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RESUMO 

 

Título: Dispersão da matriz em fase sólida para análise de especiação de arsênio 

em algas comestíveis por LC-ICP-MS 

Autor: Ana Claudia Beduhn Luckow 

Orientador: Prof. Dr. Bruno Meira Soares 

 

Neste trabalho, está sendo proposto pela primeira vez o emprego da dispersão 

da matriz em fase sólida (MSPD) para a extração de espécies de arsênio arsenito 

(As(III)), arsenato (As(V)), ácido dimetilarsínico (DMA) e ácido monometilarsônico 

(MMA) em amostras de algas comestíveis para posterior separação e determinação por 

cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa com plasma indutivamente 

acoplado (LC-ICP-MS). A MSPD foi avaliada utilizando a amostra de alga Nori 

(Porphyra spp.) e foi aplicada nas amostras de alga Kombu (Laminaria ochroleuca) e 

Hijiki (Hizikia fusiformis). Os principais parâmetros da MSPD foram avaliados e a MSPD 

foi proposta de forma modificada, utilizando 0,25 g de amostra juntamente com 0,25 g 

de areia (como suporte sólido), os quais foram macerados por 5 min. Posteriormente, 

foram adicionados 10 mL de água ultrapura como solução extratora e a mistura foi 

submetida a aquecimento em banho-maria a 50 ºC por 10 min, agitação em vórtex por 

1 min e centrifugação a 5000 rpm por 10 min. Por fim, o sobrenadante foi filtrado e 

analisado. O método se mostrou linear, o qual foi avaliado através da calibração com a 

espécie DMA (R2 > 0,99). O limite de detecção do método foi de 0,01 µg g-1 para as 

espécies em estudo. A exatidão foi avaliada utilizando material de referência certificado 

de farinha de arroz (NIST 1568b), obtendo concordância de 107% para o DMA e 102% 

para o iAs (As(III) + As(V)) com os valores certificados. A eficiência de extração obtida 

com a MSPD esteve entre 83 e 104%, a recuperação cromatográfica esteve entre 61 e 

66% e o balanço de massa esteve entre 51 e 68%. 

Palavras-chave: Algas marinhas comestíveis; MSPD; LC-ICP-MS; Análise de 

especiação; Preparo de amostra 

 



xiv 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Title: Solid-phase matrix dispersion for arsenic speciation analysis in edible 

seaweed by LC-ICP-MS 

Author: Ana Claudia Beduhn Luckow  

Advisor: Prof. Dr. Bruno Meira Soares 

 

In this work, the use for the first time of the modified solid-phase matrix 

dispersion (MSPD) for the extraction of arsenic species arsenite (As(III)), arsenate 

(As(V)), dimethyl arsinate (DMA), and monomethyl arsonate (MMA) in edible seaweed 

for further separation and determination by liquid chromatography with inductively 

coupled plasma mass spectrometry (LC-ICP-MS) has been proposed. MSPD was 

evaluated using the Nori (Porphyra spp.) and further applied for Kombu (Laminaria 

ochroleuca), and Hijiki (Hizikia fusiformis) seaweed samples. The main MSPD 

parameters were evaluated and the MSPD has been proposed in the modified form 

using 0.25 g of sample, 0.25 g of sea sand (as solid support), which were macerated for 

5 min. Furtherly, 10 mL of ultrapure water was added as extraction solution and the 

moisture was heated in a water bath at 50 °C for 10 min, vortexed for 1 min, 

centrifugated for 10 min at 5000 rpm, and the supernatant was filtered and analyzed. 

The method proved to be linear, which was evaluated through the calibration curve with 

DMA (R2 > 0.99). The limit of detection of the method was 0.01 µg g-1 for all species. 

The accuracy was evaluated using a certified reference material (CRM) of rice flour 

(NIST 1568b), obtaining agreement of 107% for DMA and 102% for iAs (As(III) and 

As(V)) with the certified values. The extraction efficiency ranged from 83 to 104%, the 

chromatographic recovery from 61 to 66%, and the mass balance from 51 to 68%.  

Keywords: Edible seaweed; MSPD; LC-ICP-MS; Speciation analysis; Sample 

preparation 

 

 



 

  

 

 

1 

1.  INTRODUÇÃO 

 

 

  As algas são alimentos amplamente consumidos no mundo todo, mas 

principalmente nos países do continente Asiático como no Japão, China, Coreia do Sul, 

entre outros, devido às questões culturais na sua forma de alimentação. As algas são 

consumidas geralmente na forma de saladas, sopas, temperos e no preparo de caldos 

que são a base para diversas preparações. As algas também apresentam uma grande 

importância econômica para a indústria de alimentos, pois podem ser empregadas no 

preparo de diversos produtos devido as suas propriedades gelificantes e 

emulsificantes, sua capacidade de retenção de água, além de serem utilizadas na 

forma de aditivos (GULERI e TIWARI, 2020; PEREIRA, 2020). 

    No mercado, se encontram disponíveis diversas variedades de algas 

comestíveis, cada uma com as suas particularidades, tanto no sabor quanto na 

aparência. Como as algas podem absorver contaminantes do meio em que são 

cultivadas, ao longo do seu crescimento pode ocorrer a bioacumulução de elementos 

potencialmente tóxicos, como As, Cd, Pb, Sn, Hg, entre outros (MIRANDES et al., 

2011; WANG et al., 2015). No entanto, a avaliação da concentração total de um 

elemento químico presente nos alimentos traz informações limitadas a respeito dos 

seus potenciais efeitos, os quais podem ser benéficos ou maléficos à saúde humana. 

Isso pode ser atribuído às diferentes formas químicas (espécies químicas) que os 

elementos químicos podem se apresentar (LIU et al., 2017; MAHER et al., 2015; 

NEARING et al., 2014; REIS et al., 2018; WANG et al., 2015). 

  De acordo com a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), o 

termo “análise de especiação” é conceituado como a atividade analítica de identificação 

e/ou medição da quantidade de uma ou mais espécies químicas em uma amostra e 

“espécie química” é a forma específica de um elemento definida como a composição 

isotópica, estado de oxidação e/ou estrutura molecular ou na forma de complexo 

(TEMPLETON et al., 2000). A análise de especiação tem sido reportada para vários 

elementos, como o As, Cr, Hg, I, Sb, Se, Sn, entre outros, em diversos tipos de 

matrizes (DRESSLER et al., 2011; HART et al., 2011; XIA et al., 2017). Muitos estudos 
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na literatura abordam a importância da determinação de diferentes espécies químicas, 

entre as quais destaca-se a especiação de As, devido aos diferentes efeitos tóxicos 

que as espécies químicas desse elemento apresentam (BABA et al., 2014; JUSKELIS 

et al., 2013; NARUKAWA et al., 2011; RUTTENS et al., 2018). 

