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RESUMO

A determinacao das espécies organicas de metais pesados nas diversas

matrizes ambientais é de extrema importancia para a avaliacdo da contaminacao de
cada ambiente, uma vez que a determinacdao da concentragdo de metal total ndo é
suficiente para predizer a sua toxicidade. Neste trabalho foi realizada uma revisao
dos principais métodos e técnicas analiticas descritas na literatura para este fim. Foi
observado que apesar das técnicas eletro e espectroquimicas terem menor custo, sé
é possivel determinar a concentracgdo total do composto organico, ndo sendo possivel
realizar a especiacdo de sua forma organica. O emprego de técnicas cromatograficas
e principalmente hifenadas torna possivel a especiacdo dos compostos organicos de
metais, porém seu custo € mais elevado. Dentre as técnicas disponiveis, as hifenadas
tém apresentado grande éxito, sendo que ainda ha muito a ser desenvolvido neste
ramo. Apesar do desenvolvimento de novos métodos de especiacdo, na maioria das
vezes 0s valores encontrados nas amostras ambientais estao abaixo dos limites de
deteccdo dos métodos analiticos disponiveis. Um outro fator que deve ser
considerado é a complexidade de cada matriz ambiental, sendo que, para a avaliagao
da contaminacdao e ecotoxicidade de determinado ambiente é de extrema
importancia a realizagdo de uma amostragem representativa, uma extracdao completa
do analito de interesse e quantificacdo por um método que apresente baixo limite de

deteccao, elevada seletividade e baixo custo.

Palavras-chave: especiacdo de metais, técnicas analiticas, qualidade ambiental.
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INTRODUCAO

A industrializacao aliada ao rapido crescimento populacional, bem como de

algumas atividades agricolas, aumentou os riscos de contaminagao de ambientes
naturais, como agua, solo, ar e principalmente sedimento nos ultimos 150 anos [1].
Os problemas de contaminacdo com metais pesados  tiveram inicio na idade Média
com o inicio das atividades mineradoras, mas foi acelerado no inicio do século XIX
com o processamento de metais em indUstrias quimicas e de fundicdo [2].

A determinagao da concentragao total de um metal em uma dada matriz
ambiental é importante, porém nao é suficiente para predizer a ecotoxicologia deste
no ambiente. Com excegao do As e Si, as formas organicas de metais sdo bem mais
toxicas do que o metal na sua forma inorganica. Os metais pesados mais
investigados em estudos de especiagdo no ambiente sdao o Sn, Pb, Hg e As, devido
suas formas organicas serem toxicas para o sistema nervoso central [3, 4].

O composto organico de metal pode ser introduzido no ambiente de maneira
direta. Isto ocorre com os compostos organicos de estanho, trimetilestanho [TMT] e
trifenilestanho [TPT] principalmente, que foram e ainda sao empregados em pintura
anti-encrustacOes, pesticida na agricultura, nas industrias de polimeros
[estabilizadores de PVC], preservacao da madeira, tratamento de vidro, sendo que
para os dois primeiros fins, seu uso é restrito ou proibido. Outra classe de composto
que teve sua entrada no ambiente de maneira semelhante foram os
organomercuriais (uso proibido nos dias atuais) e os compostos organicos do
chumbo, como o tetraetiichumbo que foi empregado (ndao mais no Brasil) como
aditivo na gasolina. No entanto, outra rota indireta de entrada do compostos
organometalicos no ambiente é através da bioconversdo da forma inorganica do
metal, que pode ocorrer com o Hg, Se, As e Pb [5, 6].

O desenvolvimento de métodos analiticos para a determinagdo de espécies
organicas de metais em amostras ambientais ndo € trivial devido aos problemas
relacionados a amostragem, a extragao e ao método de quantificagdo final utilizado.
"Recentemente a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) publicou um artigo [7]

no qual foram discutidos os varios empregos do termo metal pesado pela comunidade cientifica. Neste
caderno temdtico o termo metal pesado esta definido com base na densidade.
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A etapa de preparo e quantificacdo dos compostos organicos de metais envolve
muitas etapas analiticas como extracao, derivatizacdo, separacao e detecgao, e todas
estas sao fontes de erro, pois para alguns destes compostos pode ocorrer metilacao
acidental. Além disto, durante esta etapa pode ocorrer baixa recuperagao do analito
na extracao, inibicao da reacao de derivatizacao, separacao incompleta da fragao
organica e inorganica, interferéncia na deteccdo, além de muitas outras [7-11].

Outro grande problema é que os compostos organicos de metais se
apresentam no meio ambiente em concentragbes extremamente baixas. Desta
maneira, torna-se necessario o desenvolvimento de métodos analiticos cada vez mais
seletivos, precisos e sensiveis [12]. No entanto, a maioria dos métodos ndo atende
as necessidades ambientais, necessitando de varias etapas de preparo de amostra,
além da adicdo de padrao para que se possa quantificar de modo confiavel o
composto de interesse. Entre as técnicas analiticas empregadas para a especiacao
de formas organicas de metais pesados, estao a cromatografia gasosa [GC], a
cromatografia liquida [LC] e recentemente a eletroforese capilar [CE].

