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Técnicas empregadas para analise de especiacao de antimonio

4.1.
Importancia da analise de especiacao

Com intuito de esclarecer e uniformizar o significado apropriado do termo
especiacdo, a ITUPAC publicou em 2000 o relatério “Guidelines for terms related to
chemical speciation and fractionation of elements. Definitions, structural aspects, and
methodological approaches” (Templeton et al., 2000). De acordo com este relatério, a
utilizacdo do termo “especiacdo” deve se restringir a distribuicdo de espécies quimicas
numa determinada amostra ou matriz. Para melhor compreender o real significado de
especiacdo, faz-se necessario definir o que vem a ser uma espécie quimica. Varios
aspectos da estrutura de um composto contribuem para identificar espécies distintas de
um determinado elemento, incluindo composi¢cdo isotdpica, estado de oxidagdo e
natureza dos ligantes. Entende-se por espécie quimica, como a forma especifica na qual
o elemento se apresenta. Entretanto, alguns autores fazem uso equivocado deste termo
(especiagdo) para indicar a atividade analitica de identificacdo e quantificacdo de
espécies quimicas numa determinada matriz. Segundo o relatério da IUPAC
supracitado, dever-se-ia empregar o termo “andlise de especiacdo” exclusivamente ao se
referir a este tipo de atividade analitica.

As andlises de especiacdo consistem em aspecto essencial para buscar um maior
entendimento sobre o comportamento bioquimico e geoquimico das espécies de
elementos-trago em sistemas biologicos e ambientais. Para se obter sucesso em
trabalhos de especiacdo, a metodologia empregada precisa garantir a preservagdo da
integridade das espécies de interesse da amostra durante todos os passos analiticos, ou
seja, durante a amostragem, estoque, pré-tratamento e determinacao.

Elementos-trago participam ativamente em diversos processos bioquimicos em
organismos vivos e no meio ambiente. Consideram-se alguns deles essenciais, e outros
toxicos para o ser humano. Muito pouco se sabe sobre o comportamento bioquimico dos
elementos-traco. A toxicidade, biodisponibilidade, transporte e propriedades quimicas
de um elemento dependem de sua forma quimica. Espécies quimicas distintas de um

mesmo elemento quimico seguem, em geral, caminhos metabdlicos diferentes.
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De forma geral, andlise de especiacdo de elementos-traco em fluidos corporais
consiste na identificacdo e, idealmente, quantificacdo dos compostos biologicamente
ativos aos quais o elemento-tragco estd ligado quimicamente, e na subseqiiente
quantificacdo do elemento. Primeiro realiza-se a separacdo e identificacdo dos
componentes, para em seguida poder se determinar a concentracdo do elemento-trago
em cada fracdo obtida pela separagdo. Assume-se, desta forma, que existe uma
associacdo entre a biomolécula e o elemento-trago detectado na mesma fragdo (Cornelis
et al., 1993).

Estudos de especiacdo também tém beneficiado a drea de quimica ambiental,
através do desenvolvimento de metodologias para o monitoramento da polui¢do do
meio ambiente por metais. Entretanto, a populacdo mundial ainda ndo foi beneficiada
pelos avangos considerdveis nesta drea. Grande parte da legislacio ambiental define
somente a “concentra¢do méaxima permissivel (CMP)” de um determinado elemento e
ndo da(s) sua(s) espécie(s) mais toxica(s). Excecdes sdo o merctrio e cromo para os
quais, em alguns paises, as CMPs estabelecidas para as espécies metiladas de Hg e para
o Cr(VI), respectivamente.

Um fator limitador, que atrasa os avangos da andlise de especiacdo, € a falta de
materiais de referéncia certificados (MRC). A importancia de MRC deve-se ao seu uso
em processos de validacdo metroldgica na andlise de especiagdo. Estes materiais devem
se assemelhar a composicdo e concentracdo da amostra real para qual o método se
aplica. Determina-se o valor das concentracdes dos elementos por um consenso entre 0s
resultados obtidos por cada um dos laboratdrios envolvidos no processo de certificagio.
Infelizmente, materiais certificados de solo, 4gua do mar, sangue e urina, entre outras
matrizes, limitam-se, na grande maioria, a apresentagdo da concentracdo total dos
elementos. Somente um nimero muito reduzido apresenta a concentragdo de alguma(s)
espécie(s). No caso especifico do antimdnio, ndo existe no mercado um unico MRC
com espécies certificadas (p.ex., Sb', Sb", espécies metiladas), provavelmente, devido
a dificuldade em produzir solugdes estiveis e a procura economicamente ainda ndo
atraente. Segundo Cornelis et al. (2001), os custos com a producdo, certificagdo e

armazenamento podem exceder um milhdo de euros por material.
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4.2.
Técnicas analiticas empregadas em analises de especiacao de Sb

A determinagdo de antim6nio em amostras ambientais e bioldgicas requer um
método analitico suficientemente sensivel para detectar as suas diferentes espécies,
cujas concentracdes encontram-se, frequentemente, em niveis de g L' ou ainda
menores (vide item 3.2, pigina 54, e item 3.3, pdgina 61). Entre os detectores utilizados,
destaca-se o espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado (ICPMS), por
apresentar alta sensibilidade, inclusive para o antimdnio, além de permitir a
quantificacdo pelo método de diluicdo isotdpica (ID-ICPMS), considerada mais exata e
precisa. Contudo, devido a alta temperatura do plasma, a técnica de ICPMS limita-se,
obviamente, a determinacdo elementar e isotdpica, sem levar em consideragdo a forma
quimica original da espécie. Por esta razdo, métodos de separagdo e identificacdo devem
ser utilizados, antes da propria quantificacio elementar por ICPMS.

As metodologias desenvolvidas para andlises de especiacdo de Sb (e de outros
elementos) acoplam uma técnica com alta capacidade de separacdo das espécies de
interesse a outra de deteccdo com alta sensibilidade. Diversos métodos “hifenados” tém
sido propostos na literatura para andlise de especiacdo de antimonio (Tabela 12).