 Diversos estudos sobre a determinação de espécies de As podem ser 

encontrados literatura, onde os métodos dividem-se em métodos cromatográficos e 

não-cromatográficos. Nos métodos cromatográficos, as espécies de As são, 

geralmente, extraídas para uma fase e, posteriormente, utiliza-se a combinação de 

duas técnicas de análise, sendo uma responsável pela separação das espécies e outra 

para a detecção e quantificação. Para a detecção, as técnicas comumente utilizadas 

são baseadas em espectrometria atômica, espectrometria de massa, entre outras. Nos 

métodos não-cromatográficos, não existe a etapa de separação, as espécies são, 

normalmente, isoladas e etapas de oxidação ou redução permitem a detecção seletiva 

de uma ou mais espécies, sendo as demais quantificadas por diferença. Neste caso, as 

técnicas de espectrometria atômica e as eletroquímicas têm sido reportadas para 

detecção (YU et al., 2020; KARON et al., 2015; REZENDE et al., 2014) 

 A técnica de espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado 

(ICP-MS) tem sido amplamente utilizada na determinação de espécies de As, pois 

apresenta excelente seletividade, alta sensibilidade, ampla linearidade e permite a 

detecção sequencial de vários elementos (KEMPAHANUMAKKAGARI et al., 2017; 

ANAWAR et al., 2012). A ICP-MS pode ser combinada com técnicas cromatográficas, 

como a cromatografia  líquido (LC) ou cromatografia a gás (GC). Essa combinação 

permite a separação e detecção das espécies químicas em baixas concentrações. 

Quando o objetivo é a determinação de espécies orgânicas e inorgânicas de As, a 

técnica de LC pode ser facilmente acoplada ao sistema de introdução de amostra do 

instrumento de ICP-MS, permitindo uma separação eficiente e, em seguida, a detecção 

em baixas concentrações (MAHER et al., 2015; SALGADO et al., 2012). Desta forma, 

configura-se a técnica hifenada denominada cromatografia líquida acoplada a 

espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (LC-ICP-MS) (HSIEH et 

al., 2012; ACUÑA et al., 2013; ZMOZINSKI et al., 2015). 

  Sendo assim, para que possa ser feita a quantificação das espécies de As por 

essa combinação de técnicas, é necessário realizar uma extração eficiente dos analitos 
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em estudo, uma vez que necessitam que a amostra seja introduzida na forma líquida. 

Dessa forma, são necessários métodos de preparo de amostras que, comumente, 

baseiam-se na extração dos analitos. Durante todo o processo de preparo de amostra, 

que envolve desde a amostragem até a extração, deve haver um cuidado especial para 

que não ocorram perdas de analito por volatilização, degradação e/ou interconversão 

entre as espécies. Sendo assim, os parâmetros que devem ser considerados no 

procedimento de extração envolvem o tipo de solvente extrator, o tempo e a 

temperatura utilizados (YU et al., 2020; KRUG, 2010). 

   Alguns dos métodos de extração de espécies de As relatados na literatura, 

envolvem o uso de ácido trifluoroacético (TFA) (RABER et al., 2012) e metanol 

(CH3OH) (TAYLOR et al., 2016), os quais apresentam maior risco de manipulação para 

o analista, bem como a geração de resíduos tóxicos para o meio ambiente. Como 

alternativa, algumas propostas têm empregado extrações com reagentes ácidos 

(HNO3, HCl, H3PO4 e HCOOH), além de solventes orgânicos como etanol, sendo estes 

menos agressivos e/ou utilizados de forma diluída, contribuindo assim com os 

princípios da Química Analítica Verde (GAC) (HUANG et al., 2010; MIRANDES et al., 

2011; MIRANDES et al., 2012). Esses reagentes combinados com o uso de extração 

assistida por vórtex (CHOI et al., 2016), extração assistida por micro-ondas (MAE) 

(WOLLE et al., 2018), extração com aquecimento em banho-maria ou extração 

assistida por ultrassom (UAE) (TAYLOR et al., 2016), permitem realizar a extração 

eficiente das espécies de As. De forma geral, independentemente do método de 

extração utilizado, os extratos devem ser centrifugados e filtrados para posterior 

determinação das espécies através de separação cromatográfica (PICAZO et al., 2014; 

TSAI et al., 2011). 

  Atualmente, a tendência da Química Analítica é o desenvolvimento de métodos 

mais simples, que sejam rápidos, com um número reduzido de etapas e que permitam 

a diminuição do consumo de reagentes e energia, além de menor geração de resíduos 

(WIANOWSKA e GIL, 2019).Considerando essas características, a dispersão da 

matriz em fase sólida (MSPD) pode ser uma alternativa interessante para ser utilizada 

como método de preparo de amostras visando a posterior determinação de espécies 

de As, apresentando aspectos como simplicidade, baixo custo e robustez em 

comparação com os métodos de preparo de amostras supracitados (APRIOTTI et al., 
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2010; CAPRIOTTI et al., 2015; CAO et al., 2016).Adicionalmente, na literatura também 

têm sido reportados trabalhos que empregam a MSPD e fazem uso de suportes sólidos 

verdes, como materiais que encontram-se disponíveis no ambiente, apresentando a 

mesma eficiência que os suportes disponíveis comercialmente. Suportes sólidos verdes 

como quitosana, terra diatomácea, casca de mexilhão e areia do mar (MALINOWSKI et 

al., 2022) vêm sendo empregados, para diversas matrizes como algas, peixes, frutas e 

vegetais, entre outros, permitindo um isolamento seletivo de uma variedade de 

compostos (MOREDA-PIÑEIRO et al., 2008; VIEIRA et al., 2018; SANTOS et al., 

2019). É importante salientar, que a maioria dos trabalhos encontrados na literatura até 

o momento, empregam a MSPD como método de preparo de amostras para a extração 

de compostos orgânicos e poucos trabalhos têm investigado a MSPD para a extração 

de espécies químicas (MOREDA-PIÑEIRO et al., 2008; DUARTE et al., 2013). Até o 

momento, não foi encontrado nenhum relato na literatura sobre o emprego da MSPD 

para extração de espécies de As em algas comestíveis. 

Portanto, este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um método 

analítico empregando a MSPD para a extração de espécies de As de algas comestíveis 

para a posterior separação e detecção/quantificação por LC-ICP-MS.   
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

  

 

2.1 Algas 

Atualmente, existem muitas espécies de algas marinhas catalogadas, as quais 

são classificadas em três principais grupos, com base na sua pigmentação: algas 

vermelhas (Rhodophyta), marrons (Phaeophyta) e verdes (Chlorophyta). Essas algas 

podem ser consumidas diretamente ou adicionadas no preparo de diversos alimentos, 

sendo fontes de nutrientes, como proteínas, fibras alimentares, vitaminas, minerais e 

diversos compostos bioativos como polissacarídeos e polifenóis (AKYIL et al., 2018). 