Além destas, as técnicas hifenadas, bastante difundidas na década de 90 tém
sido de grande interesse e vém obtendo grande éxito na especiacdo de compostos
organicos de metais. Estas técnicas consistem no acoplamento de dois equipamentos
diferentes, buscando unir requisitos essenciais a quantificacdo como sensibilidade,
seletividade e rapidez, como é o caso de HPLC-AAS (Cromatdgrafo Liquido acoplado
a Espectrometria de Absorcdao Atomica); GC-ICP-MS (Cromatografo a Gas acoplado
ao Espectrometro de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado) e GC-MS/HPLC-MS
(Cromatdgrado a Gas ou Cromatdgrafo Liquido acoplado ao Espectrometro de
Massa). Nestes tipos de acoplamentos as estratégias de andlise em fluxo sao
convenientes para executar todas as etapas necessarias num menor intervalo de
tempo, evitando riscos de contaminacao.

Neste trabalho serdo apresentadas as técnicas analiticas empregadas na
especiacdao de compostos organicos de metais, tais como, Sn, Pb, Se, As e Hg. Além
disto, serdo apresentadas algumas aplicacOes destes enfatizando a importancia da

especiacao dos compostos organicos de metais no estudo do ambiente.
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1. IMPORTANCIA DA ESPECIAGCAO DE METAIS PESADOS NO AMBIENTE

A importancia de determinar as espécies organicas de metais no ambiente se
deve a necessidade de avaliar o impacto que a forma organica do metal causa ao
meio ambiente, bem como avaliar sua toxicologia clinica e ecoldgica, seus efeitos
para saude humana (medicina, farmacia, alimento e industria) e também ajudar a
desenvolver estratégias de descontaminacao de ambientes contaminados [13].

As formas organicas de metais podem acumular-se nos sedimentos, o que é
observado principalmente para o Hg e o Sn, os quais podem apresentar o fenébmeno
conhecido como biomagnificagdo, em que a concentracao destas espécies sofre um
aumento progressivo ao longo da cadeia alimentar ecoldgica [6]. Por outro lado, as
formas organicas dos metais podem ser transformadas no ambiente para formas
menos toxicas pelas bactérias, bem como ser degradados pela luz solar.

O grau de contaminagao de cada ambiente depende da especiacao de cada
metal ali presente, e para os metais Pb, Hg e Sn a toxicidade varia na seguinte
ordem MR4s> MR3">MR,">MR">M*, onde M é o metal e R é um grupo aril ou alquil.
Dentre os trés, os compostos organicos do estanho sdo consideravelmente menos
téxico que os similares compostos organicos do chumbo e compostos organicos do
mercurio [5].

A persisténcia dos compostos organicos do estanho no ambiente se deve ao
carater lipofilico, podendo acumular-se em bivalves acima de 5ug/g de
tribultilestanho (TBT). Peixes e crustaceos acumulam menos por apresentarem um
mecanismo enzimatico de degradacdo do TBT. Uma vez no ambiente, o TBT pode
degradar para formas menos substituidas e finalmente para Sn (IV). Ha evidéncias
de que o TBT e o trifenilestanho (TPT) podem causar alteracao no sistema
enddcrino, no nivel de 1 ng/L [4].

O chumbo no ambiente pode ser proveniente da mineragao, de refinarias,
baterias, da fundicdo de chumbo e de outros metais. Os compostos organicos do
chumbo comecaram a ser empregados como aditivo da gasolina nos EUA em 1923,
mas hoje estdao em declinio ao redor do mundo. Uma mistura de tetrametilchumbo
(Me4Pb), tetraetilchumbo (EtsPb), e compostos intermediarios de etil e metil

substituidos (EtMesPb, Et;Me,Pb e EtsMePb) foram adicionados na gasolina para
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prevenir a combustdo incompleta da mistura gasolina/ar, porém desde a década de
70 estao proibidos no Brasil [5, 13].

O selénio, diferentemente dos outros metais, € um elemento essencial a salude
humana. Ele protege as células do organismo contra danos oxidativos, catalisa as
reacdes do mecanismo intermediario, bem como apresenta agao inibidora do efeito
téxico de metais pesados como As, Cd, Hg e Sn. Valores de concentragdes acima de
50-200g por dia sao consideradas toxicas mesmo na forma inorganica [14, 16]. Os
compostos de metilselénio (MSe) sao analogos aos de enxofre e apresentam uma
fungdo importante no ciclo biogeoquimico global do elemento. As formas mais
téxicas do Se sdo as formas organicas como trimetilselénio (TMSe) presente na agua
e urina, bem como as formas organicas volateis dimetilselénio (DMSe) e
dimetildiselénio (DMDSe) produzidos através da biometilagdo do Se inorgéanico
[13,17].

Os compostos de arsénio (As) podem ser empregados como preservantes ou
biocidas, e serem langados no ambiente como sub-produto da mineracao e fundicao,
além da queima de combustivel fossil. As espécies metiladas como acido metilarsénio
(MMA) e acido dimetilarsénio (DMAA), sao produzidas pelas bactérias, fungos e
fitoplanctons. No entanto, as formas metiladas do arsénio como citadas
anteriormente sao menos tdxicas para os animais do que as organicas, sendo que o
As é conhecido por ser cancerigeno aos seres humanos [6].

O mercurio apresenta-se na natureza na forma elementar e como sulfeto de
mercurio, sendo proveniente do solo, de minas, de atividade garimpeira, de atividade
industrial de lampadas, baterias, termometros, da industria cloro-alcali, e outros. O
mercurio inorganico é a forma predominante no ambiente, mas a formacao do
metilmercuario (forma organica mais toxica entre os compostos organicos de metais)
pela metilacdo via processos bidticos e abidticos € bem conhecida. Na década de 50
ocorreu em Minamata o maior acidente ja conhecido de contaminagdo por metilHg, o
qual ocasionou mais de 1552 ébitos, além de milhares de pessoas contaminadas [5,
6].