Para a quantificacio das espécies inorginicas de antimdnio empregava-se,
tradicionalmente, técnica de geragdo de hidreto, cujo principio consiste na reducdo
quimica do Sb(IIl) em solu¢do aquosa para formar um hidreto volatil e estdvel. Esta
técnica, quando acoplada ao ICPMS, apresenta uma alta sensibilidade por permitir uma
eficiéncia de transporte do analito ao plasma de praticamente 100%. Outras vantagens,
proporcionadas pela geracao de hidreto, estdao relacionadas com a possibilidade de pré-
concentracdo do analito (p.ex., em armadilha criogénica) e a remoc¢do de possiveis
interferéncias provenientes de componentes constituintes da matriz. A determinagdo do
Sb(V) se da de forma indireta. Devido a baixa taxa de geracdo do hidreto, faz-se
necessdria a utilizacdo de um agente pré-redutor. A determinacdo indireta pode
prejudicar a precisdo e exatiddo dos resultados, quando as duas espécies estdo presentes
em concentragdes muito diferentes. Ademais, a eficiéncia de geracdo da estibina pode

ser influenciada pela espécie envolvida e pela matriz em que ela se encontra.
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Técnica Espécies detectadas Matriz Referéncia
IC-HG-AFS Sb (Ill) e Sb (V), agua fortificada Hernandez-Coérdoba et
TMSbCl, al., 2006
IC-HG-AFS Sb (Ill), Sb (V) e Sedimento Pannier et al., 2005
TMSbCl, marinho
IC-HG-AFS Sb (1l1), Sb (V), agua fortificada Lépez-Sanchez et al.,
TMSbCl, 2004
IC-HG-AFS Sb (111, Sb (V), agua fortificada Sayago et al., 2002
TMSbBr,
IC-HG-AAS Sb (Ill) e Sb (V) tecido animal Pena et al., 2001
fortificado
HG-IC-AAS Sb (V) e TMSbCl, agua fortificada Emons e Krachler, 2000
Sb (Ill) e Sb (V)
HG-ICP Sb (Ill) e Sb (V) agua fortificada Narasaki et al., 1999
OES
IC-ID- Sb (lll) e Sb (V) sedimento Amereih et al., 2005
ICPMS
IC-ICPMS Sb (Ill) e Sb (V) Urina Miekeley et al., 2002
IC-ICPMS Sb (Ill), Sb (V) e agua fortificada ~ Emons e Krachler, 2001a
TMSbCl,
Sb (Ill), Sb (V) e
TMSbCl,
IC-ICPMS Sb (Ill), Sb (V) e Urina Emons e Krachler, 2001b
TMSbClI,
IC-ICPMS Sb (Ill) e Sb (V) material Zheng et al., 2001
particulado aéreo
IC-ICPMS Sb (lll) e Sb (V) Extrato de células Ulrich et al., 2000
de L. donovani
IC-ICPMS Sb (111, Sb (V), Agua fortificada Ulrich et al., 1998
TMSbO
IC-ICPMS Sb (111), Sb (V), sedimento de solo  Lintschinger et al., 1998-
TMSb(V) b
CE-ICPMS Sb (111), Sb (V), lama de esgoto Michalke e Schramel,
TMSb(V) 1999

Legenda: IC = cromatografia iénica; DI = diluicdo isotopica; HG = geragao de hidreto;
CE = eletroforese capilar; AFS = espectrometria de fluorescéncia atémia; AAS =
espectrometria de absorcdo atdémica; ICP OES = espectrometria de emissao Optica
com plasma indutivamente acoplado; ICPMS = espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado.

A escolha da cromatografia idnica como método preferencial de separagdo para
espécies de antimonio foi motivada, principalmente, por dois aspectos: o poder de

separacdo da técnica, permitindo a separacdo simultdnea de diversas espécies presentes
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em matrizes complexas; e o comportamento quimico das espécies de Sb em solucdo
aquosa, que apresentam cargas distintas neste meio. Contudo, esta técnica apresenta
algumas restrigdes quanto ao seu desempenho analitico. Tipicamente, o Sb(V) apresenta
uma fraca interagdo com resinas de de troca anidnica, o que potencialmente acarreta que
sua elui¢@o seja muito proxima ao volume morto. Ademais, espécies com carater idnico
similares ndo podem ser separadas simultaneamente. O desempenho das colunas de
troca anidnica para separacio de espécies orgénicas € problemaético, pois tais espécies
encontram-se presentes em solucdes aquosas, possivelmente, na forma catidnica ou
neutra. Contorna-se parcialmente esta dificuldade através da aplica¢do de eluicdo com
gradiente de concentragdo ou com variagdo abrupta de concentracdo (step elution, isto é,
eluicdo em etapas), ou ainda com alternancia de eluentes distintos durante a separacio
cromatogréfica.

Recentemente, a eletroforese capilar (CE) vem ganhando importancia em estudos
de especiacdo, devido a sua alta eficiéncia de separagio e a sua habilidade em separar
simultaneamente anions, citions e espécies neutras. O pequeno volume de amostra
utilizado na eletroforese capilar representa uma vantagem para andlise de amostras
bioldgicas ou ambientais, quando ndo ha disponibilidade de maior volume. Por outro
lado, a técnica requer um detector com maior sensibilidade possivel, por causa,
justamente, do volume muito pequeno de amostra utilizada (na ordem de nL).
Tradicionalmente, em equipamentos comercias de eletroforese capilar empregam-se
detectores de UV-vis, que apresentam baixa sensibilidade. O principal desafio analitico
da utilizacdo da eletroforese capilar em andlise de especiacio é o seu adequado
acoplamento com o(s) detectore(s) utilizadas (p.ex., ICPMS e/ou ES-MS). O
acoplamento ao ICPMS tem que ser estabelecido através de uma interface que apresente
um pequeno volume morto, pois caso contrdrio, a capacidade de resolucdo entre as
diferentes espécies € prejudicada, e que também, supere a discrepancia entra as vazdes
tipicas de cada técnica, da ordem de 0,1 a 1 mL min” para ICPMS com sistema de
introdugcdo de amostra convencional, e de <0,05 mL min” para eletroforese capilar
(Gervasio et al., 2003; Assis, 2006).

Hifenacdo das técnicas de separacdo supracitadas com a ICPMS permite
aproveitar as vantagens individuais de cada técnica, assim como, de compensar as suas
respectivas limitacdes. A seguir, serd apresentada uma pequena revisdao sobre os
métodos mais promissores na andlise de especiacdo de antimdnio. Adicionalmente, a

separacgdo de espécies apds geracdo de hidreto serd também comentada.
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4.2.1.
Métodos cromatograficos

De forma geral, um sistema cromatografico contém duas fases distintas, a
estaciondria e a mével. A fase estaciondria, como o proprio nome indica, ¢ uma fase fixa
em uma coluna ou superficie plana. A fase moével se movimenta através da fase
estaciondria transportando o analito. Durante a passagem da fase movel sobre a fase
estaciondria, os componentes da amostra sdo distribuidos entre as fases, de tal forma
que cada um deles é seletivamente retido pela fase estaciondria. Esta retencgio seletiva
resulta em migragdes diferenciais das espécies presentes na amostra. A separacdo dos
diversos componentes de uma mistura ocorre em funcdo de uma maior ou menor
afinidade de cada um deles pela fase estaciondria.