As algas que recebem o nome de Rhodophyta são comercialmente conhecidas 

como algas vermelhas. Existem em torno de 7000 espécies conhecidas e em sua 

maioria crescem em águas salgadas. Essas algas apresentam uma grande importância 

econômica, pois os ágares retirados da sua parede celular são comumente usados 

como espessantes e estabilizadores em produtos lácteos como sorvetes e alimentos 

processados e ainda como base para a produção de diversos cosméticos. Em algumas 

regiões orientais ainda são comercializadas e consumidas como vegetais. As algas 

marrons são quase exclusivamente encontradas nos oceanos e nas águas frias do 

hemisfério Norte, compreendendo mais de 12 espécies. Comercialmente, as algas 

marrons são conhecidas como “Kombu” e “Wakame”, sendo as mais consumidas no 

mundo inteiro e uma fonte alimentar nutritiva e tradicional, também são usadas em 

sistemas de medicina tradicional por tratar várias condições de saúde, incluindo 

doenças da tireoide por ser rica em iodo, elemento que ajuda no seu funcionamento. 

As algas verdes são encontradas principalmente em águas doces e apresentam altas 

concentrações de amido em sua composição. São comercialmente conhecidas como 

“Nori” e “alfaces do mar”, existindo mais de 17000 espécies catalogadas em todas as 

águas do mundo. Além de serem essenciais para o equilíbrio do ecossistema, 

apresentam benefícios para a saúde como a regulação do metabolismo, o aumento da 

imunidade, a melhoria da saúde do coração, entre outras. Apresentam um elevado teor 

de proteínas e fibra alimentar solúvel e geralmente são consumidas em saladas ou 
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cozidas em sopas, molhos, refogados de legumes, entre outras formas (MIYASHITA et 

al., 2013). 

Cada espécie de alga requer seu próprio método de cultivo e fatores como 

temperatura, nutrientes e cinesia da água são determinantes para seu 

desenvolvimento. Ao longo do seu crescimento, as algas estão sujeitas a diferentes 

tipos de contaminação por elementos potencialmente tóxicos à saúde humana, os 

quais podem ser absorvidos no ambiente marinho. Um desses elementos é o As, que 

normalmente está presente em baixas concentrações na água do mar (em 

concentrações de aproximadamente 10 µg L-1). No entanto, este elemento pode sofrer 

o processo de bioacumulação, onde os organismos aquáticos absorvem o As, 

principalmente o inorgânico, o qual pode sofrer o processo de biotransformação em 

espécies menos tóxicas, como as espécies orgânicas de As (MIYASHITA et al., 2013; 

MIRANDES et al., 2011).  

 

2.2 Arsênio 

2.2.1 Considerações gerais 

O As é um elemento considerado tóxico dependendo da sua concentração no 

ambiente. No entanto, é um elemento naturalmente presente na água, solo e rochas. 

Geralmente, o As está presente em concentrações traço (na ordem de µg L-1 ou µg kg-

1), mas as concentrações podem ser mais elevadas em áreas afetadas por atividades 

antropogênicas. Como exemplo, destacam-se o emprego de pesticidas e fertilizantes 

na agricultura ou até mesmo pela água de irrigação utilizada (BAIRD, 2002; STANLEY, 

2001).  

Embora os pesticidas a base de compostos de As tenham sido substituídos por 

outros compostos orgânicos, ainda é possível encontrar esse elemento como 

contaminante em algumas culturas. Entre os alimentos, os de origem marinha são 

responsáveis por cerca de 90% da exposição humana ao As. Ao entrar em contato com 

o corpo humano, o As pode afetar os sistemas neurológico, cardiovascular e 

respiratório, causando diversos problemas de saúde e com efeitos mutagênicos e 

carcinogênicos (SOUZA et al., 2015). Cabe ressaltar, que o As não é um elemento 

essencial para processos biológicos. Como não possui uma rota metabólica definida no 

organismo humano, o As inorgânico tende a ser acumulado nos tecidos, devido a sua 
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afinidade com proteínas e lipídios. Tem-se o conhecimento que o As é carcinógeno 

para seres humanos e sua inalação ou ingestão está associada a câncer de pulmão, 

pele e fígado (SOUZA et al., 2015; RENNER et. al., 2022). 

Nesse sentido, existem legislações e normativas quanto a quantidade limite de 

As em água e em diversos alimentos. Segundo a RDC nº 42 de 29 de agosto de 2013 

da Agência Nacional de Vigilância Sanitária, a qual estabelece os limites máximos para 

As, concentrações entre 100 e 500 µg L-1 são os valores máximos permitidos em 

bebidas como sucos e néctares de frutas, bebidas alcóolicas fermentadas e fermento-

destiladas. Alimentos como (castanhas, raízes e tubérculos, trigo, leite entre outros) 

possuem limites máximos de até 1 µg g-1, enquanto que para água potável o máximo 

permitido é de 10 µg L-1. Adicionalmente, também existem limites para alimentos 

específicos quanto à concentração máxima de As, como arroz e derivados (0,3 µg g-1), 

peixe (1 µg g-1), moluscos (1 µg g-1), cogumelos (0,3 µg g-1), legumes (0,1 µg g-1), entre 

outros. Cabe salientar, que os limites supracitados foram estabelecidos para a 

quantidade de As total, não havendo legislação para limites máximos de espécies de 

As em alimentos (MISTÉRIO DA SAÚDE, 2013). 

 

2.2.2 Espécies de arsênio 

A toxicidade do As está relacionada com a sua forma química, podendo ser 

encontrado de diversas formas dependendo do meio que estiver inserido. O As é 

considerado mais tóxico na forma do gás arsina (AsH3). Também se apresenta na 

forma inorgânica, com diferentes estados de oxidação (-3, 0, +3, +5), sendo os mais 

predominantes o ácido arsenoso (As(III)) em condições redutoras e o ácido arsênico 

(As(V)) em condições oxidantes, sendo que essas espécies são altamente tóxicas e 

pode ocorrer a interconversão entre as espécies dependendo das condições redox e 

pH. O As também pode ser encontrado na forma orgânica, sendo os principais 

compostos o ácido monometilarsênico (MMA), ácido dimetilarsônico (DMA), ácido p-

arsanílico (p-ASA), arsenobetaína (AsB), arsenocolina (AsC), óxido de trimetilarsina 

(TMAO), trimetilarsônio (TMAP), tetrametilarsônio (TETRA), arsenoaçúcares (AsSug), 

arsenolipídeos (AsLip) e o íon tetrametilarsônio (TMAs+), as quais são consideradas 

100 vezes menos tóxicas que as espécies inorgânicas de As. As espécies de As 

geralmente identificadas nas algas marinhas em maior concentração são os 
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arsenoaçúcares e as espécies inorgânicas As(III) e As(V), além das espécies orgânicas 

como o MMA, DMA, TMAO, TMAs+, AsB e AsC (REZENDE et al., 2014; SEVILLANO et 

al., 2014; TAYLOR et al., 2016; ATSDR, 2020; WHO, 2020). 