Quanto a ecotoxicologia, o metilHg € o composto organometalico mais tdxico
existente, sendo a dose letal (DL-50) para ratos de 1,95 mg/kg [18]. Sua meia-vida

no corpo humano é de 70 dias, que é bem maior que a do mercurio inorganico
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devido a afinidade pelos atomos de enxofre e grupos sulfidrilas e sua maior
solubilidade lipidica. Conseqlientemente o metilHg pode se acumular no organismo
em uma concentracdo bem mais elevada que sua dose didria consumida. A
Organizagao Mundial da Saude concluiu que niveis de 10-20 ppm de metilHg no
cabelo de mulheres gravidas podem afetar o desenvolvimento do feto. O dimetilHg
(outro composto organico de mercurio de elevada toxicidade) é volatil e, portanto,
raramente encontrado em corpos aquaticos, solos ou sedimentos. Recentemente
(1997) uma pesquisadora americana trabalhando na Universidade de Dartmouth,
EUA, foi vitima fatal da contaminacao com dimetilHg em conseqiiéncia da protecao

inadequada a exposi¢ao dérmica deste composto [6].

2. TECNICAS ANALITICAS EMPREGADAS NA ESPECIACKO DE FORMAS
ORGANICAS DE METAIS PESADOS NO AMBIENTE.

Para o sucesso da analise quimica, além da escolha da técnica analitica é
imprescindivel que seja feita uma correta amostragem, transporte e armazenamento
da amostra. Outro fator de extrema importancia € o preparo da amostra, o qual
consiste na primeira etapa de uma analise quimica, sendo responsavel pelas maiores
fontes de erro como perdas do analito, contaminacbes pelo ambiente, extracao
incompleta do analito da amostra, entre outras.

A extracao dos compostos organicos de metais de matrizes ambientais pode
ser feita empregando solventes polares, apolares, pouco polares, fluido supercritico,
hidrdlise enzimatica e basica, além de agentes complexantes. A extragao muitas
vezes também é uma pré-concentracao, a qual pode ser feita de varias formas, tais
como pela extracdo em fase sélida-SPE, microextracao em fase sélida-SPME, resinas
trocadoras ionicas e catidnicas, etc. Finalmente, em muitos casos pode ser
necessaria uma etapa de derivatizacao [18].

A escolha do método de preparo de amostra e do equipamento a ser utilizado
para quantificacdo final dependera de uma série de fatores, tais como:
disponibilidade, adaptabilidade, capacidade total do método, tempo de analise,
facilidade de recuperacao, custos envolvidos, seletividade ou especificidade,
sensibilidade, exatidao, precisao, repetibilidade, reprodutibilidade, robustez, faixa

linear, limites de deteccao e quantificagao, dentre outros.
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Hoje, ha um elevado ndimero de técnicas analiticas disponiveis para realizar a
especiacao de formas organicas de metais pesados no ambiente, aqui exemplificado
para o estanho. A seguir encontram-se descritas as principais técnicas analiticas

empregadas para este fim.

2.1 Técnicas Eletroanaliticas

No campo da eletroanalitica, a voltametria apresenta inUmeras vantagens,
entre elas o baixo custo, a sensibilidade e seletividade, e no caso da Redissolucao
Anddica ou Catddica, a capacidade multielementar. A maioria dos trabalhos
publicados enfoca a especiacao do metal na forma inorganica (estado de oxidacao),
e sdao poucos os trabalhos que tentam o emprego deste método para analisar a
especiacao de compostos organicos de metais [20].

Oschsenkiihn-Petropoulou e Tsopelas [21] investigaram a determinacao de
espécies organicas e inorganicas de selénio (Se(IV), Se(VI), Se-Cyst, (CHs),Se>)
usando a Voltametria de Redissolugao Catddica de Pulso Diferencial (DPCSV). Este foi
um dos poucos trabalhos encontrados na literatura empregando esta técnica para
compostos organicos de metais. A determinacdo do composto organico de selénio foi
realizado em meio acido/organico composto por diclorometano, etanol e HCI 0,03
mol/L, o tempo de deposicao foi de 180s a — 50 mV com agitacao e de 20s a —100
mV sem agitacao.

O método proposto mostrou-se eficaz na determinacao das espécies de
selénio, alcancando sensibilidade de 0,2 pg/L (comparavel e até menor que a maioria
das outras técnicas empregadas para este mesmo fim) e desvio padrao menor que
3% entre as replicatas. A recuperacao do material no material certificado SRM 1633a
(cinza) ficou entre 90 e 103%. Os valores obtidos foram comparados com o método
de ICP-AES apds extracdo em resina trocadora anibnica (SAX), e foram similares. O
método apresentou inUmeras vantagens como baixo custo, ampla faixa linear,

reprodutibilidade, exatidao.

2.2 Técnicas Espectroquimicas
Os métodos espectrométricos de absorcao estdo entre os procedimentos mais

sensiveis e seletivos para determinacao de metal e sdo particularmente atrativos
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para estes estudos, uma vez que este equipamento € comum em muitos
laboratdrios. Recentemente, a emissao atobmica, devido ao desenvolvimento dos
sistemas de atomizacdo por plasma, tém sido muito empregada para os estudos de
especiacao de formas organicas de metal [20].