Os métodos cromatograficos sdo subdivididos em trés grupos de acordo com a
natureza da fase mdvel: liquida, gasosa ou de fluido supercritico. A selecdo por um
determinado tipo de cromatografia é feita com base na natureza da amostra e nos
recursos disponiveis no laboratério. Considera-se a cromatografia liquida (CL) como
um método ideal para separacdo de espécies iOnicas, macromoléculas de interesse
biolégico e produtos naturais labeis, bem como, uma imensa variedade de outros
componentes de alta massa molecular e/ou baixa estabilidade térmica. Na cromatografia
liquida, a Unica exigéncia para a amostra é que ela seja solivel na fase mével.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia/desempenho (CLAE, HPLC) é uma
variante da CL, caracterizada por uma melhor separa¢do das espécies através do uso de
colunas de maior comprimento (e menor didmetro interno), necessitando pressdes
elevadas na operacdo, obtidas com auxilio de uma bomba de alta pressdo. Por isso, as
colunas precisam ser mecanicamente mais resistentes (invélucro de ago inox ou
plastico). A CLAE pode ser dividida em subgrupos de acordo com a natureza da fase
moével e o mecanismo de separacido cromatografica. No presente trabalho, abordaremos
somente a cromatografia liquida de troca i0nica, ideal para a separacdo de espécies
ionicas ou de substancias facilmente ionizaveis.

No caso da cromatografia i6nica, o principal processo quimico, como o préprio
nome sugere, ¢ o de troca iOnica. Na fase estaciondria deste tipo de cromatografia
liquida existem grupos funcionais ionizdveis. Estes grupos ret€ém espécies (os chamados

contra fons) de sinal contrario.
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Na Tabela 13 encontra-se a definicdo de alguns dos principais termos
cromatograficos utilizados no presente trabalho. As nomenclaturas e siglas apresentadas

seguem as recomendacdes propostas por Fritz e Gjerde (2000).

Tabela 13: Alguns termos utilizados em métodos cromatograficos.

Termo Sigla Definicao
tempo de tr Tempo necessario para eluicao da espécie
retencao quimica na sua maxima concentracao
tempo morto to Tempo necessario para eluir um elemento que

idealmente nao tenha nenhuma afinidade pela
fase estacionaria

tempo de tr tr=tr-t
retencao ajustado
fator de retencéo k K = (tr-to)/t,
421.1.

Aplicacoes da técnica de cromatografia iOnica na analise de especiacao
de antimonio

Em solugdes aquosas, o Sb(V) ocorre sob a forma de um anion com carga -1,
[Sb(OH)¢]". J4 o tartarato de Sb(III) também se apresenta como anion, porém com carga
-2, [ Sba(C4O6H3), ]2’. Embora ndo haja consenso sobre a estrutura molecular da espécie
trimetilada, acredita-se que ela esteja presente em solu¢des aquosas na forma catidnica,
[TMSbOH]". Devido a esse comportamento quimico dos compostos de Sb em solugio
aquosa, a cromatografia idnica é o método preferencial para estudos de especiacdo desse
elemento.

Diferentes procedimentos para andlise de especiagdo de antimdnio em amostras
ambientais (dguas, sedimentos, material particulado aéreo, biota) e biomédicas (p.ex.,
urina e plasma) tém sido publicados. Entretanto, o nimero de procedimentos € ainda
relativamente pequeno, alem de serem pouco diferenciados (Tabela 14).

A determinag@o da espécie organica (TMSb) e inorgénicas (Sb-III e Sb-V) de
antim6nio em amostra de material particulado atmosférico foi conduzida por IC-
ICPMS, quando se detectou pela primeira vez a espécie orgnica trimetilada de
antimo6nio em amostra dessa natureza (Zheng et al., 2000b). No procedimento analitico
foi utilizado a coluna de troca anidnica PRP-X100 e o eluente TMAH (hidréxido de
tetrametilamonio) em concentragdo de 10 mmol L. Obteve-se sucesso na separacdo das

espécies TMSDb e Sb(V), entretanto, ndo houve elui¢ao do Sb(III).
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Tabela 14: Metodologias utilizadas na andlise de especiagédo de antiménio por cromatografia

anibnica.
Coluna Eluente Tipo de Técnica  Referéncia
eluicao
PRP-X100 (150 EDTA-KHP (20 mmoL  gradiente IC-HG- Pannier et
mm, Hamilton, L), pH 4,5 (NH,),HPO, AFS al., 2005
EUA) (50 mmoL L") pH 8,3 (@)
PRP-X100 (250 Tartarato de aménio step IC-HG- Lépez-
mm, Hamilton, (250 mmoL L), pH 5,5 AFS Sénchez et
EUA) KOH (20 mmoL L"), pH (a) al., 2004
12
PRP-X100 (150 KOH (20 mmoL L"), pH  gradiente IC-HG- Sayago et
mm, Hamilton, 11 AFS al., 2002
EUA) Tartarato de aménio (a)
(200 mmoL L™, pH 5,0
Dionex AS 14 EDTA (1,5 mmoL L), normal IC-HG- Emons e
(Dionex Corp, pH 4,7 AAS Krachler,
EUA) (b) 2000
ION-120 NH,HCO; (2 mmoL L), normal IC-HG- Emons e
(Cetac Tech.,  ac. tartarico (ImmoL L AAS Krachler,
EUA) ") pH 8,5 (©) 2000
PRP-X100 (150 EDTA (2 mmoL L"), normal IC-ICPMS  Miekeley et
mm, Hamilton, pH 4,7 (b) al., 2002
EUA)
PRP-X100 (250 EDTA (10 mmoL L) + normal IC-ICPMS Zheng et
mm, Hamilton,  Ac. Ftalico (1 mmoL L'1) (b) al., 2001b
EUA) pH 4,5
PRP-X100 (150  HNO; (15 mmoL L), normal IC-ICPMS  Ulrich et al.,
mm, Hamilton, pH 4,6 (b) 2000
EUA)
PRP-X100 (150  EDTA (20 mmoL L), normal IC-ICPMS Lintschinger

mm, Hamilton,
EUA)

KHP (2 moL L), pH
4,5

(b)

et al., 1998-
b

KHP = ftalato monoéacido de potéassio; (a) separacado das espécies: Sb(lll), Sb(V) e

TMSb; (b) Sb(lll) e Sb(V); (c) Sb(V) e TMSb

Aplicou-se o método de cromatografia iOnica para andlise de extratos celulares de

Leishamania donovani encubados com Sb(III) como tartarato, e Sb(V) como glucanato.

