20 mL) (a) As; (b) Cs.

A bomba de pistdo apresentou melhores resultados que a bomba
peristaltica usada anteriormente. No entanto, ha também uma grande instabilidade
do sinal (Cs) a vazdes muito baixas. A partir de 40 pL min™, a repetitividade do
sinal melhorou substancialmente, sendo entdo esta vazdo escolhida para a
continuagdo do trabalho. A Figura 45 apresenta novamente a separagao dos cinco
espécies de arsénio, desta vez com o sistema e todos os pardmetros operacionais

otimizados.
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Figura 44: Estudo da estabilidade do sinal de Cs (1ug L'1) em funcdo de vazdes de

aspiracao diferentes: a) 10 L min”, b) 30 uL min”, c) 40 pL min™, d) 50 uL min".
(Bomba HPLC mod. ABI 1400; nebulizador Mira Mist CE com camara ciclonica).
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Figura 45: Separagdo de 5 espécies de arsénio. Condi¢gdes experimentais: Tampéao:
Fosfato 20 mmol L™ + TTAB 1,5 mmol L, pH = 9. Make up: NH;NO3 20 mmol L™ + Cs
1ug L™ + 10 % metanol, pH = 9. | = 50 mbar/20 s, V = -25 kV a 22° C, Vaz&o da bomba:
40puL 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(lll) 100 ug L™ cada; 5. AsB: 50 ug L™.
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6.3.
Validagdo de metodologias analiticas

6.3.1.
Separacdo e quantificagdo de espécies de arsénio por CE-ICPMS

Apbs otimizagdo dos parametros de separagdo e medi¢do, foram
determinadas as caracteristicas de desempenho da metodologia para cada espécie
de arsénio: tempos de migracdo das espécies, curvas analiticas, concentragdo
minima detectavel, e repetitividades. Nao foi possivel determinar a exatidao dos
resultados para as diferentes espécies por falta de adequados materiais de
referéncia certificados (MRC) em nosso laboratorio.

Foram determinados os desvios padrao relativos (DPR) para os tempos de
migracdo a partir de inje¢des repetidas (n = 8) de uma solugdo aquosa contendo
100 pg L de cinco espécies de arsénio: (As(IIT), As(V), MMA(V), DMA(V) e
AsB), como mostra a Tabela 7. Considerando a complexidade do sistema
hifenado, CE-ICPMS, as repetitividades em torno de 5%, ou menor, devem ser

considerados como altamente satisfatorias.

Tabela 7: Tempo de migracao e seu desvio padrao relativo (DPR) para diferentes

espécies de As separadas e determinadas pela metodologia proposta (n = 8).

Espécie Tempo de DPR
migragao (%)
(s)

As(V) 254 47
MMA(V) 301 5,2
DMA(V) 331 6,2
AS(IIN) 466 2,9
AsB 515 2,8

A integracdo da area dos picos foi escolhida para a quantificagdo das
espécies de arsénio, pois apresentou desvios padrido relativos inferiores a das

alturas dos picos (Tabela 8).
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Tabela 8: Comparacgao entre os desvios padrao relativos (DPR) na quantificagdo dos

picos eletroforéticos por dois métodos diferentes (n = 8).

Espécie DPR — DPR —
Area Altura (%)
(%)

As(V) 9.3 13,9
MMA(V) 5,2 16,5
DMA(V) 9,5 13,2

AS(1Il) 6,7 12,2

AsB 8,4 11,0

Verificou-se que o ion iodeto adicionado aos padrdes para servir como pico
de referéncia, ndo apresentou melhora em relacdo ao desvio padrdo relativo dos
tempos de migragdo, area ou altura dos picos, pois ndo houve um padrio de
comportamento Unico para todas as espécies de arsénio a medida que o pico do
iodeto apresentava alguma variacdo (sensibilidade, posicdo no eletroferograma).
Por esta razdo, ndo foi utilizado como pico de referéncia para corre¢do dos
resultados. Por outro lado, a presenga deste pico no eletroferograma se mostrou
muito util, pois indicava o bom funcionamento do sistema de separacdo e
“alertava” para a chegada proxima da primeira espécie de arsénio (AsV).

As curvas analiticas foram construidas a partir de solucdes padrao das
espécies As(IIl), As(V), MMA(V), DMA(V) e AsB, apresentando uma boa
linearidade dentro de uma faixa de 10 pg L™ a 100pg L', como mostra a Figura
46. Observa-se uma relacao linear entre concentracdo de cada espécie de arsénio e
area quantificada do pico correspondente, obtendo-se um coeficiente de
correlacio (R?) de no minimo 0,992. A metodologia desenvolvida apresentou
melhor sensibilidade para as espécie As(Ill) e DMA(V) e menor sensibilidade
para AsB (Figura 46).

O limite de deteccdo (LD) ¢ definido como a menor concentracdo ou
quantidade que pode ser detectada com razoavel certeza utilizando um

determinado procedimento analitico. O LD corresponde a um sinal que representa
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a concentragdo de um analito ainda distinguivel, estatisticamente, do sinal do
branco. Normalmente, ¢ determinado pela medida de 10 brancos de amostra
independentes, mensurados um de cada vez. A equacdo utilizada para calcula-lo ¢:
LD = 34/S, onde Sb = desvio padrao dos 10 brancos e S ¢ a sensibilidade da curva

analitica (coeficiente angular).
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Figura 46:Curvas analiticas de cinco espécies de arsénio determinados por CE-ICPMS
[1: As(Ill), R* = 0,992 ; 2: DMA, R® = 0,997; 3: MMA, R? = 0,999; 4: As(V), R? = 0,996; 5:
AsB, R? = 0,993].

Neste trabalho, o limite de deteccdo ndo foi calculado utilizando-se a
formula citada acima, pois em técnicas cromatograficas ¢ comum que o LD seja
definido empiricamente através da visualizagdo da menor concentragdo do analito
que possa ser distinguida da linha do fundo, uma vez que ¢ mais dificil calcular o
desvio padriao da linha base abaixo do pico. Na eletroforese capilar, o limite de
deteccao depende (entre outros parametros) do tempo de injecdo, pois este deve
ser escolhido como o tempo méximo de inje¢do em que se consegue ainda manter
a estabilidade da corrente elétrica. Desta forma, uma solucdo contendo as cinco
espécies de arsénio foi preparada numa concentragio de 10 pg L™ cada e, a partir
desta solugdao, foram feitas diluigdes seqiienciais até que nao fosse possivel

diferenciar os picos das espécies em relacdo ao fundo utilizando-se um tempo de
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injecio de 40 s. O LD foi estimado como 0,5 pg L para As(Ill), As(V),
MMA(V) ¢ DMA(V) ¢ de 2,5 ug L' para AsB. A Figura 47 apresenta os
eletroferogramas na regido limite de visualizagdo dos picos.