Bermejo-Barrera e colaboradores [22] determinaram MBT, DBT e TBT em
amostras de agua do mar utilizando ETAAS (Espectrofotometro de Absorcao Atomica
com Atomizacao Eletrotérmica). A extracdao e pré-concentracao das espécies
organicas de estanho foram realizadas através da passagem da amostra por uma
coluna contendo uma resina de amberlite (XAD-2). Realizou-se a otimizagao do
método estudando o melhor eluente, pH e temperaturas de pirdlise e atomizacao. O
limite de deteccao (LD) para a soma dos compostos organicos de estanho foi de 13
ng/L e o limite de quantificacdo (LQ) de 45 ng/L. Por este método ndo € possivel
realizar a especiagdo do composto, sendo determinado apenas a quantidade de
composto organico total. O método foi aplicado em amostras de agua do mar
provenientes de portos de Galicia (Espanha), mas os resultados estiveram abaixo do
LD, sendo encontrado apenas Sn inorganico na faixa de 0,15 pg/L.

Em outro trabalho [24], também empregando ETAAS para determinacdo de
composto organico do estanho em sedimento, obteve-se um LD de 0,08 nug/g e
recuperagao de 82% (CRM (PACS-2)). O método foi aplicado para quantificacao em
amostras de sedimentos da Gipuzkoa (Espanha) com valores variando de
0,7-7,7 mg/kg.

O emprego de FI-HG-AAS (Espectrofotdbmetro de Absorcao AtOmica com
Geracao de Hidreto e Injecao em fluxo Direto) para determinagdo de trimetilselénio
em agua e urina foi avaliado recentemente por Chatterjee e Shibata [25]. O LD do
método foi de 1 pg/L e faixa linear até 30 ug/L e as recuperagdes foram de 89-95%
para agua e 50-58% para urina. O método de Geracdao de Hidreto é baseado na
reducao do elemento de um estado de oxidacao maior para o hidreto gasoso gerado
com NaBH4. Outro método empregando Injecdo em Fluxo foi desenvolvido para a
determinacdo de compostos organicos de chumbo (TMT, TEL e Pb**) empregando
um Espectrémetro de Absorcdo Atdmica de Chama com Injecao em Fluxo (FI-FAAS)
apds extracao e pré-concentragao em resina de amostras liquidas sintéticas, obtendo
LD na faixa de 1-4 ug/L [26].



Caderno tematico volume 02

Coelho et alii [27] empregando a técnica GFAAS conseguiu quantificar TBT e
DBT em amostras de agua, sedimentos e moluscos. O método descrito apresentou
LD de 1 ng/L para agua, 0,01 mg/kg para tecidos de moluscos e 0,005 mg/kg para
sedimento. Um dos grandes problemas das técnicas analiticas empregadas para a
especiacao de formas organicas de metais é a necessidade de adicao de padrao para
que seja minimizado o efeito de matriz, tornando possivel a quantificacdo do
composto.

Dos poucos trabalhos encontrados na literatura sobre a determinagao
simultanea de compostos organicos de estanho através da Espectrometria de
Absorcao Molecular em Fase Gasosa com Geragao de Hidreto (GPMAS), em amostra
de agua sintética. Esta técnica € baseada nas medidas de absorcao de espécies
moleculares na fase gasosa, geradas a temperatura ambiente. Considerando que os
espectros de absorcdo obtidos das espécies organicas sao muito semelhantes, é
imprescindivel o emprego de métodos multivariados como a regressao linear multipla
(MLR), regressao de componentes principais (PCR), minimos quadrados parciais
(PLS) ou outros. Neste trabalho empregou-se PCR e PLS e foi demonstrado que nao
houve diferenca significativa entre os dois métodos estatisticos aplicados [28].

Com base nos trabalhos apresentados até o momento observa-se a
possibilidade de fazer a extracao seletiva das formas organicas de metais na
presenca do metal na forma inorganica, e em seguida, quantifica-lo sem qualquer
separacdo cromatografica, ou simplesmente quantificar a forma organica total. E
importante ressaltar, como ja citado anteriormente, que o preparo de amostra sera a
etapa fundamental para a obtencao de sucesso nestes métodos, sendo que alguns
autores questionam a seletividade dos métodos empregados para a extracao do
composto organico de metal e quantificacdo sem separagao cromatografica [29].
Convém ressaltar que esta € uma alternativa muito importante, principalmente
quando o laboratério dispde de material referéncia certificado para avaliar a exatidao
do método proposto e nao dispde de técnicas cromatograficas. Desta maneira, é
imprescindivel a quantificacdo destes compostos nas diversas matrizes ambientais,
devido a escassez dos dados existentes sobre o estoque destes compostos organicos

de metais no ambiente.



Caderno tematico volume 02

2.3 Técnicas cromatograficas de separacdo

A maior parte dos métodos empregados na analise da especiacdo de formas
organicas de metais é baseado nos métodos de separacao cromatografica antes da
deteccdo. Entre as técnicas de separacdo comumente empregadas para a analise da
especiacao de compostos organicos de metais encontra-se GC (60% dos métodos
disponiveis), HPLC (25%) e CE (15%) ja incluso as técnicas hifenadas que serao

abordadas no item 3.4.

2.3.1 Cromatografia Gasosa (GC)

A GC possui inimeras vantagens, dentre elas, elevada resolucdo, alta
eficiéncia na introducdo de amostra, baixo ruido de fundo devido a elevada pureza
do gas inerte empregado como fase mdvel (FM) e possibilidade de emprego de
padrao interno. Desvantagens tipicas do emprego da GC para especiagao de
composto organico de metais estdo no fato destes se apresentarem na forma
moderadamente ibnica, de baixa estabilidade térmica e alta reatividade, sendo entdao
necessario realizar uma etapa de derivatizacao anterior a analise, que pode afetar a
exatiddo, a precisdo, particularmente para anadlise da especiacado de amostras
complexas, tais como as ambientais ou bioldgicas (13, 18).