Realizou-se a separacdo por meio da coluna de troca anidnica PRP-X100 e o eluente

4cido nitrico 15 mmol L' a pH 6. Os tempos de retencio para Sb(III) e Sb(V) foram de
85 s e 300 s, com limites de detec¢do, em ICPMS, de 0,06 pg L!e 0,29 pg L'l,

respectivamente (Ulrich er al., 2000).
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A literatura relata a influéncia da matriz da amostra na determinacdo de espécies
de antimdnio por cromatografia com coluna anidnica acoplada a ICPMS. Lintschinger e
colaboradores (1998) compararam o desempenho das colunas de troca anidnica IonPac
AS4A-SC (Dionex, EUA) e PRP-X100 (Hamilton, EUA) para a separacio
cromatografica de Sb(V) e TMSbCl,. Com as duas colunas observou-se um
alargamento do sinal de Sb(V) em fun¢do do aumento da concentragdo de NaCl, porém
este efeito foi mais pronunciado na coluna da Dionex. A formato do pico de TMSbCl,
ndo sofreu alteracdo em todas as concentragdes de NaCl testadas (0,05% a 1% m/v), e
em ambas as metodologias. A coluna PRP-X100 apresentou um melhor desempenho,
pois tolerou concentracdes de NaCl de 0,1 a 0,5% (Lintschinger et al., 1998b). A
mudanga do comportamento cromatogrifico de Sb(V) deve-se, provavelmente, ao grau
de saturacdo da coluna por ions cloreto. Emons e Krachler (2001b) compararam os
cromatogramas de soluc¢io aquosa de Sb(III) e Sb(V) com urina fortificada contendo as
mesmas espécies. Os autores utilizaram a coluna IonPac AS14 (Dionex, EUA) e o
eluente. EDTA 1,25 m mol' em pH 4,7. No cromatograma de urina ocorreu
deslocamento do tempo de retengdo e alargamento dos picos das duas espécies em
comparagdo com o cromatograma de solucdo aquosa, assim como, o aparecimento de
sinais ndo identificados. Sendo assim, recomendam a maior diluicdo possivel de
amostras de urina, na utilizagdo desta técnica.

Ha outras dificuldades associadas com a especiagdo de antimdnio. O rendimento
de extracdo de compostos de antimdnio a partir de amostras sélidas € muito baixo.
Apenas uma pequena fracdo do conteddo total de antimdnio foi extraida de amostra de
solo altamente poluido (Lintschinger et al., 1998a). Conseqiientemente, se muitas
espécies de Sb ficam retidas na amostra original, abre-se espago para uma série de
especulacdes sobre o perfil da especiacdo de antimdnio em amostras ambientais. Em
outras pesquisas, apesar de ocorrer a separagdo e deteccdo de espécies distintas de Sb,
algumas delas ndo puderam ser identificadas. Tal impossibilidade deve-se a falta
completa de materiais de referéncia certificados para Sb e de suas espécies, disponiveis
no mercado. H4 alguns compostos de Sb inorgénicos, tanto no estado de oxidacdo + 3
como no + 5, disponiveis comercialmente. Porém, o mesmo nio ocorre com compostos
organicos. Mais recentemente, foi disponibilizado o composto o trimetilantimdnio pela
firma Sigma-Aldrich (produto no. 557102-15). A sintese de compostos mono e
dimetilados de antimdnio ndo foi possivel até a presente data, ora porque estes

compostos tendem a polimerizar durante a dissolucdo, ora porque eles ndo conseguem
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ser sintetizados como monomeros (Zheng et al., 2000a). Outro problema refere-se a
falta de estabilidade dos compostos de Sb durante todo o processo analitico, desde a
amostragem até a detec¢do. Alguns estudos revelaram que a espécie Sb(III) € facilmente
oxidada a Sb(V). Cabe entdo o questionamento se a predominéncia da espécie Sb(V)
sob a Sb(IIl), determinada em diversas matrizes, foi superestimada devido a oxidagéo de

Sb(III) durante alguma etapa do processo analitico (Emons e Krachler, 2001b).

4.22.
Eletroforese Capilar

A eletroforese capilar consiste na separagdo de moléculas carregadas sob a
influéncia de um campo elétrico. Tavares (1996) define a eletroforese como uma técnica
de separacdo baseada na migracdo diferenciada de compostos idnicos ou ionizéveis, em
um campo elétrico. Esta técnica de separagdo foi desenvolvida pelo quimico Arne
Tiselius para o estudo de proteinas constituintes do soro sanguineo, para o qual recebeu,
em 1948, o prémio Nobel em Quimica (Daintith, 2000). Entretanto, os efeitos de
difusdo e de convecgdo, gerados pela passagem de corrente (efeito Joule),
comprometiam a separacdo dos compostos e limitavam a aplicacdo da metodologia
desenvolvida.

Na década de 1990, ocorreu o avanco mais promissor na metodologia com a
utilizacdo de técnicas capilares. A eletroforese capilar, como o proprio nome indica,
utiliza capilares extremamente finos de silica fundida, com diametro interno na faixa de
25 a 75 pm (Wehr et al., 1998). A principal vantagem de a eletroforese ocorrer em
capilares é a redugdo dos efeitos de aquecimento que tradicionalmente limitaram as
metodologias eletroforéticas. Se ndo ocorresse a dissipacdo do calor, o aumento da
temperatura poderia levar ao alargamento da banda eletroforética ou ao
comprometimento da integridade da amostra. A geometria do capilar (elevada édrea
superficial interna relativa ao volume) favorece a dissipagdo eficiente do calor gerado
pela passagem de corrente elétrica. A remoc¢ao do calor possibilita o estabelecimento de
gradientes de campo elétrico de grande magnitude que asseguram uma mais eficiente e
mais ripida separacio (Majidi, 2000; Jager e Tavares, 2001). Tipicamente, os
equipamentos de eletroforese capilar operam com voltagem de 5 a 30 kV, o que resulta
em um campo elétrico de até de 300 V/cm. Os tempos de separagdo alcancados na
eletroforese sdo dependentes das diferencas de potencial aplicadas e do comprimento

dos capilares, além das caracteristicas fisico-quimicas de cada espécie. Potenciais mais
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altos e capilares de menor comprimento proporcionam, obviamente, tempos de andlise
mais curtos.