As espécies AsC, AsB e AsSug são relativamente menos tóxicas, porém alguns 

estudos sugerem que os AsSug devem ser considerados compostos potencialmente 

tóxicos por serem metabolizados por seres humanos e até agora não há resultados 

conclusivos sobre sua toxicidade (WANG et al., 2015; NARUKAWA et al., 2012). 

 

2.3 Técnicas analíticas empregadas para determinação de espécies de arsênio 

Estudos de especiação têm se tornado extremamente relevantes para diversas 

áreas de conhecimento, uma vez que somente a composição total traz informações 

limitadas a respeito de diversas características do elemento como toxicidade, 

mobilidade química, biodisponibilidade e bioacumulação.  

Existem dois tipos de estratégias para realizar a análise de especiação, os 

métodos não cromatográficos e os métodos cromatográficos. Nos métodos não 

cromatográficos, utiliza-se normalmente uma técnica de detecção/quantificação seletiva 

de um analito e etapas de redução ou oxidação adicionais permitem a determinação do 

teor total do elemento, sendo a concentração dos demais analitos determinada por 

diferença. Entre as técnicas de detecção empregadas destacam-se a espectrometria 

de fluorescência atômica (AFS), a espectrometria de absorção atômica (AAS) e as 

técnicas voltamétricas (MAHER et al., 2015). Como desvantagem, alguns métodos não 

cromatográficos não permitem a determinação de espécies orgânicas, apenas as 

inorgânicas.  

Os métodos cromatográficos são os mais empregados em análise de 

especiação, os quais compreendem uma etapa de separação combinada com uma 

etapa de detecção/quantificação (YU et al., 2019). Aspectos estruturais como carga, 

polaridade e propriedades físico-químicas como a pressão de vapor das espécies são 

fatores determinantes para a escolha da técnica de separação (HANTAO et al., 2016). 

As técnicas de separação comumente empregadas são as técnicas cromatográficas, as 

quais podem ser acopladas com outra técnica de detecção como a ICP-MS, gerando 

uma técnica hifenada. Como exemplo, destacam-se a cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (GC-ICP-MS) (ANTES 
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et al., 2011), a cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (GC-MS) 

(DUARTE et al., 2013) e a eletroforese capilar acoplada à espectrometria de massa 

com plasma indutivamente acoplado (CE-ICP-MS) (YANG et al., 2009). Porém, o 

acoplamento mais empregado é a LC-ICP-MS (DA ROSA et al., 2019). A seguir, serão 

discutidas as principais características e fundamentos dessa técnica, além das suas 

vantagens e desvantagens. 

 

2.3.1 Cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa com plasma 

indutivamente acoplado (LC-ICP-MS) 

 A análise de especiação exige técnicas com elevada sensibilidade e boa 

seletividade, já que a separação de As é influenciada por parâmetros como a natureza 

da fase estacionária (coluna), temperatura da coluna, injetor, detector, volume de 

injeção, etc. Existem diversas técnicas que permitem a determinação elementar em 

baixas concentrações, porém de forma não seletiva para espécies. No entanto, a 

utilização de técnicas hifenadas, onde a instrumentação permite o acoplamento de uma 

técnica de separação a um instrumento de detecção (como a LC-ICP-MS), é capaz de 

fornecer separações cromatográficas com boa resolução e, consequentemente, a 

detecção e determinação seletiva de diferentes espécies químicas, incluindo as 

espécies orgânicas (YU et al., 2020).  

A técnica de LC permite a separação de um grande número de elementos e 

espécies, permitindo uma variedade de colunas e fases móveis, possibilitando assim, o 

seu emprego na separação de espécies de As não voláteis. Para isso, é possível 

utilizar materiais de baixa polaridade e com elevada área superficial como fase 

estacionária e soluções mais polares, como fase móvel. As colunas mais utilizadas são 

as de troca iônica, sendo colunas de troca aniônica como a PRP-X100 e de troca 

aniônica como a PRP-X200 e as de sílica recobertas com grupos C8 ou C18, o material 

da coluna de troca aniônica normalmente é composto por poli(estireno-divinilbenzeno) 

(PS-DVB) com grupos funcionais trimetilamônio, enquanto que o material das colunas 

de troca catiônica é composto por PS-DVB com grupos funcionais ácido sulfônico (YU 

et al., 2020; JANDERA et al., 2015). 

 As fases móveis são empregadas conforme o analíto em estudo, para favorecer 

a separação eficiênte das espécies em estudo, durante a análise é importante otimizar 
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a concentração e o pH da fase, pois isso influência diretamente nos cromatogramas 

obtidos, consequentemente na separação das espécies. As fases móveis mais usuais 

em trabalhos de especiação são soluções preparadas em meio aquoso dos sais de 

dihidrogenofosfato de amônio ((NH4)H2PO4), hidrogenofosfato de amônio ((NH4)HPO4), 

carbonato de amônio (NH4CO3), enquanto que o ácido fosfórico, ácido malônico, 

metanol e piridina são diluídos em água ou ainda podem ser empregadas misturas 

como metanol:água, entre outras (LAI et al., 2013; JANDERA et al., 2015).  

A LC-ICP-MS é empregada para a separação e quantificação de espécies de As 

em diferentes matrizes, desde água até organismos marinhos. Como vantagens, além 

do acoplamento simples entre a técnica de separação e detecção, podem ser citados 

os baixos limites de quantificação (LOQ) (da ordem de ng g-1), instrumentação 

comercialmente disponível e amplamente aplicada para esse tipo de análise, tempos 

de separação cromatográfica geralmente inferiores a 20 min, possibilidade de eluição 

isocrática, entre outras. Em contrapartida, como desvantagens podem ser citados o 

custo do gás Argônio que é empregado para a manutenção do plasma durante a 

análise e a dificuldade de identificar espécies desconhecidas, uma vez que são 

necessárias soluções de referência para conhecer o tempo de retenção (tR) das 

espécies. Como exemplo, podem ser citadas espécies como AsSug e AsLip para as 

quais existe uma dificuldade em encontrar soluções de referência disponíveis 

comercialmente. Adicionalmente, o sistema LC-ICP-MS não permite a identificação de 

espécies desconhecidas, as quais podem ser identificadas em espectrômetros de 

massa de alta resolução com ionização por electrospray (ESI) (CORNELLES et al., 

2003; POPP et al., 2010). Outra etapa importante em análise de especiação é o 

preparo de amostras, pois os analitos devem ser extraídos seletivamente das amostras.                    

 

2.4 Métodos de extração de espécies de arsênio 

Na Tabela 1, estão apresentados os trabalhos que foram encontrados na 

literatura sobre análise de especiação de As em alimentos nos últimos 15 anos.
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Tabela 1. Trabalhos sobre análise de especiação de As em alimentos, reportados na literatura. 