Para transformar o composto organico de metal na forma volatil pode-se
realizar a alquilagdo com o reagente de Grignard, que é o mais comum, num
procedimento tedioso e demorado. A etilagdo com o tetraetilborato de sodio tem sido
a proposta mais simples para a obtencdo do composto organico do metal na forma
volatil [30]. Entre os compostos organicos de metais, é possivel separar diretamente
por GC as espécies de tetraalquilchumbo em gasolina e no ambiente e os compostos
de metilselénio. Eles devem ser rapidamente purgados com um gas inerte ou
extraido em um solvente apolar e posteriormente dessorvidos térmicamente por GC.

Os detectores comumente empregados em GC sao ECD (detector de captura
de elétrons), TCD (detector de condutividade térmica), FID (detector de ionizacao
em chama), IRD (detector de infravermelho), NPD (detector nitrogénio-fosforo) e
detector termibnico. Outros detectores empregados sdo os Opticos que medem a
absorcdo, emissdao ou fluorescéncia da radiagdo em um comprimento de onda

especifico.
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Arambarri e colaboradores [31] determinaram estanho e suas espécies
organicas (MBT, DBT e TBT) em sedimentos provenientes de 5 rios (Deba, Urola,
Oria, Oiartzun e Bidasoa) no norte da Espanha, sendo os locais de coleta escolhidos
de acordo com atividade industrial e pesqueira. A quantificacdo do organo-estanho
foi realizada por adicao de padrao seguida de extracao com HCl/metanol (1:1 v/v), e
derivatizagdo com tetraetilborato de sddio. A pré-concentracao foi feita com o auxilio
de uma fibra de PDMS (100 um de polidimetilsiloxano) exposta nas mesmas
condicoes em headspace por 15 minutos, que apresenta a vantagem de nao
necessitar do emprego de solventes organicos [toxicos]. A quantificacdo foi realizada
por insercdao da fibra em um GC-FID. A exatiddao do método foi realizada pela analise
do CRM [PACS-2], sendo obtido 96% de recuperacao para DBT, 89% para o TBT.
Em 2001 estes mesmos autores haviam publicado um trabalho empregando os
mesmos sedimentos (coletados em outubro de 2000) para analise de organo-estanho
por ETAAS (item 3.2), sendo os valores encontrandos na mesma ordem de grandeza
(organo-estanho total 1,3-9,1 mg/kg). E importante destacar que mesmo
empregando GC-FID, a Unica diferenca foi a possibilidade de especiar (TBT, DBT,
MBT), ndo sendo possivel avaliar a exatiddo do método para MBT. Além disto, foi
necessario empregar a técnica de adicdo de padrdo nos dois trabalhos para
conseguir quantificar os compostos analisados, uma vez que o LD estava bem acima

dos valores necessarios para quantificacdo das amostras.

2.3.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Uma técnica alternativa que nao necessita de etapa prévia de derivatizagao é
a cromatografia liquida [LC], além de ser mais rapida e simples do que GC [32]. O
mais usado é a LC de troca idnica, sendo o ponto critico relacionado a forca da
interacdo entre os compostos monoorganicos de metais com a fase estacionaria,
sendo que a melhor separacao entre o mono, di e tri derivados é obtida por variacao
do complexante da fase movel ou o pH do gradiente de eluicao. A LC de fase reversa
tem sido aceita e emprega fase mével relativamente simples [13, 32].

Os detectores usados atualmente em HPLC ndo sao versateis nem universais,
e muitas vezes também ndo apresentam sensibilidade elevada quando comparados

com os utilizados em GC. Entretanto, oferecem uma ampla faixa de aplicagao. Dentre
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eles, os mais empregados sao: detector por absorbancia no UV-VIS, detector por
fluorescéncia (FL), detector por indice de refragdo (RI), detector eletroquimico (ED) e
detector por condutividade elétrica (CE).

Da Silva et alii [34] determinaram formas organicas de mercurio ([MeHg,
EtHg, PhHg) em amostra de agua natural apds complexacao das espécies organicas
com pirrolidino ditiocarbamato [PDTC] e separacao usando como fase moével uma
mistura de etanol-agua [75:35] contendo KNOs; como eletrdlito suporte. A
quantificacao foi realizada por LC em fase reversa. Os LD variaram de 30-80 nug/L
(para 100 mL de amostra) para os compostos organicos de mercurio. Para aplicacao
em amostra natural (coletadas no Rio Jarama, Espanha), foi necessario pré-
concentrar a amostra usando uma coluna Sep-pack Cig. A exatidao do método foi

determinada por recuperacao de padrao adicionada a amostra e variou de 96-103%.

2.3.3 Eletroforese Capilar (CE)

Uma técnica promissora para a determinacdo de compostos organicos de
metais é a CE [35]. Ela é uma técnica de separacao recente e baseada na migracao
diferencial de analitos carregados ao longo de um capilar preenchido com um
eletrdlito condutor. A migracdo é dependente dos efeitos combinados dos fluxos
eletroforéticos e eletroosmético gerado pela aplicacdo do campo elétrico ao capilar.
Entre os diferentes modos de CE, destacam-se a Eletroforese de Zona Capilar (CZE)
e a Cromatografia Capilar Eletrocinética Micelar (MEKC) [36].

A separacdao de compostos organicos de metais por CE precisa ser otimizada,
uma vez que diferentes espécies de alquil e aril substituidos apresentam mobilidade
similar. Isto pode ser feito pela selegao adequada de um aditivo com um reagente
complexante fraco como a B-ciclodextrina (CD), que é capaz de formar complexos
com as espécies organicas de metais. Além disto pode ser variado o pH e o tipo de
contra-ion no tampado eletroforético. As principais vantagens sao a simplicidade,
velocidade de andlise e pouco problema de efeito de matriz [36].