Na técnica de eletroforese capilar, separam-se os compostos de uma amostra com
base na diferencga entre as mobilidades i0nicas, que estdo relacionadas com a razdo entre
carga e raio hidratado e a fatores estruturais. A mobilidade idnica é diretamente
proporcional a carga e inversamente proporcional ao raio i6nico (hidratado,
complexado). fons menores migram mais rdpido que fons maiores de mesma carga.
Quando os fons apresentam o mesmo tamanho, o de maior carga migra mais rapido que
o fon de menor carga (Silva Jr, 2001). A mobilidade i6nica também estd relacionada
com a mobilidade da vazdo eletroosmética (EOF). Esta vazdo causa a movimentacdo de
toda a massa liquida contida no interior do capilar. Assim, a taxa de migracdo das
espécies da amostra depende ndo s6 da sua velocidade i6nica como também da
velocidade do EOF. A velocidade aparente dos anions € igual & diferenca entre a
velocidade do EOF e a sua velocidade. Por outro lado, a velocidade aparente de cations
¢ igual ao somatdério das velocidades do EOF e da velocidade do cation
(Kannamkumarath et al., 2002).

Um sistema basico de eletroforese consiste de dois reservatdrios que contém uma
solug@o tampdo idéntica e que sdo conectados entre si por meio de um tubo capilar de
silica fundida, preenchido com a mesma solugdo tampdo, a qual é denominada de
eletrolito. Dentro dos reservatorios, ha eletrodos de platina conectados a uma fonte de
alta tensdo, para estabelecer uma diferenca de potencial entre as duas extremidades do
capilar. Uma pequena quantidade de amostra é introduzida em uma das extremidades do
capilar, geralmente através de uma pressdo externa aplicada. O estabelecimento de um
campo elétrico provoca o movimento dos analitos em dire¢@o aos eletrodos. Como ja foi
mencionado anteriormente, as separacdes em eletroforese dependem da vazdo
eletroosmética, que gera o movimento da solugdo dentro do capilar, fazendo com que os
solutos se desloquem em dire¢do ao detector. Esta vazdo pode reduzir
significativamente o tempo de andlise ou forcar um ifon a reverter a sua tendéncia de
migracdo em direcdo a um eletrodo, pelo qual estd sendo atraido, devido ao sinal de sua
carga. Considerando uma solucdo com espécies catiOnicas, aniOnicas € neutras, 0s
cations irdo migrar mais rapidos, pois a velocidade i6nica do cédtion e do EOF tém a
mesma direcdo. As espécies neutras sdo carregadas na mesma velocidade do EOF,
porém ndo sdo separadas uma das outras. E os anions irdo migrar mais devagar, pois a

velocidade idnica tem a direcdo do anodo, sendo contraria, entdo a velocidade do EOF.
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A separacdo eletroforética de espécies iOnicas simples que apresentam
mobilidades i6nicas muito proximas € inviavel. Por exemplo, a separa¢do de varios
cations de metais de transi¢do é praticamente impossivel devido a semelhanca de raio
ionico efetivo, que se reflete na similaridade das mobilidades. Neste caso, faz-se
necessario o uso de um agente complexante adequado, capaz de modificar a mobilidade
de um ou mais cations presentes na amostra. A incorporagdo de agentes complexantes
no eletrdlito promove a formagdo de um complexo metdlico entre o complexante e o
cétion, que por apresentar tamanho e cargas diferentes do cation livre, terd mobilidade
distinta. A alteracfo seletiva da mobilidade dos cations provoca uma melhor resolucio
dos sinais. Substidncias tensoativas e solventes organicos, tais como metanol e
acetonitrila, sdo também comumente utilizadas na eletroforese capilar. O uso destes
aditivos causa mudangas na migracdo relativa dos cdtions, pois eles alteram a sua
camada de solvatacdo e intera¢des idnicas com o eletrdlito de corrida e da superficie do
capilar (Tavares, 1997; Assis, 2006).

A versatilidade ¢ uma grande vantagem da eletroforese capilar em relacdo as
outras técnicas de separacdo. Com a mesma eficiéncia, uma variedade grande de
analitos pode ser separado, sejam elas moléculas simples ou macromoléculas, polares
ou ndo polares, idnicas ou neutras. Entre as principais modalidades da eletroforese,
encontram-se: eletroforese de zona livre que € a mais difundida (CZE) ou simplesmente
CE; cromatografia eletrocinética micelar (MECC); eletroforese capilar por focalizacio
isoelétrica (CIEF); eletroforese capilar de gel; isotacoforese; e eletrocromatografia
(CEC) (p.ex. Rubim et al., 2000). A escolha do modo de eletroforese capilar a ser
utilizado depende da natureza dos constituintes da amostra, pois as diferentes
modalidades apresentam mecanismos de separacdo singulares e seletividades
caracteristicas.

Apesar das diferentes vantagens da CE mencionadas, poucos trabalhos foram
encontrados sobre a aplicag@o da técnica na separacio de espécies de antimdnio. A CE-
ICPMS foi utilizada por Michalke e Schramel (1999) para determinagdo de Sb(V),
Sbll) e TMSb em sedimentos de esgoto. O método desenvolvido (eletrdlito
Na2HPO4/NaH2PO4 20 mmol L-1, pH 5,6) apresentou alta eficiéncia de separacdo
para as trés espécies. Em estudo recente (Assis et al., 2008), a técnica de CE-ICPMS foi
aperfeicoada para separacdo de 5 espécies de arsénio e aplicada num estudo sobre a

transformacdo metabdlica da droga Arsenil® em cavalos.
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4.2.3.
Geracao de Hidretos

A geragdo de hidretos (HG) é uma técnica que permite a separacdo de espécies
com propriedades fisico-quimicas distintas de um mesmo elemento. Sob condi¢Ges
adequadas, cada espécie gera um hidreto volatil correspondente, permitindo a remogédo
de vérias espécies quimicas de um mesmo elemento da matriz da amostra. Os hidretos
formados podem ser retidos em colunas cromatograficas a baixa temperatura e liberados
seletivamente por aquecimento, antes da detec¢do. A geragdo de hidretos, quando
acoplada ao ICPMS ou ao ICP-OES, possibilita a introducéo direta de espécies volateis
no plasma. Esta forma de introducido oferece uma série de vantagens em relacdo as
técnicas convencionais de nebulizacdo de amostras liquidas, entre elas, a alta eficiéncia
de transporte, que pode ser proximo de 100%.