Amostra Espécies de arsênio 
Preparo de 

amostra 
Técnica de 

separação/detecção 
Limites de detecção Referência 

Algas marinhas 
comestíveis 

DMA, AsB, TeMAs, 
TMAsSugOH, TMAsSugPO4, 
TMAsSugSO4, TMAsSugSO3, 
DMASugarSO4, 
DMASugarGlycol, 
DMAsSugarAdenina, 
DMAsSugarAmino Sulfonato, 
DMAsSugOH e 
DMAsSugarCarboxil 

Extração a 
temperatura 
ambiente 

LC-ICP-MS 

(valores em μg g-1) 

TeMAs: 0,001 

AsB: 0,002 

TMAsSugOH: 0,001 

TMAsSugPO4: 0,001 

TMAsSugSO4: 0,001 

TMAsSugSO3: 0,001 

DMAsSugarAdenina: 0,001 

DMAsSugarAmino Sulfonato: 

0,005 

DMAsSugOH: 0,003 

DMA: 0,001 

NISCHWITZ & 
PERGANTIS, 
2006 

Algas marinhas 
comestíveis 

As(III), As(V), MMA, DMA e 
AsB 

Extração com 
auxílio de 
aquecimento em 
banho-maria 

LC-ICP-MS 

(valores em ng g-1) 

As(III): 0,5 

As(V): 0,7 

MMA: 0,4 

DMA: 0,4 

AsB: 0,3 

NAKAMURA et 
al., 2008 
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Algas marinhas 
comestíveis 

As(III), As(V), MMA, DMA e 
AsB 

Extração 
enzimática 
assistida por 
micro-ondas 

LC-ICP-MS 

(valores em ng g-1) 

As(III): 0,5 

As(V): 0,7 

MMA: 0,4 

DMA: 0,4 

AsB: 0,3 

MAR et al., 
2009 

Algas marinhas 
comestíveis 

As(III), As(V), MMA, DMA, AsB, 
AsC, TMAsO, AsSugSO4, 
AsSugPO4 e AsSugSO3 

Extração a 
temperatura 
ambiente 

LC-ICP-MS 0,007 µg g-1 
MIRANDES et 
al., 2011 

Algas marinhas 
comestíveis 

As(III), As(V), MMA, DMA, 
AsSugOH, AsSugPO4 e 
AsSugSO3 

UAE LC-ICP-MS Não informado 
SARTAL et al., 
2012 

Algas marinhas 
comestíveis 

As(III), As(V), MMA, DMA, AsB, 
TETRA, TMAsO, AsSugPO4 e 
AsSugSO3 

MAE LC-UV-HG AFS 

(valores em µg g−1) 

As(III): 0,045 

As(V): 0,044 

MMA: 0,027 

DMA: 0,007 

AsB: 0,033 

TETRA: 0,067 

TMAO: 0,064 

AsSugPO4: 0,048 

AsSugSO3: 0,063 

GARCÍA-
SALGADO et 
al., 2012 
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Algas marinhas 
comestíveis 

As(III), As(V), MMA, DMA, 
AsSugOH, AsSugPO4, 
AsSugSO4 e AsSugSO3 

UAE LC-ICP-MS 0,3 ng g-1 
TAYLOR & 
JACKSON, 
2016 

Tecidos de três 
estágios de crescimento 
de macroalgas 

As(III), As(V), MMA, DMA, AsB, 
AsC e TETRA 

MAE LC-ICP-MS Não informado 
FOSTER et al., 
2008 

Macroalgas, crustáceos 
e peixe 

As(III), As(V), MMA, DMA, 
TMAsO, AsB, AsC, TeMAs, 
AsSugOH e AsSugPO4 

UAE LC-ICP-MS 0,25 a 0,49 µg L-1 
MIYASHITA et 
al., 2009 

Peixe 

As(III), As(V), MMA, DMA, AsB, 
AsC, TMAP, TETRA, TMAO, 
AsSugOH, AsSugPO4, 
AsSugSO4 e AsSugSO3 

Extração sob 
agitação a 
temperatura 
ambiente 

LC-ICP-MS Não informado 
SOEROES et 
al., 2005 

Peixe 
As(III), As(V), MMA, DMA, AsB, 
AsC, TMAO e TETRA 

MAE LC-ICP-MS 0,002 µg g-1 
SLOTH et al., 
2005 

Peixe As(III), As(V), MMA e DMA MAE FI-HG–ET AAS 

(valores em µg g-1) 

As(III): 0,0035 

As(V): 0,0051 

DMA: 0,0046 

SERAFIMOVS
KI et al., 2006 
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Peixe 
As(III), As(V), MMA, DMA e 
AsB 

Extração com 
Sistema de 
Soxhlet 

LC-ICP-MS 

(valores em µg g-1) 

As(III): 0,01 

As(V): 0,02 

MMA: 0,01 

DMA: 0,02 

AB: 0,02 

LIN et al., 2008 

Peixe 
As (III), As (V), DMA, MMA e 
AsB 

Agitação em 
vortex + UAE 

HPLC-ICP-MS 

(valores em µg g-1) 

As (III): 0,01 

As (V): 0,01 

MMA: 0,08 

DMA: 0,02 

AsB: 0,004 

ROSEMOND 
et al., 2008 

Comida para bebe à 
base de peixe 

As(III), As(V), MMA, DMA e 
AsB 

UAE ET AAS 

(valores em ng g-1) 

iAs: 50 

DMA e MMA: 25 

AsB: 15 

LÓPEZ-
GARCIA et al., 
2011 

Peixe e frutos do mar 
As(III), As(V), MMA, DMA, AsB, 
AsC e TeMA 

MAE LC-HG-AFS 0,005 µg g-1 
BAEYENS et 
al., 2009 

Peixe e frutos do mar 
As(III), As(V), MMA, DMA e 
AsB 

MAE LC-ICP-MS 0,001 ng g-1 
RUTTENS et 
al., 2012 
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Peixes e frutos do mar 
As(III), As(V), MMA, DMA, AsB 
e AsC 

MSPD LC-ICP-MS 

(valores em ng g-1) 

As(III): 6,4 

As(V): 23,3 

MMA: 17,4 

DMA: 13,5 

AsB: 12,9 

AsC: 9,7 

MOREDA-
PINEIRO et al., 
2012 

Peixe, folhas de 
mangue, folhas 
marinhas e algas 

As(III), As(V), MMA, DMA, AsB, 
TETRA, AsSugPO4 e 
AsSugSO3 

MAE LC-ICP-MS 0,005 µg g-1 
FOSTER et al., 
2007 

Peixe, camarão e ostra 
As(III), As(V), MMA, DMA, AsB, 
AsC, TMAO e TeA 

MAE LC-ICP-MS 

(valores em µg L-1) 

As(III): 0,04  

As(V): 0,04  

MMA: 0,04 

DMA: 0,03  

AsB: 0,02 

AC: 0,05;  

TMAO: 0,04  

TeA: 0,1 

HIRATA et al., 
2006 
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Camarão 
As(III), As(V), MMA, DMA e p-
As 