Comparando-se estes limites de detecgdo com os obtidos para arsénio pela
técnica de FIA-HG-ICPMS (vide capitulo 6.3.2) observa-se, claramente, a melhor
sensibilidade desta ultima técnica (CE-ICPMS: 0,5 pg L™'; FIA-HG-ICPMS: 0,01
ng L™). Isso se deve ao pequeno volume de amostra injetada na coluna capilar em
CE-ICPMS, por exemplo, 200 nL. para uma tempo de inje¢do de 40 s a 50 mbar,
comparado aos 250 pL utilizados em FIA-HG-ICPMS. Esta comparacao
evidencia que a CE com detector de ICPMS ¢ apenas vantajoso como técnica de
separacdo quando se necessita do seu alto poder de resolugdo e baixissimo

consumo de amostra.
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Figura 47: Visualizagdo dos picos das espécies de arsénio na regido limite. A) padrao de
2,5 ug L' cada e b) padréo de 0,5 pg L™ cada. Picos: 1. As(V), 2. MMA(V), 3. DMA(V) e
4. As(ll).
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6.3.2.
Quantificagdo de arsénio por FIA-HG-ICPMS

Esta técnica foi utilizada para quantificagdo de As-total em amostras de
suco de uva, urina, sangue total e plasma, e para se obter informagdes adicionais
sobre a especiagdo do arsénio (vide capitulos 5.6 e 6,4). Devido as altas
concentragdes de cloreto nestas amostras, a determinacdo direta do 75As por
ICPMS nio seria possivel, dada a interferéncia espectral causada pela espécie
YAr°Cl (m/z = 75). A técnica de FIA-HG-ICPMS ja esta bem estabelecida no
laboratério e foi adaptada da metodologia descrita por (Stroh et al.,1993); por
isso, apenas os resultados de validagdo serdo apresentados aqui. A Figura 48
exemplifica sinais transientes obtidos por HG-ICPMS, e a Figura 49 mostra uma
curva de calibragdo tipica. Observa-se a perfeita linearidade entre os sinais e as
concentragdes (R* = 0,999). A partir de 10 medidas do “branco de reagentes” ¢ a
sensibilidade da curva analitica (S) foi calculado o limite de deteccdo (3sB/S)
como sendo de 0,01 pg L.

A validagdo da metodologia de HG-ICPMS foi feita através da analise de
trés materiais de referéncia (vide pl112) CASS-3, Seronorm-69101 (level 1) e
Sernorm-69102 (level-2). A Tabela 8 resume os resultados obtidos e as

concentragoes certificadas dos respectivos MR com as suas incertezas reportadas.
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Picos transientes obtidos para As por
FIAS HG-ICPMS
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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.
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Figura 49: Curva de calibragéo tipica para As obtida com o sistema FIAS 200 acoplado
ao ELAN 5000 ICPMS. Alga de amostragem: 250 uL.

Tabela 9: Concentragdo média de arsénio (em pg L'1) determinada em trés materiais de
referéncia por FIA-HG-ICPMS.

MRC Valor Este
certificado trabalho
de As
CASS-3 1,09 + 0,07 1,16 + 0,14
(n=5p=
0,05)
Seronorm- AAS: 61 (49 —
1 73) 495+0,3 (n
ICPMS: 64 =3)
(51-77)
Seronorm- AAS: 153
2 (123 -184) 151,5+1,7
ICPMS: 153 (n=3)
(122 — 183)

Observa-se uma boa concordancia entre os resultados obtidos neste

trabalho e os valores de referéncias, validando a metodologia aqui utilizada,

chamando aten¢do, a elevada incerteza reportada pelo fabricante para as duas

amostras da série Seronorm.
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6.3.3.
Quantificacéo de As e outros elementos por ICPMS com calibracao
externa

Foi utilizada ainda a técnica de ICPMS com calibrag@o externa para analise
multielementar quantitativa de amostras de suco de uva e de pélo da crina de
cavalos. Estas andlises, embora ndo diretamente necessarias para o objetivo
principal desta tese (CE-ICPMS), tiveram por finalidade aproveitar as amostras
para se obter informacdo complementar sobre a presenga de outros elementos
toxicos e essenciais nelas contidos. Por se tratar de uma técnica bem estabelecida
em nosso laboratério e ja documentada em outras dissertagdes e teses, serdo
ilustradas apenas curvas analiticas tipicas, coeficientes de determinacao, limites de
deteccao expressos como BEC (concentragdes equivalente ao branco) e resultados
obtidos na andlise das duas amostras de referéncia Seronorm 1 e 2, j4 comentadas

anteriormente (Figura 50 e Tabelas 10 e 11)
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Figura 50: Exemplos de curvas de calibracdo para determinagdo quantitativa
multielementar por ICPMS. Calibragdo externa com padronizagdo dos sinais pelo rédio
(Rh).
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Tabela 10: Coeficientes de determinagéo das curvas analiticas obtidas neste trabalho

por ICPMS e limites de quantificagdo expressa como concentragdo equivalente ao

branco (BEC) para suco de uva diluido 1:10.

Coeficiente de determinagéo BEC
Elementos (R?) (mg L™
Al 0,9998 0,087
Ag 0,9999 0,0001
As 0,9995 0,002
Cd 0,9999 0,0001
Co 0,99998 0,0001
Cu 0,9998 0,002
Hg 0,9999 0,001
Pb 0,9999 0,0007
Mg 0,9997 0,008
Mn 0,9999 0,002
Ni 0,9999 0,001
Sb 0,9999 0,00001
Sn 0,9998 0,004
Se 0,9997 0,002
T 0,99987 0,0001
Zn 0,99996 0,02
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Tabela 11: Resultados obtidos na analise quantitativa de dois materiais de

referéncia (urina liofilizada) no Laboratério da PUC-Rio (n=3; p = 0.05). Todas as

concentragdes em pg L.