A espécie quimica Sb(III) sofre reducdo quimica em solugdes aquosas dcidas pela
reacdo com o agente redutor borohidreto de sédio (NaBH,4) formando o hidreto SbHj
(estibina). Cabe ressaltar que outros elementos também formam hidretos, tais como As,
Se, Sn, Ge, Bi e In. Campos e colaboradores (2000) citam ainda Ag, Au, Cu e Zn;
entretanto, para este ultimo grupo de elementos a GH, para finalidades analiticas, ainda
estd sendo pouco explorada. A geracdo de hidretos € criticamente dependente do estado
de oxidagdo do analito e, em geral, apenas a espécie com menor estado de oxidacdo
forma o hidreto com rendimento significativo, devido a lenta cinética de conversio da
espécie pentavalente a espécie trivalente. Por isto, deve-se adicionar um pré-redutor a
amostra, de forma que ocorra, por exemplo, a conversdo de Sb(V) em Sb(III). Na etapa
de pré-reducdo do Sb(V) utiliza-se, por exemplo, uma solu¢do aquosa de iodeto de
potassio (10% v/v) e acido ascérbico (0,2% v/v) como agente pré-redutor (Burguera et
al., 1995). A presenca de acido ascérbico na solugdo pré-redutora previne a oxidacdo do
iodeto pelo oxigénio atmosférico. Em meios extremamente acidos, converte-se tanto a
espécie Sb(III) como a Sb(V) em SbHj;, porém os rendimentos relativos a espécie
pentavalente s@o significativamente menores do que relativos ao Sb(IIl), na mesma
concentracdo de ambas. O Sb(Ill) é seletivamente reduzido a SbHj3 na presenca de
Sb(V) em meio de dcido citrico a pH>2 ou em meio de dcido tartirico a pH >4 ou ainda
em tampao de borato com pH entre 7 e 8 (Camara et al., 1992). Entretanto, em sistema
de batelada € possivel realizar a separagdo cinética das espécies nos diferentes estados

de oxidacdo (integrando o sinal), evitando, assim, a etapa de pré-reducdo das espécies.
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Dessa forma, o emprego de sistemas de injecdo em fluxo favorece a especiagdao de
antimonio por geragdo de hidretos.

Uma limitacdo da técnica de HG, que ndo permite utilizar a sua alta sensibilidade
em potencial para elementos como Sb e As (e Hg na técnica do vapor frio), estd
relacionada a contaminagdo de reagentes, especialmente a oriunda do borohidreto de
sodio (NaBH4). Outro problema associado a utilizacdo deste agente redutor é a
instabilidade de suas solugdes aquosas, o que obriga o seu respectivo preparo para uso
imediato. Baluja-Santos e Gonzalez-Portal (1992) conseguiram um aumento da
estabilidade da solucdo de borohidreto pela alcalinizagdo com hidréxido de potassio ou
sédio. Recomendam a filtragdo da solugdo (0,45 pm) para remover a turvagao produzida
pelo precipitado de carbonato. A reacdao entre NaBH4 e Sb(III), além de converter os
compostos de antimdnio a um hidreto volatil, também produz hidrogénio. A introducio
de uma quantidade excessiva de hidrogénio no plasma reduz a sua energia e
estabilidade. Conseqiientemente, a eficiéncia de ionizagdo do antiménio (e de outros
elementos) ¢ diminuida, ocasionando perda na sensibilidade de detecgdo.

Espécies organicas de antimdnio também podem ser convertidas em espécies
gasosas por reacdo de geracdo de hidretos. A espécie (CH3);Sb é formada pela reacao
entre 0 composto orgénico trimetilado de antimdnio [(CH3)SbCl,] e NaBH4 a pH 7
(Feldmann et al., 1998). Entretanto, hd evidéncias experimentais de que a espécie
(CH3)3;Sb também sofre reagdes de perda de metila (desmetilacido) durante o processo de
geracdo de hidretos, formando, assim, os hidretos SbHj3;, CH3SbH,, (CHs3),SbH
(Krachler e Emons, 2000).

4.24.
Detectores elementares para analise de especiacao

Os métodos de deteccdo mais utilizados na andlise de especiagdo inorganica sao
as espectrometrias de emissdo Optica (OES) e de massa (MS), ambas com plasma
indutivamente acoplado (ICP), e as espectrometrias de absor¢do atomica e fluorescéncia
atdmica (AAS e AFS). Como a técnica de espectrometria de emissdo com chama nédo
apresenta, em geral, sensibilidade suficiente para os elementos mais estudados (Se, As),
emprega-se quase exclusivamente, um plasma indutivamente acoplado (ICP).

O plasma tipo ICP, utilizando argonio, apresenta energia suficiente para atomizar

e ionizar, de forma eficiente, praticamente todos os elementos da tabela periédica. O
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plasma € um gds parcialmente ionizado com temperatura tipicamente entre 6.000 e
8.000 °C, no qual a amostra é introduzida na forma liquida, s6lida e/ou gasosa. Ap6s 0s
processos de dessolvatacdo, dissociacdo, atomizagdo e ionizacdo, obtém-se ions
positivos, predominantemente mono-valentes, dos elementos presentes na amostra. A
alta eficiéncia do ICP como fonte de ionizacdo deve-se as altas temperaturas alcangadas,
relativamente longos tempos de residéncia do analito no plasma, elevada densidade
eletrdnica a qual proporciona um alto rendimento de ionizacdo e, finalmente, ao
ambiente relativamente inerte do argdnio, minimizando reagdes quimicas posteriores a
ionizagdo (p.ex. formacdo de 6xidos). Por estas razdes, o ICP é uma fonte de ionizacio
ideal para andlise elementar em espectrometria de massa (ICPMS).

O emprego da técnica de ICPMS é muito vantajoso no caso de especiacdo
elementar, devido ndo s6 a sua capacidade multielementar, alta sensibilidade e
seletividade, como também a de fornecer informacdes sobre a composi¢do isotdpica.
Descricdes detalhadas dos principios da técnica e do instrumental disponivel ja foram
apresentados em diversas dissertagcdes de mestrado e teses de doutorado defendidas no
Depto. de Quimica da PUC-Rio e podem ser também encontradas em livros textos ou
excelentes (p.ex., Montaser, 1998; Beauchemin, 2006). Por isso, apenas alguns poucos
comentdrios serdo feitos aqui, visando apenas ndo deixar completamente “em branco” o
assunto para os leitores desta tese ainda ndo familiarizados com a técnica.

Brevemente, um espectrometro de massa tipo ICPMS possui as seguintes
componentes principais: uma fonte de excitacdo (ICP), a interface e as lentes i0nicas,
um separador de massa (quadrupolo ou setor(es) magnético ou elétrico/magnético), e
um detector (atualmente, o mais usado € o do tipo dos “dinodos discretos”, DDEM). Ha
diversos sistemas para introdu¢do de amostras no ICP; no caso de amostras liquidas,
utiliza-se nebulizadores (pneumdticos concéntricos, tipo cross-flow, ultra-sdnicos), que
convertem a amostra em fino aerossol. Geralmente, esses nebulizadores sdo operados
dentro de uma camara de nebulizac¢do, a qual tem a fun¢do de permitir que somente o
aerossol mais fino entre no plasma. Tipicamente, nebulizadores produzem um aerossol
com goticulas de didmetro que variam entre 10 a 100 um. A qualidade do aerossol
formado afeta diretamente o desempenho analitico da técnica. O deslocamento da
distribuicdo de goticulas para didmetros menores (<10 pm), pela remogdo das maiores
goticulas através da cimara de nebulizagdo, influencia positivamente a sensibilidade, a

repetitividade, e os niveis de 6xidos formados. Uma alternativa € a injecdo direta do
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aerossol para dentro do plasma através de um nebulizador posicionado dentro da tocha e
com saida préxima a borda inferior do plasma.