MAE CZE-UV 

(valores em mg L– 1) 

As(III): 0,3 

As(V): 0,06 

MMA: 0,15 

DMA: 0,12 

p-As: 0,004 

YANG et al., 
2009a 

Ostras 
As(III), As(V), MMA, DMA e 
AsB 

Extração sob 
agitação com 
auxílio de 
aquecimento em 
banho-maria 

HG-PCFT-AAS 

(valores em µg g-1) 

iAs: 0,002 

MMA: 0,0015 

DMA: 0,0017 

AsB: 0,024 

HSIUNG et al., 
2006 

Mexilhões e algas 
mediterrâneas 

As(III), As(V), MMA, DMA e 
MMA 

MAE FI-HG-ET AAS 0,02 mg kg-1 
KARADJOVA 
et al., 2007 

Mexilhões As(III) e As(V) MAE LC-ICP-MS 0,002 µg g-1 
SLOTH et al., 
2008 
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Frutos do mar 

As(III), As(V), MMA, DMA, AsB, 
AsC, TMAO, TETRA, 
AsSugOH, AsSugPO4, 
AsSugSO4 e AsSugSO3 

Extração sob 
agitação a 
Temperatura 
ambiente 

LC-(PO)-HG-AFS 

(valores em ng g-1)  

As(III): 50 

As(V): 55  

MMA: 44  

DMA: 80 

AsB: 275 

AsC: 220 

TETRA: 385 

TMAO: 1210 

AsSugOH: 250 

AsSugPO4: 330  

AsSugSO4: 825  

AsSugSO3: 1650  

SCHAERFFER 
et al., 2005 

Frutos do mar 
As(III), As(V), MMA, DMA, AsB, 
AsC, TeMA e TMAO 

MAE LC/ESI-MS 

(valores em µg L-1) 

iAs: 200 

MMA: 200 

DMA: 15 

AsB: 3  

AsC: 1,5  

TeMA: 1,5 

TMAO: 1,5 

NINH et al., 
2006 
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Frutos do mar 
As(III), As(V), MMA, DMA, AsB 
e AsC 

MSPD LC-ICP-MS 

(valores em µg g-1) 

As(III): 0,0004 

As(V): 0,023 

MMA: 0,017 

DMA: 0,013 

AsB: 0,013 

AsC: 0,0097 

MOREDA-
PIÑERO et al., 
2008 

Frutos do mar 
As(III), As(V), MMA, DMA, AsC 
e AsB 

UAE LC-ICP-MS Não informado 
CAO et al., 
2009 

Frutos do mar As(III), As(V), MMA e DMA MAE CE-ICP-MS 

(valores em ng g-1) 

As(III): 1.0 

As(V): 1.0 

MMA: 1.9 

DMA; 1.8 

YANG et al., 
2009b 
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Frutos do mar 
As(III), As(V), MMA, DMA, AsB, 
TETRA e TMAsO 

UAE e MAE LC-ICP-MS 

(valores em ng g−1) 

As(III): 5,2 

As(V): 4,1 

MMA: 4,1 

DMA: 4,6 

AsB: 5,9 

TETRA: 3,5 

TMAO: 1,0 

ACUNA et al., 
2013 

Frutos do mar 

As(III), As(V), AsB, AsC, DMA, 
DMAA, DMAE, DMAP, TMA, 
TMAO e TMAP 

 

MAE LC-ICP-MS 

(valores em ng g-1) 

As(III): 0,8 

As(V): 1,3 

AsB: 0,5 

AsC: 0,5 

DMA: 0,8 

DMAA: 0,6 

DMAE: 0,6 

DMAP: 0,7 

TMA: 0,5 

TMAO: 0,7 

TMAP: 0,5 

WOLLE et al., 
2018 
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Arroz As(III), As(V) e DMA 

Extração com 
auxílio de 
aquecimento em 
bloco digestor 

LC-ICP-MS 0,012 µg g-1 
WILLIANS et 
al., 2005 

Arroz 
As(III), As(V), MMA, DMA e 
AsB 

UAE LC-ICP-MS 

(valores em ng L-1) 

As(III): 19,6 

As(V): 19,4 

MMA: 14,3 

DMA: 12,7 

AsB: 13,6 

SANZ et al., 
2007 

Arroz 
As(III), As(V), MMA, DMA, 
TMAO e AsB 

Extração sob 
aquecimento 

LC-ICP-MS 0,0024 µg g-1 
NAGAOKA et 
al., 2008 

Arroz As(III), As(V), MMA e DMA MAE LC-ICP-MS Não informado 
MEHARG et 
al., 2008 

Arroz As(III) e As(V) 
Extração com 
agitação em 
vórtex 

FI-HG-AAS 0,013 µg g-1 
ESCRIBANO 
et al., 2008 

Arroz As(III), As(V), MMA e DMA MAE LC-ICP-MS Não informado 
ZHU et al., 
2008 

Arroz As(III), As(V), MMA e DMA 
Extração 
aplicando 
aquecimento 

LC-ICP-MS 0,007 mg kg-1 
GARCIA et al., 
2011 
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Arroz As (III), As (V), MMA e DMA MAE IC-ICP-MS 

(valores em µg L-1) 

As(III): 0,09 

As(V): 0,04 

MMA: 0,04 

DMA: 0,06 

NARUKAWA et 
al., 2018 

Arroz As(III), As(V), MMA e DMA 
Extração sob 
agitação 

LC-ICP-MS 1,3 ng g-1 
CHEN et al., 
2014 

Arroz As(III) e As(V) 

Microextração 
líquido-líquido 
dispersiva com 
solidificação da 
gota orgânica 
flutuante (DLLME-
SFO) 

ET AAS 
0,2 ng g-1 

 

JOUIBARI et 
al., 2015 

Arroz As(III), As(V), MMA e DMA 
Extração em 
ponto de nuvem 
(CPE) 

ET AAS 
0,009 µg L-1 

 

COSTA et al., 
2015 

Arroz As(III), As(V), MMA e DMA 

Extração com 
auxílio de 
aquecimento em 
banho-maria 

LC-ICP-MS 0,02 ng g-1 
CHOI et al., 
2016 

Arroz, alimentos 
derivados de arroz, 
suco de maçã e outras 
frutas 

As(III), As(V), MMA, DMA, AsB 
e AsC 

Extração sob 
agitação 

IC-ICP-MS 

As(V): 72 ng kg-1 

As demais espécies: 

2 a 4 ng kg-1 

ELLINGSON et 
al., 2014 
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Arroz e frutos do mar As(III), As(V), MMA e DMA UAE IC-ICP-MS 0,007 µg g-1 
DUFAILLY et 
al., 2011 

Arroz, vegetais e 
legumes 

As(III), As(V) e DMA 

Extração com 
auxílio de 
aquecimento em 
bloco digestor 

LC-ICP-MS 

(valores em µg g-1) 

iAs: 0,027 

DMA: 0,033 

WILLIAMS et 
al., 2006 

Arroz e farinha de trigo As(III), As(V), MMA e DMA MAE IC-ICP-MS 

(valores em ng L-1) 