Seronorm Level 1 (69101)

Seronorm Level 2

(69102)
Referéncia PUC-Rio Referéncia PUC-RIio
Al 33 EZ; ) ;‘Z;l 37,4£06 Sg Eg; _ gg;; 72,8 £ 4,5
SO 879 t04f  %TE03 333067 400y 35,0+ 10
ca  SSUT-NEL a7sos  197034-2000 467403
Co ss@o-e0f  T5%02  goguprasop 211405
cu 5eo” 18;; 10,1402 o Ei?:g?;; 53.0 & 1.4
o BERSTISN iy SIEewSl o
Mg 078463~ 694)  go5:06 231 (185~ 217)’ 21743
Mn 74 (59897 9.7+02 15,8 (127 - 19,07 239+ 0,1
Ni 2,1 (1,7-25)" 3001 24,1 (19,3 - 29,0)' 240405
n.r. n.r.
T gs@sot01p 10802 6 (128 103y 204+2
7n 551 (441 - 662)" 592 4 1 1055 (844 — 1266)' 1015 £ 11

446 (356 — 535)?

875 (700 — 1050)

Abreviagdes: n.r.= ndo reportado; !

= determinado por AAS; ? = determinado por ICPMS

Dentro das incertezas reportadas, observa-se, em geral boa concordancia

entre as concentragdes certificadas e as determinadas neste trabalho. Também

nesta série de dados, chama atencdo a diferenca nos valores de referéncia de

alguns elementos (Al, Zn) determinados por AAS e ICPMS, respectivamente.

Comparando os resultados deste trabalho com os valores certificados por AAS

e/ou ICPMS, observa-se, em geral, menor discrepancia quando os resultados de

AAS sao considerados.
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6.4.
Aplicagdes

A metodologia desenvolvida para a especiagdo de arsénio foi aplicada em
dois estudos de casos: (2) verificacdo de niveis de arsénio e de suas espécies em
sucos de uva vendidos no Brasil, e (2) pesquisas sobre a absor¢do, excre¢do e
biotransforma¢do de uma droga veterindria contendo arsénio e utilizada no
tratamento de cavalos. Devido as grandes dificuldades vivenciadas no
desenvolvimento do acoplamento entre a eletroforese capilar e o ICPMS, nao
houve tempo habil para se fazer um estudo mais aprofundado, tarefa reservada
para a continuacdo deste trabalho. Pelo motivo exposto, os resultados aqui

apresentados devem ser considerados ainda como preliminares.

6.4.1.
Andalise da amostras de suco de uva

6.4.1.1.
Concentracao de As-total e de alguns outros elementos

Foram determinados os teores de arsénio e de outros contaminantes
inorganicos em 31 amostras de 20 marcas diferentes de suco de uva, provenientes
de oito estados brasileiros. Doze marcas de suco de uva integral foram analisadas
para determinagdo de arsénio total por ICPMS, com gera¢do de hidretos. Estas
amostras foram filtradas com filtro 0,45 um no dia da analise. A Tabela 12
apresenta os resultados do teor de arsénio e de alguns outros metais presentes no

suco de uva.
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Tabela 12: Determinagéo de contaminantes inorganicos em suco de uva. (ND: ndo

determinado; * Zn, Na e Cu em mg L”, restante em Mg L". Na e Cr foram determinados

por ICP OES).

As Cd Cu* Cr Hg Na* Ni Pb Sn Zn*
Aurora 36 <0, 0,13 17,2 ND 29,0 3 1 ND 0,15
B. Ischial 10,2 0,6 0,45 18 0,2 244 16 6,3 <2 0,63
B. Ischia2 7,6 0,5 0,56 16 0,4 250 14 2,9 <2 0,58
B. Ischia3 9,2 0,2 0,70 16 0,1 225 7,0 1,7 21 0,25
Big Fruit 43 3 0,45 15 0,1 344 19 4 2,9 0,78
C. Madeira <02 0.2 0,39 1,7 0,2 19,0 11,2 6,6 4,6 0,69
C. Bento <02 06 0,04 8,7 1,0 27,0 17 6 1,7 0,94
Curumat.1 ND <0,1 0,36 ND <0, ND 4,5 12 2 0,87
Curumat.2 24 <01 1,03 349 <01 280 28 7 <2 0,64
D. Candido 156 08 0,02 19,6 0,5 110 21 9,9 3,7 1,44
Imbiaral ND 04 0,24 ND 0,3 ND 25,4 11,2 <2 0,73
Imbiara2 <0,2 1 0,46 12,1 <0,1 235 16 2 <2 0,48
Jandaia 22 <01 0,18 26,1 ND 148 10 3 ND 0,48
Maguaril 106 07 0,55 18,1 0,1 148 20,5 2,4 <2 0,71
Maguari2 104 07 0,92 20,9 0,4 139 16,4 2,8 <2 0,88
Maguari3 9,3 0,7 0,80 459 0,4 148 16,5 2,9 <2 0,84
Maravilhal 39 <0, 0,24 249 ND 325 22 3 ND 0,35
Maravilha2 2,6 0,4 0,14 10,7 0,6 320 13,4 6,1 <2 0,38
Pergola 74 <011 0,36 14,9 ND 55 6 2 ND 0,57
Pindorama 10,7 ND 0,08 41 ND 306 ND 10 ND 0,70
Rossonil 11,1 ND 0,44 ND ND ND ND 10,7 <2 0,64
Rossoni2 82 <0, 1,26 18,1 <01 95 14 7 <2 0,59
Salton 42 0,6 0,82 12,3 0,6 31,0 24,3 16,5 44 0,85
Santal 106 02 0,72 15 0,1 230 52 1,4 2,2 0,30
Serigy 9,9 1 0,50 598 <0.1 220 32 3 15 0,61
Sinuelol 24 0,3 0,04 ND ND 48 9,6 7.8 11 1,27
Sinuelo2 4,7 04 0,03 1,4 0,2 38 20 15,6 55 1,35
Superbom1 ND <0,1 0,14 ND ND ND 3 1 ND 0,19
Superbom2 <02 0,3 1,28 16,4 ND 26,0 17,9 2,3 3,5 0,42
Uva S61 ND <0,1 0,21 ND <01 ND 19 8 5 0,67
Uva S62 <02 <0, 0,34 109 <01 265 12 10 7 0,59

Os “Limites Maximos de Tolerancia” estabelecidos pela ANVISA para
estes elementos em suco de fruta sdo apresentados na Tabela 13, juntamente com

os valores correspondente da Comunidade Européia (EU) e da India.
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Tabela 13: Limites Maximos de Tolerancia em suco de frutas. (Fontes: Coluna 2 -
ANVISA Dec. n° 55.871/1965; Coluna 3 - Commision Regulation n°® 466/2001. Off. J.
Europ. Communities 77:9, 2001; coluna 4 - Indian PFA Act, 1954).