Apds os processos de dessolvatagdo, dissociagdo, atomizagdo e ionizacdo,
ocorrendo no plasma, os fons sdo extraidos para dentro do analisador de massa. Uma
parte critica do instrumento € a interface, que deve amostrar, de forma representativa, os
fons gerados no ICP e transferi-los para o espectrdmetro de massa, onde serdo
separados, seqiiencialmente, de acordo com as suas razdes massa/carga (m/z) e depois
detectados/quantificados. O cone de amostragem e o skimmer compdem a interface
entre o plasma e o espectrometro. Os fons saem do ambiente de alta temperatura do
plasma e pressdo atmosférica para um vicuo diferenciado: cerca de 1 a 2 Torr apds o
cone de amostragem, cerca de 10* Torr apés o skimmer e na regido da(s) lente(s)
iénica(s), e de 10™ Torr na regido do separador de massa (p.ex. quadrupolo). Esta
diferenga de pressdo provoca uma aceleragdo violenta dos fons que entram na interface,
os mesmos atingindo velocidades supersonicas. Como resultado, ocorre uma expansao
da nuvem idnica o que acarreta numa nova diluicdo da amostra. A pressdo apds o
skimmer € ainda menor, sendo assim, os fons s@o novamente acelerados em direcio as
lentes i6nicas. No instrumento utilizado neste trabalho (Elan 5000 ou 6000,
PerkinElmer-Sciex, EUA), o vicuo € produzidos através de duas bombas mecanicas e
duas bombas turbomoleculares. Necessita-se de vacuo ndo sO para transferir os fons
gerados no ICP para o espectrdmetro de massa, mas também para evitar colisdes de fons
do analito com o gés residual no caminho da lente i6nica, as quais prejudicariam o
rendimento de transmissdo dos mesmos. Entre a interface e o quadrupolo, encontra-se o
sistema de lentes iOnicas que tem como objetivo separar os ions de espécies neutras,
focalizar e colimar o feixe de fons. O quadrupolo do instrumento € essencialmente um
“filtro de massa” que isola fons de uma razdo massa/carga (m/z) especifica e pré-
determinada pelos pardmetros eletronicos (RF, AC, DC) aplicados a ele. A medicdo da
razdo m/z do ion permite a identificagdo qualitativa do is6topo mensurado, e a
magnitude da corrente idnica, apds calibracio com solucdes de concentracio

conhecidas, possibilita a quantificacdo do(s) analito(s) presente(s) na amostra.
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4.2.5.
Interface entre o ICPMS e o sistema cromatografico de separacao

A interface € a linha de transferéncia que conecta o sistema cromatografico ao
ICPMS. A fungdo da interface € possibilitar um eficiente transporte da amostra para o
espectrometro. Conecta-se diretamente a saida da coluna cromatogréfica e o nebulizador
do ICPMS por uma tubulagdo inerte. O didmetro e comprimento da linha de
transferéncia devem ser tdo pequenos quanto possiveis para evitar que o volume morto
da interface provoque o alargamento do sinal.

A escolha do nebulizador a ser empregado na interface € critica para se obter
satisfatoria sensibilidade na andlise. Os nebulizadores mais utilizados sdo os do tipo
pneumadtico, como nebulizadores concéntricos e micro-concéntricos. A nebulizacio
pneumadtica convencional apresenta uma eficiéncia de apenas 1 a 5% de transporte da
amostra, e determina, em grande parte, a sensibilidade da técnica. Quanto maior a
eficiéncia de transporte, melhor a sensibilidade e, conseqiientemente, menores limites
de deteccdo sdo alcancados. Por este motivo, tém sido propostos outros nebulizadores
como o ultra-sénico (USN) e o de injecdo direta (DIN).

O USN, além de apresentar uma maior eficiéncia de transporte (10-30%) em
comparagdo com a nebulizacdo pneumdtica, porque remove grande parte do solvente
através do seu sistema de dessolvatacdo (p.ex., Montaser, 1998; Sutton e Caruso, 1999).
Por isso, € uma alternativa interessante quando se precisa melhorar o(s) limite(s) de
deteccdo do(s) analito(s) de interesse.

O DIN, também chamado de alta eficiéncia (HEN) ou de consumo total de
amostra, possibilita uma eficiéncia de transporte até 100%. Porém, a entrada de uma
grande quantidade de solvente no plasma causa a sua instabilidade, resultando em
indesejaveis flutuacdes no sinal analitico, ou mesmo extin¢do do plasma. Por esta razio,
os nebulizadores do tipo DIN sdo construidos como micronebulizadores de baixa vazdo
(<100 pL min™). Mesmo assim, a entrada de solvente no plasma é ainda relativamente
alta, diminuindo a sua temperatura e conseqiientemente a sua eficiéncia de ionizagéo.
Por esta razdo, a utilizacdo do DIN néo tem proporcionado uma melhoria tdo expressiva
nos limites de detec¢do alcancados, como era de se esperar por apresentar uma
eficiéncia de transporte tdo alta (Michalke, 2002).

Outro fator a ser considerado em relacio ao desempenho da interface é a

compatibilidade entre a vazdo da fase mdvel da técnica cromatogrifica e a do
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nebulizador. Enquanto os nebulizadores DIN e HEN operam a vazdes de 0,1 mL min”!

ou menos, os nebulizadores concéntricos operam com vazdes de aproximadamente 1,0
mL min™. Nesse aspecto, a nebulizacio pneumdtica com nebulizador tipo Meinhard
convencional apresenta grande compatibilidade com instrumentos de CLAE, que
operam com vazdes na ordem de 1,0 mL min’l, em muitas aplicacdes. Entretanto, a
tendéncia de minituarizacdo dos didmetros internos de colunas, na técnica de micro e
nano CLAE (HPLC), objetivando melhores resolugdes, tem reconquistado, novamente,
a importancia dos micronebulizadores, incluindo os de injecdo direta.