0,006 

0,009 

TSAI et al., 
2011 

Arroz, trigo, massas, 
pão e cereais matinais 

As(III), As(V), MMA e DMA MAE LC-ICP-MS 

(valores em µg g-1) 

As(III): 0,002 

As(V): 0,004 

MMA: 0,002 

DMA: 0,002 

RUTTENS et 
al., 2018  

Arroz e cereais infantis As(III), As(V), MMA e DMA MAE LC-ICP-MS 3 ng g-1 
MIRANDES et 
al., 2012 

Arroz, trigo e peixe As(III), As(V), MMA e DMA MAE LC-ICP-MS 1 ng g-1 
RABER et al., 
2012 

Farinha de arroz 
As(III), As(V), MMA, DMA e 
AsB 

Extração 
acelerada por 
solvente 

LC-ICP-MS Não informado 
NAM et al., 
2006 
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Farinha de arroz 
As(III), As(V), MMA, DMA, 
TMAO e TeMA 

Agitação, UAE, 
acelerado por 
solvente e MAE 

LC-ICP-MS 0,1 ng g−1 
NARUKAWA et 
al., 2008 

Farinha de arroz As(III), As(V) e DMA 
Extração com 
aquecimento e 
MAE 

LC-ICP-MS 

(valores em ng g-1) 

As(III): 0,01 

As(V): 0,01 

DMA: 0,03 

NARUKAWA et 
al., 2014 

Cereais As(III), As(V), MMA e DMA UAE LC-HG-AFS 

(valores em ng g-1) 

As(III): 1,3 

As(V): 0,9 

MMA: 0,6 

REYES et al., 
2007 

Cereais de arroz 
infantis 

As(III), As(V), MMA e DMA 
Extração sob 
agitação 

LC-ICP-MS 

(valores em ng g-1) 

As(III): 1,68 

As(V): 1,74 

MMA: 1,18 

DMA: 0,87 

JUSKELIS et 
al., 2013 

Alimentos à base de 
cereais 

As(III), As(V), MMA e DMA MAE IC-ICP-MS 

(valores em μg kg-1) 

iAs: 0,4 

MMA: 0,3 

DMA: 0,3 

MIRANDES et 
al., 2014 
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Trigo e produtos à base 
de trigo 

As(III), As(V), MMA e DMA UAE e MAE LC-ICP-MS 

(valores em ng g-1) 

0,17 

0,54 

AMATO et al., 
2011 

Levedura, pão ralado, 
massas, torradas, bolos 
e cerveja (todos sem 
glúten) 

As(III) e As(V) 

 

Extração com 
auxílio de 
aquecimento 

LC-HG-AFS Não informado 
PICAZO et al., 
2014 

Frango 
As(III), As(V), MMA, DMA e 
AsB 

MAE e UAE LC-(CV)-HG-AFS Não informado 
RODAS et al., 
2006 

Frango, ovos de 
galinha, peixes, carne 
bovina e frutos do mar 

As(III), As(V), MMA, DMA e 
AsB 

UAE LC-ICP-MS 

(valores em ng g-1) 

As(III): 0,9 

As(V): 0,8 

MMA: 0,7 

DMA: 0,6 

AsB: 1,3 

BATISTA et al., 
2012 

Fígado de porco e 
frango 

p-As 

“roxarsone” (ROX) 

“nitarsone” (NIT) 

UAE LC-UV HG AFS 

(valores em mg mL−1) 

p-As: 0,00024 

ROX: 0,00041 

NIT:0,00074 

CUI et al., 2012 
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Óleo comestível 
As(III), As(V), MMA, DMA, AsB 
e AsC 

Extração com 
agitação em 
vortex 

IC-ICP-MS 

(valores em µg L−1) 

As(III): 0,024 

As(V): 0,013 

MMA: 0,01 

DMA: 0,008 

AB: 0,01 

AC: 0,015 

CHU et al., 
2011 

Cogumelo As(III), As(V), DMA e AsB Vortéx + UAE LC-ICP-MS 0,07 mg kg-1 
NEARING et 
al., 2014 
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Existe uma variedade de métodos de preparo de amostras empregados para a 

extração de espécies de As em diferentes amostras de alimentos, desde estratégias 

que fazem a extração a temperatura ambiente com ou sem agitação até estratégias 

que utilizam auxílio de aquecimento. DEVESA et al. (2005) empregaram extração 

sólido-líquido a temperatura ambiente com uma mistura metanol:água 1:1 para a 

extração de As(III), As(V), MMA, DMA, AsB, AsC e TeMAs+ em amostras de frutos do 

mar com determinação por LC-AFS. ACKERMAN et al. (2005) investigaram a extração 

com auxílio de aquecimento em forno a 100 ºC por 6 h e ácido triflúoroacético (TFA) 

para a extração de As(III), As(V), MMA e DMA em amostras de arroz com 

determinação por IC-ICP-MS. Outros autores, têm empregado outras formas de 

aquecimento como a extração enzimática (com enzima pepsina) com auxílio de 

aquecimento em banho-maria a 37 ºC por 2 h para As(III), As(V), MMA, DMA e AsB em 

amostras de alga Hijiki com determinação por LC-ICP-MS (NAKAMURA et al., 2008). 

No entanto, os métodos de preparo de amostras que têm demonstrado maior aplicação 

para a extração de espécies de As em amostras de algas são a extração assistida por 

ultrassom (UAE) e a extração assistida por micro-ondas (MAE). SARTAL et al. (2012) 

realizaram a extração de As(III), As(V), MMA, DMA, AsSugOH, AsSugPO4 e AsSugSO3 

em amostras de algas comestíveis Kombu, Wakame, Nori e alface do mar utilizando a 

UAE através da extração em banho ultrassônico por 1 h para a posterior determinação 

por LC-ICP-MS. FOSTER et al. (2007) empregaram a MAE para a extração de As(III), 

As(V), MMA, DMA, AsB, TETRA, AsSugPO4 e AsSugSO3 em amostras biológicas e 

algas marinhas utilizando HNO3 2% (v/v) como solução extratora a 95 ºC (em forno 

micro-ondas) por 6 min, com posterior determinação das espécies por LC-ICP-MS. 