BRASIL UE INDIA
(mg/L) (mg/kg) (mg/kg)
As 0,5 - 0,2
Cd 0,5 - -
Cu 30 - 5,0
Cr 0,1 - -
Hg 0,01 - -
Ni 3 - -
Pb 0,4 0,05 1
Sb 1 - -
Se 0,05 - -
Sn 250 - 250
Zn 25 - 5,0

Zinco e cobre e cromo sdo os elementos que apresentaram os maiores
teores, com maximos de 1,44, 1,28 e 0,060 mg L respectivamente.  Estes
valores encontram-se, no entanto, bem abaixo dos “Limites Maximos de
Tolerancia” permitidos pelas normas brasileiras. Outros elementos, como o
mercurio, apresentam poucos resultados acima do limite de detecg¢do. O teor
médio de arsénio em suco de fruta obtido neste trabalho (7,1 pg kg™) é compativel
com aquele encontrado em sucos de frutas na Alemanha (11,3 pg kg?),
(BVL,1999). Também sao similares aos teores de arsénio inorgéanico encontrados
por Schoof et al. em sucos de uva nos Estados Unidos (9,2 ng kg'). Estes
pesquisadores, no entanto, afirmam que o teor de arsénio total seria bem mais alto
(58,3 pg kg, supostamente devido a presenga de MMA ¢ DMA. No presente
estudo, ndo foram encontradas evidéncias da presenca de compostos organicos de

arsénio em suco de uva, como mostram os resultados a seguir.
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6.4.1.2.
Especiagcdo de arsénio em amostras de suco de uva

A partir destes resultados foram feitas novas analises para a determinacao
de As(V) e As(IIl) por FIA-HG-ICPMS. Numa primeira etapa, a amostra foi
analisada sem pré-reducdo, obtendo-se o valor referente ao As(IIl) na amostra.
Numa segunda etapa, aliquotas da amostra foram pré-reduzidos, de acordo com o
procedimento descrito anteriormente, para determinagao da concentragdo das duas
espécies (As' + As™). O As(V) é calculado por diferenca. A Tabela 14 mostra os
resultados obtidos na andlise realizada em 24 amostras de 19 fabricantes.
Comparando-se os valores de As-total determinados por este procedimento com
os obtidos anteriormente apds oxidagdo prévia da amostra com HNO;/H,O,
(Tabela 12), observa-se, em geral, boa concordancia entre aos valores. Isso
confirma que nos sucos analisados ndo se encontram espécies organicas, tais
como MMA e DMA, pois ndo iriam gerar hidreto sem oxidagdo prévia. Na
presencga destas espécies refratdrias, dever-se-ia esperar concentragdes mais altas

deste elemento nas amostras oxidadas, o que ndo foi o caso neste trabalho.
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Tabela 14: Determinagao de As-total, As(lll) e As(V) em suco de uva. Todas as
concentragdes de em ug L. (*) determinado apods oxidagao prévia da amostra (valores
da Tabela 12).

Marca do Suco As-total * As-total As(llN) As(V) As(V)/As(II)
Aurora 3,6 3,5 1,2 2,4 2,0
B. Ischial 10,2 9,7 2,9 6,8 2,3
B. Ischia2 7,6 7,1 1,0 6,1 6,0
B. Ischia3 9,2 9,0 1,8 7,2 4,0
Big Fruit 4,3 4,3 2,8 1,4 0,5
C. Bento <0,2 0,3 <0,2 - -
C. Madeira <0,2 0,2 <0,2 - -
Curumat? 24 24 1,3 1,2 0,9
D. Candido 15,6 14,8 6,5 8,4 1,3
Imbiara2 <0,2 0,2 <0,2 - -
Jandaia 2,2 2,2 0,8 1,5 1,8
Maguaryl 10,6 9,6 1,4 8,2 59
Maguary?2 10,4 9,8 1,7 8,2 5,0
Maguary3 9,3 8,3 1,2 7,2 6,1
Maravilhal 3,9 3,5 24 1,2 0,5
Maravilha2 2,6 24 1,6 0,8 0,5
Pergola 7.4 6,6 0,8 5,8 7,6
Pindorama 10,7 10,5 6,6 3,9 0,6
Rossoni2 8,2 8,6 2,0 6,7 3,4
Salton 42 3,9 0,6 3,3 5,2
Santal 10,6 10,7 2,1 8,5 4,0
Serigy 9,9 9,9 55 4.4 0,8
Sinuelo2 4,7 4,4 1,3 3,1 2,4

Superbom?2 <0,2 0,3 <0,2 - -
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Tabela 15: Amostras de suco de uva e seus respectivos conservantes (INS202: sorbato
de potassio; INS211: benzoato de sddio; INS220: dioxido de enxofre; INS223:

Metabissulfito de sodio).

Marca do Suco Conservantes
Aurora INS 202 e INS 220
Bela Ischia INS 211 e 223
Big Fruit INS 211 e 223
Casa da Madeira nao contém
Casa de Bento ndo contém
Curumatan INS 211 e 223
Dom Céandido nao contém
Imbiara nao contém
Jandaia INS 211 e 223
Maguari INS 211 e 223
Maravilha INS 211 e 223
Pergola INS 202, INS 211 e INS 220
Pindorama INS 211 e 223
Rossoni nao contém
Salton nao contém
Santal INS 211 e 223
Serigy INS 211 e 223
Sinuelo INS 202 e INS 211
Superbom nao contém
Uva S6 ndo contém

A Tabela 14 mostra que, para a maioria dos sucos analisados, o teor de
As(V) é maior que o teor de As(IIl), tendo-se apenas em 6 amostras uma
quantidade superior de As(IIl) em relagdo a As(V). Apesar de que em todos os
sucos o teor de As-total estd dentro do limite da ANVISA, a analise feita pode
concluir que o estudo da especiacdo ¢ importante para se ter o conhecimento das
espécies presentes na amostra. Tendo em vista que As(IIl) € muito mais toxico
que As(V), deve-se levar em consideracdo quais os fatores que fizeram com que
algumas amostras apresentassem um teor mais alto desta espécie. Apesar de ndo
ser possivel chegar a nenhuma conclusdo definitiva, este fato pode ser devido a
adicao de algum aditivo em quantidade superior se comparado com as outras
marcas. Verifica-se que as amostras que apresentam uma razao As(V)/As(III)

menor que 1,0, também apresentam um teor de sédio muito acima da média,
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mesmo levando-se em conta que, em média, as amostras contendo conservantes
apresentam teores de sodio elevados. A explicagdo mais provavel para este
fenomeno ¢ que nestas amostras foi adicionada uma quantidade elevada de um
conservante com capacidade redutora, como por exemplo, o metabissulfito de
sodio (INS223), causando um aumento na concentragdo de As(IIl). De acordo
com esta interpretagdo, a concentracao elevada de sddio seria um indicio do uso
exagerado de conservante.