Ha outros fatores que devem ser considerados ao se hifenar as duas técnicas e que
ndo se relacionam com o desempenho da interface. A composi¢do quimica do eluente
empregado na fase mével da cromatografia pode provocar variagdes nos sinais do
ICPMS. Por exemplo, quando uma fase mével com alto teor salino alcanca o plasma,
pode ocorrer deposicdo de materiais no orificio do cone de amostragem. Esta obstrucio
afeta a amostragem dos fons. Alta concentracio de sais também pode provocar o
entupimento do nebulizador e a contaminacdo dos cones e lentes. Sendo assim, a
natureza quimica do eluente tem influéncia em processos relacionados ao transporte,
produg@o de ions no plasma e condugo dos fons para o analisador de massa.

Interferéncias nao espectrais em ICPMS podem ser atenuadas diminuindo-se a
concentracdo de sais dissolvidos no eluente. A presenca de modificadores organicos na
fase moével, tais como metanol e acetonitrila, também altera as caracteristicas de
ionizagdo e estabilidade do plasma. A natureza da matriz da amostra pode provocar
interferéncias espectrais decorrentes da formacdo de fons poliatdmicos. Tais fons
contém dois ou mais dtomos provenientes do plasma (Ar) e da amostra, ou ainda de
solvente(s) ou da atmosfera circundante. Por exemplo, a formacdo de fons como
(ArCP)*, (Ar*'Na®)*, (0'°CI**)" e (Ar*°C'?)*, interferindo com os analitos "°As, “Cu,
My e P, respectivamente, é acentuada na andlise de amostras bioldgicas cujas
matrizes apresentem, freqiientemente, altas concentracdes de NaCl e carbono orgénico
dissolvido. Compilacdes de interferéncias em ICPMS foram publicadas por Montaser

(1998) e outros autores (p.ex., May e Wiedmeyer, 1998).
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4.2.6.
Analise por diluicao isotopica

Embora esta técnica ndo tenha sido utilizada no presente trabalho, por causa da
sua importancia na andlise de especiacdo (e em outras aplicagdes), serdo apresentados
aqui apenas alguns conceitos bésicos. Muitos elementos, tal qual o antimdnio, tem
multiplos is6topos estdveis com abundancias distintas: 1215p (a=5721%) e 1238h (a=
42,78%). A técnica de diluicdo isotdpica (ID) € caracterizada pela adi¢do a amostra de
quantidade conhecida de um elemento/composto enriquecido isotopicamente (spike),
vide p.ex., Heumann (1985) e Taylor (2001). Apds o equilibrio entre a amostra e o spike
adicionado, a medicdo das razdes isotdpicas no inicio e depois da “dilui¢do isotopica”
permite o calculo da concentragdo do analito na amostra, segundo a equacao:

Canalito= MK (Ae — BeR) / W (BR - A)s

onde: Canaito € a concentragdo do analito na amostra original, M. é a massa do spike do
isétopo enriquecido, W € a massa da amostra, K € a razéo entre a massa atdmica natural
e a massa atdmica do material enriquecido, A é a abundancia natural do isétopo de
referéncia, B € a abundancia natural do is6topo enriquecido na amostra antes do spiking,
A. € a abundancia do isétopo de referéncia na solucgio enriquecida com o spike, B, € a
abundancia do isdtopo enriquecido no spike, e R 4 a razdo isotdpica final medida entre o
isétopo de referéncia e o is6topo enriquecido (apds o equilibrio).

Para que a concentragdo do analito da amostra seja mensurada com alta precisdo e
exatiddo, faz-se necessdrio escolher dois is6topos livres de interferéncia. O pré-requisito
para o sucesso desta metodologia é o equilibrio entre o material enriquecido adicionado
e a amostra, de forma que garanta uma mistura homogénia entre os is6topos naturais e
os enriquecidos (p.ex., Heumann, 1998; Sanz-Medel et al., 2003). Uma vez que se
atinge este equilibrio, qualquer perda que ocorra nos passos subseqiientes do processo
analitico, ndo afeta os resultados finais, por que a informacao analitica € extraida a partir
das razdes isotOpicas elementares e nao a partir da quantidade absoluta das espécies sob
investigacdo. A técnica de DI também proporciona a corre¢do de interferéncias nio
espectrais e instabilidades do detector (flutuacdes do sinal), constituindo-se um padrio
interno ideal (Beauchemin, 2006). Como todos os is6topos de um mesmo elemento
interagem de forma praticamente idéntica, a razdo isotdpica ndo é afetada por qualquer
processo que ocorra antes da quantificagdo, a ndo ser por interferéncias espectrais e/ou

discriminacdo de massa. Por estas razdes, que podem resultar em resultados com melhor
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exatiddo e precisdo possiveis, e com incertezas bem estabelecidas, a de DI-MS (inglés:
ID-MS; ID-ICPMS) € um “método primario” de analise.

O emprego da ID é especialmente 1til na andlise especiacdo elementar, podendo
ser empregado antes ou depois da separacdo de espécies do analito (Heumann e
Schedlbauer, 1999). A adicdo do material enriquecido isotopicamente (na forma
idéntica as espécies em estudo) antes da separagdo, permite o controle de todas as etapas
da metodologia de andlise de especiagdo, pois permite verificar a ocorréncia de reagdes
de interconversdo de espécies e as recuperacdes cromatograficas (species specific ID-
ICPMS). Por tal motivo, tem-se utilizado esta forma de DI para a validacdo de
metodologias, particularmente, quando ndo hd disponibilidade de material de referéncia
certificado para espécies distintas de um mesmo elemento. Quando compostos de
estrutura desconhecida de um determinado elemento estdo presentes na amostra, opta-se
pela adicdo do material enriquecido isotopicamente apds a separacdo (species unspecific
ID-ICPMS). Entretanto, esta ultima forma empregada em metodologias de especiacio
ndo oferece todas as vantagens da DI, como por exemplo, a compensagdo de extragdes
ndo quantitativas, tampouco a verificacdo da integridade da distribui¢do de espécies.

Amereih e colaboradores (2005) aplicaram o método da diluigdo isotdpica para
quantificacdo de espécies de antimOnio com o objetivo de superar os problemas
derivados do efeito da matriz de extratos aquosos de sedimentos. A metodologia
consistiu na determinacdo da razdo isotépica dos isétopos *'Sb e '*’Sb apés adicdo a
amostra de um composto enriquecido com o isétopo '**Sb. A aplica¢io da diluigdo
isotépica proporcionou a compensacdo das interferéncias ndo espectrais e flutuagdes dos
sinais durante a detec¢do, o que permitiu a obtencdo de limites de deteccdo para as
espécies inorganicas de Sb entre os mais baixos ja obtidos em amostras ambientais (20

ng L'e65 ng L' para Sb(V) e Sb (III), respectivamente).
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