A determinacdo simultanea de formas organicas de chumbo (TEL, DPL, TML),
mercurio (PHg) e selénio (Pse), (DPSe) tem sido feita em amostra de agua superficial

(1,5L), empregando o modo de injecao denominado de “Field-Amplified Sample
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Injection’ - FASI, e extracao com agentes complexantes para deteccao por CE. Os

LD foram da ordem de 0,3 ug/L e recuperagdes de 95% [37].

2.4 Técnicas Hifenadas

A maioria dos estudos tem focado a aplicacao de técnicas hifenadas para a
especiacdo de compostos organicos de metais, no entanto, as aplicacgbes em
amostras naturais ainda sao bem escassas. O primeiro acoplamento realizado foi do
GC com o Espectrometro de Massa em 1957, feito por Holmens e Morrel. Este consta
de um cromatdgrafo com uma interface para ligacdo dos dois sistemas, uma camara
de ionizacdao, um analisador de massa e um sistema para a deteccdao dos ions. A
maior dificuldade no acoplamento é a reducdo da pressao de saida da coluna (com
vazdo do gas de até 50 mL/min) para valores menores que 107 Pa (vacuo) na
camara de ionizacdo para GC [38].

O acoplamento do LC/MS comecou a ser desenvolvido no inicio da década de
80. Basicamente, ele opera de maneira similar ao GC/MS, com uma Unica diferenca:
a ionizacao ocorre na interface. Por este motivo, seu desenvolvimento foi retardado,
uma vez que havia uma enorme dificuldade no acoplamento de um HPLC, operando
em altas pressdes e contendo um volume da fase movel relativamente grande que
deveria ser vaporizado na entrada do espectrometro sem que fossem geradas
interferéncias durante a etapa de ionizacdo. O LC/MS apresenta excelente
sensibilidade, ampla faixa linear, elevada velocidade de analise, uma variedade de
FM e fases estacionarias (FE) disponiveis, possibilidade de separacao a temperatura
ambiente, reducdo das perdas durante o processo de separagao e habilidade para
executar analises isotdpicas [32].

Uma recente revisao na literatura mostra que a maior parte dos trabalhos
sobre especiacdo das formas organicas dos metais explora as técnicas hifenadas.
Desta maneira, algumas foram selecionadas e apresentadas na Tabela 1, juntamente
com algumas caracteristicas e referéncias recentes. Fazendo uma analise critica dos
trabalhos contidos na Tabela 1, conclui-se que de todas as técnicas hifenadas
apresentadas, as que apresentam menores LD sao LC-ESMS, GC-ICPMS, GC-FPD e
GC-AFS, ou seja, empregando MS, FPD ou para as espécies de Hg o emprego de

detector de Fluorescéncia é excelente devido a seletividade deste para as espécies
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de Hg. No entanto, em nenhum destes métodos os valores de LD estao proximos dos
valores requeridos pelas amostras ambientais, sendo necessario, etapas de extracao
e pré-concentragao, bem como o emprego da técnica de adicao padrao para diminuir
o efeito de matriz e conseguir resultados mais fidedignos. A LC-ICP-MS é uma
técnica poderosa para analise da especiacao de compostos organicos de metais e,
portanto, tem chamado a atencdo nestes ultimos anos. No entanto, o elevado custo
de aquisicao faz com que haja um aumento pela procura de detectores mais baratos
com a mesma sensibilidade, empregando LC.

Ainda sdo poucos os empregos da CE em técnicas acopladas devido a
incompatibilidade das interfaces com o equipamento. Desta maneira é necessario o
desenvolvimento de interfaces para CE para que novos métodos possam ser
desenvolvidos e empregados na avaliagdo da contaminacdo de determinado
ambiente por compostos organicos de metais.

No trabalho de Gonzalez-Toledo et alii [32] foi realizada a especiacao dos
compostos organicos de estanho (TPT, TBT e tripropilestanho-TPPT) em amostra de
agua (proveniente do mar, da area urbana, de rio e da area agricola) através da
técnica hifenada LC-ES-MS (Cromatografo Liquido-Eletrospray-Espectrometro de
Massa). A pré-concentracao dos analitos foi feita empregando um cartucho C;s com
metanol e a amostra levada a pH=2. A eluicao foi feita com acido trifluoracético em
acetonitrila agua (50:50, v/v), sendo o volume injetado no sistema cromatografico de
100 pL. O método apresentou boa recuperacdo em todas as amostras empregadas
na faixa de 80-110%. Entre os métodos apresentados na Tabela 1, esta é uma
técnica promissora que apods alguns aprimoramentos podera ser aplicada no

monitoramento ambiental.

3 APLICACf)ES E IMPORTANCIA DA ESPECIACRO DE METAIS PESADOS
PARA O ESTUDO DO AMBIENTE
O conhecimento da formas organicas de metais no ambiente é extremamente
importante pois normalmente estas espécies s3ao neurotdxicas e possiveis
interferentes enddcrinos, além de ocorrerem em niveis muito baixos. Como fator
complicador, sao poucos os paises que dispdem de uma legislacdo que preconize

valores de referéncia para esta classe de compostos. Nesta realidade, o Estado se
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omite da monitoracao ambiental, uma omissao que pode ter um custo ambiental
elevado.