A andlise de especiacdo do arsénio por eletroforese capilar e ICPMS foi
feita no suco de uva “Dom Candido”, pois esta amostra apresentou o maior teor de
arsénio total (14,8 ¢ 15,6 pg L'). A amostra foi filtrada com filtro 0,45 pm ¢ a
separacdo eletroforética foi realizada utilizando-se as condig¢des otimizadas. O
tampao foi uma solugio de fosfato 20 mmol L™ + TTAB 1,5 mmol L™ em pH =9.
O make up foi uma solugdo de NH;NO3 20 mmol L + Cs 1 pg L™ + 10 % de
metanol em pH = 9, aspirada a uma vazdo de 40 uL min™'. A Figura 51 apresenta

o eletroferograma obtido na analise.

1200

1000 -

800 -

600 -

400 -

Intensidade (cps)

200 H

0 200 400 600 800
Tempo (s)

Figura 51: Especiagéo de arsénio por CE-ICPMS em uma amostra de suco de uva (Dom
Candido) com concentragdo total de As de cerca de 20 ug L™, Injecdo: 50 mbar/40 s, V =
-25kV, Ar=0,96 L min™.

Inicialmente, pensou-se que o primeiro pico fosse referente a espécie
MMA(V), devido ao tempo de migragdo. No entanto, na eletroforese capilar a
identificacdo dos picos ndo pode ser confirmada apenas pela comparacdo deste

parametro, pois existem diversas causas que podem provocar a mudanga no tempo
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de migragcdo dos compostos, como por exemplo, o tempo de injegdo da amostra.
Neste caso, a amostra foi injetada por 40 s, pois em tempos menores, 0S Picos
estavam muito pequenos, o que faz com que os compostos tenham um tempo de
migracdo maior do que os ja apresentados anteriormente. Desta forma, a
confirmagdo dos picos foi feita através da adicdo de padrdes (spikes). Em
diferentes aliquotas do suco de uva foi feita adi¢ao das espécies As(V), MMA(V),
As(IIT) e AsB em quantidade suficiente para que a concentracdo final destas
espécies fosse de 20 pug L. A confirmagio dos picos pode ser vista na Figura 52,
que mostra o aumento acentuado da altura do primeiro pico quando da adigdo de
As(V) e o aumento da altura do segundo pico quando a adicdo de As(III),

confirmando assim a identidade das espécies.
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Figura 52: Identificagdo dos picos em suco de uva (vide Figura 51) pela adi¢do de 20 ug

L™ de As(V) e As(lll), respectivamente.
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A andlise por CE-ICPMS confirmou a presenga de apenas As(II) e As(V)
nas amostras dos sucos de uva e foi coerente com o resultado obtido por HG-
ICPMS. No entanto, pela analise por CE-ICPMS, a integracdo das areas dos picos
mostrou um pequeno aumento de As(III) em relagdo a As(V), dando uma
proporgao entre As(V)/As(IIT) de 0,9, ao contrario do resultado obtido por HG-
ICPMS que foi de 1,3. Atribui-se esta diferenca a incerteza elevada na integracao
dos picos de tdo baixa intensidade.

De acordo com Uthus (1994), os seres humanos necessitam entre 12 e 25
ug de arsénio por dia, tomando como referéncia uma dieta de 2.000 kcal. Por
outro lado, a ingestdo diaria de quantidades iguais ou superiores a 600 pg de
Arsénio inorganico apresenta efeitos nocivos (Chappell, 1997). O limite seguro
para a ingestdo de arsénio ainda é objeto de ampla discussdo. Mesmo assim,
parece evidente que os teores de arsénio encontrados no suco de uva, com a
concentracio média de 7,1 pug L, tornam este alimento uma fonte segura de
arsénio, de modo a fornecer este elemento nos niveis em que ¢ considerado
essencial para o organismo. O fato de parte de arsénio estar na forma de As(IIl),

que ¢ mais toxico, ndo deve afetar significativamente este resultado.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0212144/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0212144/CA

130

6.4.2.
Analise do sangue, plasma, urina e pelo de crina em cavalos tratados
com MMA (Arsenil®)

Como ja mencionado anteriormente, foi feito um estudo piloto visando a
implementagdo de uma metodologia para o exame antidoping para arsénio em
cavalos de corrida, ainda inexiste no Laboratorio do Joquei Clube do Brasil (Rio
de Janeiro). Foram escolhidos 10 cavalos da “escola de equitagao” deste clube
para o estudo preliminar. Antes da aplicacdo da droga (0,27 g/dia de arsénio na
forma de dose unica de MMA(V) (Arsenil®) durante cinco dias seguidos),
amostras de sangue, urina ¢ pélo da crina (cortado rente ao couro), foram
coletados para determinagdo das concentracdes basais de arsénio (e de outros
elementos nas amostras de pélo). Deste grupo de 10 cavalos, foram escolhidos
apenas trés para o estudo inicial com a droga. A seguir, serdo reportados
resultados referentes as concentragdes totais dos elementos determinados, as
espécies de arsénio encontrados, e observacdes, ainda preliminares, sobre a
cinética de excrecdo de MMA(V). Os protocolos de amostragem e das diferentes

técnicas analiticas utilizadas ja foram mencionados nos capitulos 5.5 e 5.6.

6.4.2.1.
Concentracao total de arsénio e de alguns outros elementos em
amostras de crina de cavalo

A Tabela 16 resume os valores médios de concentracdo e outros
parametros estatisticos para arsénio em amostras de pélo de crina de cavalos, antes
e depois do tratamento com Arsenil®. Observa-se uma concentragao basal entre
0,03 ¢ 0,05 ug g a partir dos 10 cavalos examinados e um pequeno, mas nitido
aumento nas amostras recolhidas dos trés cavalos que receberam a droga,
mostrado melhor na Figura 53. Isso confirma que, apesar da curta duragdo da
ingestdo de As na forma de MMA(V), o pélo dos animais ¢ capaz de registrar o
evento, fato que pode ser utilizado para uma analise retrospectiva da aplicacao da
droga. Nao se encontrou informagdes sobre a taxa de crescimento do pélo de
crina. Considerando que possa ser semelhante ao crescimento de cabelo do couro
cabeludo em humanos (cerca de 1 cm por més), a Figura 53 indica que a

transferéncia da droga para o pélo se manifesta de forma rapida (1 - 2 meses).
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Tabela 16:Concentracdes de arsénio em amostras de pélo de crina de cavalo antes
(18/07/2006) e depois do tratamento (14/11/2006). Concentragdo de As em ug g'1; a
distancia (em cm) se refere ao segmento da amostra recolhida a partir do couro

cabeludo.

Depois do tratamento

PUC-Rio - Certificacé@o Digital N° 0212144/CA

Nome de cavalo

antes 1cm 2cm 3 cm
Black Bits (BI) 0,04 0,09 0,10 0,13
Cath Talescoen (Cta) 0,04 0,08 0,17 0,24
Chaca (Ch) 0,03 0,12 0,18 0,03
Grupo sem aplicacdo de Arsenil®
Campanario 0,05 0,02 0,03 0,02
Cath Trilho 0,03 0,02 0,02 0,01
Detetive 0,04
Doc Pastorean 0,03 0,02 0,01 0,01
Hillie 0,04 0,03 0,03 0,03
Shadow Badger 0,05 0,05 0,07 0,07
Umbra Real 0,03
Média 0,04 0,03 0,03 0,03
Mediana 0,04 0,020 0,030 0,020
max-min 0,05-0,03 0,05-0,02 0,07-0,01 0,07-0,01
0,3
OChaca
0,25 - B Cath
OBlack Bits
o 0,2
gﬁ
g 0,15
()
%)
< 0,1
0,05
0 i
antes depois-1 depois-2 depois-3

Figura 53: Teores de arsénio em amostras de pélo de crina dos trés cavalos antes e

depois do tratamento com Arsenil®.
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Além do arsénio, foram determinados nestas amostras de crina ainda outros
elementos téxicos e essenciais, dentro de uma rotina do laboratério que visa
caracterizar a composi¢do “mineral” do cabelo e estudar possiveis correlagdes
entre anomalias encontradas e patologias clinicas (p.ex. Miekeley et al., 2001).
Embora ndo sendo diretamente relacionados com o objetivo principal da tese, os
resultados merecem um pequeno comentario. A Tabela 17 exemplifica o resultado
de uma andlise multielementar (mineralograma) de uma amostra da crina do
cavalo (Chaca), e a Tabela 18 resume dados de referéncia elaborados para uma
populacdo (homens e mulheres) residente na cidade do Rio de Janeiro (Carneiro et
al., 2002).

Uma comparacdo dos resultados mostra que, em geral, cavalos apresentam
concentragdes consideravelmente menores de elementos téxicos no pélo que
humanos (p.ex. Al, As, Ba, Cd, Hg, Pb, Sn). Isso parece indicar que o tipo de
alimentagdo ¢ um fator preponderante na incorporagdo de metais toxicos, uma vez
que em vegetarianos humanos também foram encontrados niveis tdo baixos como
aqui observados em cavalos (Miekeley, 2006). Entre os elementos ditos
“nutrientes” também existem diferencas marcantes (p.ex. Mo), mas ndo serdo

discutidos neste contexto.
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Tabela 17: Composic¢ao inorganica (mineralograma) de uma amostra de pélo de crina do
cavalo Chaca (Joquei Clube do Brasil, Rio de Janeiro), mostrando baixas concentragdes

de elementos toxicos quando comparadas com cabelo humano (vide Tabela 17).

DEPARTAMENTO DE QUIMICA (PUC-RIi0)
LABORATORIO de ICP-MS e ICP-OES
Rua Marqués de S&o Vicente, 225 - Gavea - Rio de Janeiro - RJ - 22451-900
Prédio Cardeal Leme - Sala 472 - Tel: (Oxx21) 3527-1327 - Fax: (0xx21) 3527-1637

Rio de Janeiro, 18/7/2006
Cavalo: Chaca Cédigo Interno: ¢c-0577-06
Local de Amostragem: crina Sexo: F Idade:
Médico:
Clinica:
Resultados em: ug/g ou ppm

Elementos Téxicos:

Al: 1,6 Pb: 0,1 Sh: 0,002 Ag: < 0,01

Bi: < 0,001 u: < 0,001 Ni: 0,05 Ba: 0,32

Hg: <0,05 Sn: <0,05 Be: <0,05 Th: < 0,001

As: 0,03 Cd: <0,01
Elementos Nutrientes:

Li: <0,05 Mg: 257,8 Cr: 0,58 V: 0,022

Se: 1,2 P: 559 Na: 8 Sr: 2,86

Cu: 6,5 Mn: 0,54 B: 0,7 I: 0,58

K: 8,1 Fe: 14,9 Co: 0,005 Mo: 0,130

S: 32263 Cl: <2 Ca: 1348 Zn: 159

Outros Elementos:

Au: < 0,005 Pd: < 0,005 Ge: <0,03

Método utilizado: Espectrometria de Massas com Fonte de Plasma (ICP-MS).
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Tabela 18: Dados de referéncia para diferentes elementos em amostras de cabelo de
uma populagédo de 1082 individuos (homens e mulheres com idade entre 25 e 55 anos)
utilizando-se o critério 10, ou seja, 68% de uma distribuicdo log-normal). Para elementos
téxicos, o valor corresponde a (+10), para elementos “nutrientes” (essenciais), o intervalo

€ de (x10), vide Carneiro et al., 2002.

DEPARTAMENTO DE QUIMICA (PUC-Ri0)
LABORATORIO de ICP-MS e ICP-OES
Rua Marqués de Sao Vicente, 225 - Gavea - Rio de Janeiro - RJ - 22451-900
Prédio Cardeal Leme - Sala 472 - Tel: (0xx21) 3527-1327 - Fax: (0xx21) 3527-1637

Rio de Janeiro,

Amostra: cabelo humano (dados de referéncia) Cddigo Interno:
Local de Amostragem: cabeca Sexo: F+ M Idade: > 25 a
Médico:

Clinica:

Resultados em: ug/g ou ppm

Elementos Téxicos:

Al: <14 Pb: <9,3 Sh: <0,03 Ag: <0,40
Bi: <0,03 uU: <0,02 Ni: <0,6 Ba: <4,0

Hg: <2,3 Sn: <0,35 Be: n.d. Th: <0,005
As: <0,15 Cd: <0,30

Elementos Nutrientes:

Li: n.d. Mg: 13-73 Cr: V: 0,004 - 0,03
Se: 0,8-1,5 P: 161-257 Na: n.d. Sr: 0,6-4,3
Cu: 10,0-32,0 Mn: 0,15-1,20 B: <0,30 I: 0,05-0,6
K: n.d. Fe: 7,0-18 Co: 0,003-0,03 Mo: 0,02-0,05
S: 39965-46000 Cl: n.d, Ca: 190 - 684 Zn: 144-239

Outros Elementos:

Au: 0,002-0,07 Pd: 0-0,01 Ge: 0-0,1

Observacgdes: baseados no critério 1s (68%), distribuicdo log-normal

Método utilizado: Espectrometria de Massas com Fonte de Plasma (ICP-MS).
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6.4.2.2.
Concentracao de arsénio total em amostras de sangue, plasma e
urina de cavalo antes, durante e depois do tratamento com Arsenil®

As concentragdes basais de arsénio em sangue (total) e plasma dos dez
cavalos que participaram do estudo foram determinadas por FIA-HG-ICPMS e

encontram-se na Tabela 19.