Entre os poucos trabalhos recentes encontrados na literatura, destacam-se o
de Godoi e colaboradores [49]. Eles realizaram um estudo da especiacao de
compostos organicos de estanho em sedimentos marinhos do estado de Sao Paulo
(regido de Cananéia, Santos, Guaruja, Sao Sebastido e Ubatuba) empregando GC-
FPD. Os autores encontraram valores mais elevados de compostos organicos do
estanho no més de dezembro (90-847 ng/kg) quando comparado ao més de abril
(20-224 ng/kg) do mesmo ano, e aliaram isto ao fato de dezembro ser més de férias
e haver um aumento no numero de embarcacdes nas regides coletadas. Os
resultados obtidos por Arambarri e colaboradores [31], como ja descrito no item
3.3.1, indicaram a presenca de MBT na faixa de 0,86 a 2,87 mg/kg; BDT de 0,15 a
0,71 mg/kg e TBT de 0,05 a 5,48 mg/kg em sedimentos de cinco rios na Espanha. O
valor permitido para TBT em sedimentos é de 1-2 pg/kg, todos com base sedimento
seco. Comparando com os valores encontrados observa-se que os valores destes
compostos encontrados no litoral de S3ao Paulo sdao extremamente elevados. Os
autores ainda afirmam que os valores encontrados sao mais elevados do que os
encontrados em qualquer outra area que apresentasse problemas de contaminacao.

Recentemente Hsia e Liu [50] avaliaram a contaminacao com MBT, DBT e TBT
de ostras coletadas na costa leste de Taiwan nos meses de marco, maio, agosto e
novembro de 2002, empregando GC-FPD. Os resultados médios encontrados foram
MBT (30 ng/kg), DBT (15 pg/kg), TBT (43 ng/kg). A avaliacao ambiental dos
resultados obtidos € complexa, pois ocorreu grande variacdo nos resultados
(resultados nao apresentados) para os diferentes meses, bem como para o ponto
coletado. Em alguns pontos, os valores de TBT ora foram maiores e ora menores que
os de DBT e MBT, ocorrendo desta maneira, variacao espacial e temporal dos
compostos organicos do estanho. Isto reflete a complexa interacao que ha entre taxa

de absorcao, metabolismo e excrecao destes compostos pelas ostras.
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CONCLUSOES

A especiacao de compostos organometalicos € uma necessidade atual. Este
estudo é de grande importancia para o entendimento do ciclo biogeoquimico dos
elementos quimicos, a avaliacdo da toxicidade e ecotoxicologia dos elementos, o
controle de qualidade de produtos alimenticios e outros.

A escolha do método para determinar o composto organico do metal
dependera do equipamento disponivel, da relacao custo-beneficio, da espécie a ser
determinada, da concentracao do analito de interesse. Para andlises de rotinas as
técnicas fluorimétrica ou MS podem ser usadas. Se estas técnicas ndo apresentarem
sensibilidade suficiente, o ICP-MS pode ser empregado.

Apesar dos avancos nos métodos analiticos incluindo ai GC, HPLC e CE, a
técnica que apresenta mais sucesso e é mais freglientemente usada é a GC. A
explicacdo para isto é devido a elevada eficiéncia de separagdo, versatilidade dos
métodos de deteccdo, estratégias de modificacdo dos analitos bem desenvolvidos,
ampla faixa de procedimentos de extracao do analito da amostra.

E importante observar que apesar da quantidade de métodos disponiveis para
a especiacdo de compostos organicos de metais, muito pouco vem sendo aplicado a
quantificacao em amostras ambientais e pouco se conhece sobre quais regides ou
matrizes apresentam-se como fonte ou tumulo destes compostos para o ambiente.

Um problema encontrado nas extracbes destes compostos das matrizes
ambientais € a extragdo incompleta ou a conversao da espécie de interesse em
outras devido ao préprio método de preparo de amostra escolhido, gerando os
indesejaveis artefatos positivos ou negativos. Isto explica o porqué muitas técnicas
sao desenvolvidas para especiacdo, mas raramente sao aplicadas. Outro fator é a
falta de Material Referéncia Certificado e seu elevado custo.

E ainda importante destacar, que a escolha do método serd feita de acordo
com a concentracdo do composto organico de metal, do interesse do analista, do
tipo de matriz, da relacdao custo/beneficio e principalmente da infra-estrutura
oferecida pelo laboratdrio de andlise quimica.

Nesta area as perspectivas futuras sao o emprego da SPME como método de
extracdo e pré-concentracao e das técnicas hifenadas como métodos de

quantificacdo. Desta maneira, as pesquisas devem estar voltadas a obtencdo de
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métodos ideais, que sejam sensiveis, seletivos, de baixo custo e com o minimo de

etapas no preparo de amostra.

15



Caderno tematico volume 02

REFERENCIAS

-

. Santoyo, E.; Santoyo-Gutiérrez, S.; Verma, S. P.; J. Chromatogr. A. 2000, 884,
229.

2. Vink, R.; Behrendt, H.; Salomons, W.; Wat. Sci. Tech. 1999, 39, 215.

3. Hamasaki, T.; Nagase, H.; Yoshioka, Y.; Sato, T.; Crit. Rev. Environ. Sci. Technol.
1995, 25, 45.

4. Templeton, D. M.; Ariese, F.; Cronelis, R.; Danielsson, L. G.; Muntau, H.; Van
Leeuwen, H. P. Lobinski, R.; Pure Appl. Chem. 2000, 72, 1453.