Tabela 19: Concentragdes médias de arsénio e outros pardmetros estatisticos para

amostras de sangue e plasma dos cavalos que participaram neste estudo. Concentragéao

em ug L.
Parametros estatisticos Sangue total Plasma
Média 0,44 0,46
Desvio padrao 0,03 0,02
Mediana 0,39 0,47
Numero de amostra n=10 n=10
Max — min 0,90 -0,19 0,54 - 0,35

Dos dez cavalos, apenas trés (vide Tabela 15) foram submetidos ao
tratamento com Arsenil® (MMA) durante cinco dias, seguindo-se o protocolo ja
mencionado anteriormente. Diariamente, ¢ imediatamente antes da aplicacdo de
uma nova dose da droga (sempre entre 8.00 e 9.00 horas de manhad), foram
recolhidos cerca de 50 mL de sangue dos animais e logo levados para o
Laboratorio Anti-doping do Joquei Clube, onde aliquotas das amostras foram
centrifugadas para se obter o plasma, e outras foram preservadas com Epinefrina®
para posterior determinacdo de As no sangue (total). No primeiro dia, foram
recolhidas também amostras apos 6h e 12h depois da primeira aplicagdo de
Arsenil®. Apds os cinco dias de tratamento, a amostragem foi continuada por
mais 5 a 7 dias. Infelizmente, a obtencdo de urina durante toda fase do estudo se
tornou um problema, pois ela foi possivel em apenas um cavalo (Cath
Talescoean).

A seguir, serdo apresentadas as cinéticas de absor¢do e excrecdo de As-

total dos trés cavalos que participaram deste estudo (Figuras 54 e Figura 55).
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Figura 54:Cinética de absor¢do e excre¢cdo da droga Arsenil® monitorada através de

amostras de sangue (total), plasma e urina do cavalo Cath Talescoean (Cta).
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Figura 55:Cinética de absorgdo e excre¢do da droga Arsenil® monitorada através de

amostras de sangue (total) e plasma em cavalos (Chaca e Black Bits).
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Analisando os graficos anteriores, verifica-se um padrdo semelhante de
absor¢ao e excrecao do arsénio nos trés cavalos, tanto no sangue como no plasma.
Apo6s um répido aumento dos niveis de As, medidos entre 6 e 12 horas depois da
primeira aplicacdo, com concentragdes de As no plasma entre, aproximadamente,
50 a 80 pug L™, observa-se um fase de relativa constincia de [As] durante os
quatro dias seguintes a aplicagdo, sugerindo certo equilibrio entre as taxas de
absorcdo e excrecdo. Apos a ultima aplicacdo da droga, no 5° dia, nota-se uma
diminui¢do exponencial da concentracdo de arsénio em fun¢do do tempo, melhor
visualizado na Figura 56, que serd comentada posteriormente.

Verifica-se que a concentragdo de arsénio na urina ¢ cerca de 10 vezes
maior comparado com o sangue e plasma (Figura 54), comprovando que esta ¢ a
principal via metabolica de excre¢do do arsénio (Cornelis 2005). No entanto, em
apenas dois dias depois do término da administracdo do medicamento, a
concentraco de arsénio apresenta um valor inferior a 300 pg L, que é o limite
maximo permitido pela “Federagao Internacional de Autoridades em Corridas de
Cavalo” (IFHA, 2005). A Figura 54 (urina) mostra maiores variacdes na
concentragdo de As durante a fase de tratamento do que o observado para plasma
e sangue total. Isso se deve, provavelmente, ao fato de que a diluicdo da urina em
fun¢do da ingestdo de agua pelo cavalo ¢ altamente varidvel. Uma normalizacao
dos dados pelo teor de creatinina estd em andamento como tentativa para corrigir
este efeito.

Observa-se também, que a concentragdo de As no plasma ¢é cerca duas
vezes maior que no sangue total correspondente, indicando que o As na forma de
MMA(V) tem pouca afinidade pelas hemacias e, por esta razdo, a presenca delas
no sangue-total reduz a fragdo massica do plasma (soro) onde a droga esta
preferencialmente concentrada.

A Figura 56 mostra, em escala ampliada, a fase de eliminagdo de MMA(V)
do plasma (blood clearing) e a excre¢do pela urina, num intervalo de tempo ap6s a
ultima aplicacdo da droga no 5° dia. Infelizmente, s6 foi possivel ter amostras
simultaneas de sangue e urina de um unico cavalo (Cath Talescoean). Observa-se
nas duas matrizes uma cinética de excrecao semelhante, que se aproxima, durante
o intervalo de tempo observado, de um modelo exponencial de primeira ordem,
como mostra a Figura 56, com tempos de meia vida para excrecdo de MMA(V) de

34,3 h (1,43 d) e 43,7 h (1,82 d) via urina e plasma, respectivamente.
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Figura 56:Cinéticas de excregcédo de Arsenil® (MMAV) medidas através da determinacao

de As em amostras de plasma e urina do cavalo Cath Talescoean. Para o intervalo de

tempo estudado, os resultados sugerem uma cinética de primeira ordem.
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Este estudo terd continuacdo para se ter mais resultados disponiveis,
visando a confirmag¢dao do modelo cinético proposto, ¢ dos tempos de meia vida
para a excre¢do da droga. Ambas as informagdes possuem relevancia ndo apenas
para o planejamento de monitoragdo da droga em testes antidoping, mas também,
para avaliagdo de dosagem deste medicamento no tratamento veterinario de

cavalos.
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6.4.2.3.
Analise de especiacdo de arsénio em amostras de urina

Como foi mostrada no capitulo anterior, a principal via metabdlica de
excrecao de Arsenil® ¢ através da urina. Para verificar se a droga ¢ eliminada na
sua forma original (MMA") e/ou através de metabolitos, amostras de urina foram
submetidas a analise de especiagdo por CE-ICPMS.

Inicialmente, foi analisada a propria droga para verificar a sua pureza em
relagdo a outros componentes eventualmente presentes. A Figura 57 mostra o
eletroferograma obtido na andlise do medicamento que foi diluido para uma

concentragdo de 1000 pg L™, filtrado e degaseificado.
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Figura 57: Eletroferograma do Arsenil® (1000 ug L'1). Tampéo: fosfato 20 mmol L'+
TTAB 1,5 mmol L™, pH = 9. Make up: NHs;NO3 20 mmol L™ + Cs ug L™ + 10 % metanol. |
=50 mbar/5s. V =-25 kV. Ar = 0,88 L min™". Vaz&o do make up: 40 uyL min™".

A presenca de um unico pico, identificado como MMA(V), confirma a
pureza da droga, mostrando que a Unica espécie detectavel ¢ o monometilarsinato
de sodio, indicado na bula como principio ativo. O eletroferograma da urina no 5°

dia da administra¢do do medicamento ¢ apresentado na Figura 58.
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Figura 58: Eletroferograma obtido por CE-ICPMS da urina (1:5) do cavalo Cta no 5° dia
da administragdo do medicamento Arsenil®. Tampao: fosfato 20 mmol L™ + TTAB 1,5
mmol L™, pH = 9. Make up: NH4sNO3 20 mmol L™ + Cs ug L™ + 10 % methanol. | = 50
mbar/5s. V = -25 kV. Ar = 0,88 L min™". Vazao do make up: 40 pL min™.

Comparando os dois eletroferogramas, conclui-se que o primeiro pico
representa a espécie MMA(V) enquanto que o segundo pico ¢ o DMA(V),
identificado a partir da adigdo de 50 ug L' de DMAV, como mostra a Figura 59.
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Figura 59: Eletroferograma mostrando a identificagdo do pico DMA(V) através da adicao
de um spike (50 ug L'1) na urina do cavalo Cta no 5° dia da administracdo do

medicamento Arsenil®. Condi¢cbes experimentais semelhantes a Figura anterior.

Para verificar se a presenca do DMA(V) na urina ¢ resultado de um

processo de transformacdo metabdlica in vivo do MMA(V), ja observado em
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outros estudos (Tseng, 2005) ou simplesmente uma altera¢do in vitro da droga
dentro da matriz de urina, estudos de estabilidade com Arsenil® foram feitos.
Inicialmente, foi feita uma analise de uma amostra de urina do cavalo,
anteriormente a administragdo do medicamento, verificando-se a auséncia de
picos de arsénio. Em seguida, a amostra foi fortificada com Arsenil® (500 pg L™
e mantido em geladeira, tal como todas as outras amostras utilizadas nos estudos
de especiagdo. A Figuras 60 apresenta os eletroferogramas obtidos pela analise da

urina do cavalo logo ap6s a fortificacdo, 7 dias e 22 dias depois.
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Figura 60: Eletroferograma obtido imediatamente apés a fortificagdo da urina com 500 ug
L™ de Arsenil®, sete dias e vinte e dois dias depois. Urina do cavalo Cta; condigbes

experimentais semelhantes as da Figura 58.

Os trés eletroferogramas mostram que, no intervalo de tempo investigado,
nao ha indicios da formagdo de DMA(V), sugerindo que a presenca desta espécie
durante o tratamento do cavalo com a droga ¢ resultante de uma transformacao

metabolica.
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Para avaliar, de forma quantitativa, a presenca e transformagdo de
MMA(V) na urina, foram construidas curvas de calibragcdo para as duas espécies,
MMA(V) e DMA(V), numa faixa de 10 a 400 pg L™, obtendo-se um coeficiente
de determinagio (R?) de 0,9985 e 0,9987, respectivamente. Estas curvas foram
usadas para quantificacdo das duas espécies nas amostras de urina do cavalo CTa
num periodo de 9 dias (5 d durante administragdo do medicamento, 4 d depois). A
Tabela 20 apresenta a concentracdo das espécies em cada urina e a Figura 61 a

curva de excrecao/transformagao das espécies ao longo dos dias.

Tabela 20: Concentracao (em ug L'1) das espécies MMA(V) e DMA(V) em amostras de

urina do cavalo Cta.

MMA DMA
DPR

Dias Média (%) Média DPR (%)
1 1265 53 75,2 15
2 438 4,5 41,4 8,2
3 740 8,3 158 7,2
4 988 5,5 162 12
5 1154 8,8 226 6,4
6 281 1,5 184 45
7 69,9 8,2 130 4,9
9 30,0 7,9 88 6,7

Tabela 21: Comparacgao dos resultados de As em urina obtidos por dois métodos
independentes (CE-ICPMS e FIA-HG-ICPMS). ND = n&do determinado.

Dias Arsénio (ug/L) Desvio

CE-ICPMS FIA-HG-ICPMS (%)
0 ND 2,15 ND
1 718 934 77
2 257 326 79
3 482 476 101
4 617 527 117
5 741 678 109
6 151 261 75
7 108 108 100
9 80,6 59,2 136

Usando-se os respectivos fatores estequiométricos, calculou-se o teor de
arsénio total em cada amostra de urina e compararam-se os valores com os obtidos

por FIA-HG-ICPMS, numa fase anterior do trabalho (Tabela 21 e Figura 54).
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Considerando-se que a confiabilidade das concentragdes de As-total determinadas
por FIA-HG-ICPMS ¢ maior (melhores limites de detec¢do, técnica mais robusta
e menos complexa) foram calculados rendimentos de recuperagdo (%) baseados
nos valores de FI-HG-ICPMS (por defini¢do 100%), como mostra a Tabela 20.
Obteve-se razoavel concordancia entre os valores, mostrando que a técnica de
especiacdo, aperfeicoada no dmbito deste trabalho, fornece também resultados
quantitativos para as espécies estudadas.

A Figura 61 apresenta os dados das Tabelas 20 e 21, numa forma mais

informativa.
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Figura 61:Curva de excregdo de MMA(V), DMA(V) e As-total na urina do cavalo CTA.

Concentragdes em g L™.

Observam-se tendéncias semelhantes nos perfis de incorporacio,
transformagdo e excrecdo das espécies estudadas, mostrando que 0os mesmos nao
sdo artefatos de problemas analiticos, visto que diferentes técnicas (FIA-HG-
ICPMS para As-total, CE-ICPMS para MMAYV e DMAYV) forneceram tendéncias
semelhantes. E interessante constatar que a formagdo e excregdo da espécie DMA
acompanha os perfis de concentracio de MMA (e As-total), indicando que a
transformagdo de MMA(V) em DMA(V) é uma resposta do organismo aos niveis
elevados da espécie mais toxica MMA, com ja sugerido para outros sistemas

bioldgicos (Tseng, 2005, Cornelis, 2005).
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