5. Connell, D. W.; Basic Concepts of Environmental Chemistry, CRC Press LLC, U. S.
A., 1997.

6. Baird, C.; Environmetal Chemistry, Freeman and Company, U. S. A., 2001.

7. Duffus, 1. H.; Pure Appl. Chem. 2002, 74, 793-807.

8. Quevauviller, P.; Spectrochimica Acta Part 81998, 53, 1261.

9. Alpendurada, M. F.; Journal of Chromatogr. A 2001, 889, 3.

10.Prosen, H.; Zupancic-Kralj, L.; Analytical Chemistry 1999, 18, 272.

11.Encinar, J. R.; Villar, M. I. M.; Santamaria, V. G.; Alonso, J. I. G.; Sanz-Mendel,
A.; Anal. Chem. 2001, 73, 3174.

12.Carlier-Pinasseau, C.; Astruc, A.; Lespes, G.; Astruc, M.; J Chromat. A 1996,
750, 317.

13.Lobinski, R.; Adans, F. C.; Spectrochimica Acta 1997, 52, 1865.

14.Rudel, H.; Exotoxocology and Environ. Safety in press.

15.Pyrzyniska, K.; Anal. Sci, 1998, 14, 479.

16.Kolbl, G.; Marine Chemistry 1995, 48, 185.

17.Lemly, A. D.; Biomedical and Environmental Sciences 1997, 10, 415.

18.WHO-World Health Organization. Methylmercury. Geneva.: Environment Healthy
Criteria, 1990, v. 118, 144 p.

19.Pawliszyn, J.; Sampling and Sample Preparation for Field and Laboratory; Wilson
& Wilson’s, Amsterdam, 2002.

20.Wang, J.; Stripping Analysis, V.C.H. Publishers, U.S. A., 1985.

21.0schsenklihn-Petropoulou, M.; Tsopelas, F.; Anal. Chim. Acta 2002, 467, 167.

22.Arambarri, I1.; Garcia, R.; Millan, E.; Chemosphere 2003, 51, 643.

16



Caderno tematico volume 02

23.Bermejo-Barrera, P.; Gozalez-Campos, G.; Ferron-Novais, M.; Bermejo-Barrera,
A.; Talanta 1998, 46, 1479.

24.Arambarri, I1.; Garcia, R.; Millan, E.; Fres. J. Anal. Chem. 2001, 371, 955.

25.Chatterjee, A.; Shibata, Y.; Anal. Chim. Acta 1999, 398, 273.

26.Baena, J. R.; Gallego, M.; Valcarcel, M.; Spectrochim. Acta B 1999, 54, 1869.

27.Coelho, M. R.; Bebianno, M. J.; Langston, W. J.; Appl. Organ. Chem. 2002, 16,
384.

28.Sanz-Asensio, J.; Martinez-Soria, M. T.; Plaza-Medina, M.; Clavijo, M. P.; Talanta
2001, 54, 953.

29.Stewart, C.; Mora, S. 1.; Appl. Organomet. Chem. 1992, 6, 507.

30.Abalos, M.; Bayona, J. M.; Compaind, R.; Granados, M.; Leal, C.; Prat, M.D.; J.
Chromatogr. A1997, 788, 1.

31.Arambarri, I1.; Garcia, R.; Millan, E.; Chemosphere 2003, 51, 643.

32.Gonzalez-Toledo, E.; Campaid, R.; Prat, M. D.; Granados, M.; J. Chromatogr. A
2002, 946, 1.

33.Rosenberg, E.; Kmetov, V.; Grasserbauer; Fres. J. Anal. Chem. 2000, 366, 400.

34.Da Silva, M. P.; Procopio, J. R.; Hernandez, L.; J. Chromatogr. A1997, 761, 139.

35.Dabek-Zlotorzynska, E.; Lai, E. P. C.; Timerbaev, A. R.; Anal. Chim. Acta 1998,
359, 1.

36.Weston, A.; Brown,P. R.; HPLC and CE: Principles and Practice; Academic Press,
U.S. A, 1997.

37.Liu, W.; Lee, H.; J. Chrom. A 1998a, 796, 385.

38.Scott, R. P. W.; Techniques and Practice of Chromatography, Marcel Dekker Inc.,
New York, USA, 1995.

39.Borghi, V.; Porte, C.; Environ. Sci. Technol. 2002, 36, 4224.

40.Vella, A. J.; Mintoff, B.; Axiak, V.; Sci. Total Environ. 2000, 258, 81.

41.Albalat, A.; Potrykus, J.; Pempkowiak, J.; Porte, C.; Chemosphere 2002, 47, 165.

42.Gac, M. L.; Lespes, G.; Potin-Gautier, M.; J. Chromatogr. A 2003, 999, 123.

43.Cai, Y.; Jaffé, R.; Alli, A.; Jones, R. D.; Anal. Chim. Acta 1996, 334, 251.

44.Bouyssiere, B.; Baco, F.; Savary, L.; Lobinski, R.; J. Chromatogr. A 2002, 976,
431.

17



Caderno tematico volume 02

45.Montperrus, M.; Bohari, Y.; Bueno, M.; Astruc, A.; Astruc, M.; Appl. Organ. Chem.
2002, 16, 347.

46.Gonzalez-Toledo, E.; Compafio, R.; Granados, M.; Prat, M. D.; Trends in
Analytical Chemistry 2003, 22, 26.

47.Jones-Lepp, T. L.; Varner, K. E.; Hilton, B. A.; Appl. Organ. Chem. 2002, 15,
933.

48.Liu, W. P.; Lee, H. K.; Anal. Chem. 1998b, 70, 2666.

49.Godoi, A. F. L.; Montone, R. C.; Santiago-Silva, M.; J. Chromatogr. A 2003, 985,
205.

50. Hsia, M.; Liu, S.; Sci. Total Environ in press.

18