Dentre as possibilidades de preparo de amostras reportadas na literatura para 

extração de espécies de As, a maioria utiliza solventes orgânicos tóxicos como metanol 

ou ácidos corrosivos como THF, HNO3, H3PO4, entre outros. Além disso, embora 

algumas formas simples de aquecimento sejam utilizadas como aquecimento em 

banho-maria ou em bloco digestor, a maioria das aplicações baseiam-se no uso da 

UAE e da MAE, demandando, principalmente no caso da MAE, instrumentos de alto 

custo como fornos micro-ondas. Portanto, a dispersão da matriz em fase sólida (MSPD) 

tem sido recentemente investigada para extração de espécies de As, um método 

simples, verde e de baixo custo. 
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2.5 Dispersão da matriz em fase sólida (MSPD) 

2.5.1 Princípios básicos 

A MSPD foi proposta pela primeira vez por Barker et al. (1989), surgindo como 

alternativa à extração em fase sólida (SPE), sendo o método baseado na mistura de 

amostras viscosas, semissólidas ou sólidas juntamente com um suporte sólido com 

características abrasivas, como por exemplo, a sílica ou o seu derivado funcionalizado 

com grupos ocatadecilsilanos (C18) na sua superfície (BARKER et al., 1989).  

No método, este suporte juntamente com a amostra, são macerados em um 

almofariz (de porcelana, vidro ou ágata) e a característica abrasiva do suporte sólido 

juntamente com a força mecânica da maceração têm a função de promover o 

rompimento da estrutura física original da amostra, resultando em partículas com 

menor granulometria (BARKER et al., 1989). Nesse processo, é diminuída a interação 

entre o analito e os demais constituintes da amostra, os quais são dispersos e 

dissolvidos sobre a superfície do suporte sólido, formando uma nova fase (BARKER et 

al., 1989; CALDAS et al., 2013). 

Posteriormente, após a maceração, essa mistura é transferida e empacotada em 

uma coluna vazia, na qual é colocada uma frita (filtro de polietileno) antes e após o 

empacotamento, sendo que as colunas mais empregadas são seringas vazias ou 

cartuchos empregados na SPE. Em seguida, a mistura é eluída com um solvente 

adequado. Durante a eluição, os analitos podem ficar retidos no cartucho, enquanto os 

demais constituintes são eluídos em uma etapa de lavagem, sendo os analitos 

posteriormente eluídos com um solvente adequado. Além disso, os componentes da 

matriz também podem ser retidos seletivamente no cartucho, sendo os analitos eluídos 

diretamente (BARKER et al., 1989; CALDAS et al., 2013). A última etapa, consiste na 

eluição dos analitos sob vácuo (alternativamente o solvente é evaporado para 

concentrar os analitos) (WIANOWSKA e GIL, 2019). 

A seletividade da MSPD está diretamente relacionada com a combinação entre o 

suporte sólido e o solvente empregado. Comumente, são utilizados materiais clássicos 

de fase reversa como C18 e C8, assim como suportes sólidos de fase normal como 

alumina, florisil e sílica. Recentemente, materiais alternativos têm sido reportados na 

literatura, também chamados de “suportes sólidos verdes”. Além disso, existem 

estudos que mostram a possibilidade do reaproveitamento do C18 de cartuchos de 
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SPE, os quais após o uso, passam por uma lavagem com solventes de diferentes 

polaridades, sendo secos em estufa e, posteriormente, reaproveitados com a mesma 

eficiência (SU et al., 2011; CASADO et al., 2013). Na Figura 1, estão representadas as 

etapas envolvidas na MSPD original. 

 

Figura 1 - Esquema da MSPD original. 

 

Fonte: Adaptado de Barker et al. (1989). 

 

A MSPD original possui algumas limitações que podem comprometer a eficiência 

do método, por se tratar de um processo manual, na etapa de empacotamento do 

cartucho podem ocorrer problemas associados à formação de caminhos preferenciais 

na mistura que compõe o recheio, o que pode afetar a precisão do método. Sendo 

assim, a MSPD vem sofrendo algumas modificações ao longo dos anos afim de tornar 

o método mais simples e rápido, buscando minimizar variações que ocorrem entre as 

repetições das extrações, eluir preferencialmente os analitos em detrimento dos 

interferentes presentes na matriz e diminuir o número de etapas envolvidas (SU et al., 

2011; CASADO et al., 2013). 

 

2.5.2 Modificações da MSPD 

As modificações na MSPD em relação ao seu procedimento original, têm o 

objetivo de atender os princípios da Química Analítica Verde (GAC), visando reduzir 

custos, tempo e reagentes. Sendo assim, estudos recentes têm investigado o emprego 

de suportes sólidos alternativos, sendo eles naturais ou sintéticos, reduzindo os custos 
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no desenvolvimento e as quantidades de resíduos gerados. Assim, tendo como 

referência as propriedades dos analitos e a complexidade das amostras em estudo 

vários suportes sólidos têm sido utilizados, desde materiais comerciais, como C18 e 

C8, alumina, florisil e sílica (CAPRIOTTI et al., 2010), até suportes sólidos verdes como 

areia, quitosana, quitina e concha de mexilhão (CALDAS et al., 2013; ROMBALDI et al., 

2015; HERTZOG et al., 2015; VIEIRA et al., 2018; MALINOWSKI et al., 2022). 

 Nesse sentido, o trabalho desenvolvido por Sebastià et al. (2010), propôs 

substituir a etapa de transferência e empacotamento da mistura nos cartuchos de SPE 

pela transferência direta para tubos de vidro de fundo cônico, seguido de agitação e 

centrifugação. Posteriormente, no estudo de Caldas et al. (2013), os autores 

empregaram esta modificação e utilizaram a nomenclatura dispersão da matriz em fase 

sólida assistida por vórtex (VA-MSPD), onde a amostra passa pela etapa de 

maceração juntamente com o suporte sólido, sendo empregado neste trabalho o C18, 

da mesma forma que na MSPD original. Em seguida, a mistura foi colocada em tubos 

de polipropileno de 50 mL, seguido da adição do solvente de eluição. Posteriormente, a 

mistura foi submetida a uma agitação em vórtex, seguido de centrifugação. A etapa da 

agitação em vórtex foi adicionada com o objetivo de propiciar a extração quantitativa de 

resíduos de pesticidas a partir de fígado de peixe e hepatopâncreas de siri com 

determinação por cromatografia a gás acoplada a espectrometria de massa (GC-MS). 

A modificação permite a extração de diversos compostos a partir de matrizes 

complexas em um menor tempo de extração e melhora a eficiência de extração, devido 

o aumento do tempo de contato da amostra com o solvente, a redução do consumo de 

solvente e a eliminação de uma etapa (TU e CHEN, 2018). Na Figura 2, estão 

representadas as etapas envolvidas na MSPD modificada. 

 

Figura 2 - Esquema com as etapas da VA-MSPD. 

 

Fonte: Adaptado de CALDAS et al. (2013). 
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2.5.3 Aplicações da MSPD 

Existem muitos trabalhos na literatura que empregam a MSPD como método de 

extração para compostos orgânicos em diversas amostras. Como exemplo, destacam-

se a determinação de agrotóxicos (MOURA et al,. 2021), produtos de higiene e cuidado 

pessoal (PPCPs) (CALDAS et al., 2014), entre outros. Na Figura 3, estão apresentados 

os trabalhados que empregaram a MSPD como método de preparo de amostras nos 

últimos 17 anos, extraídos da plataforma Web of Science. 

 

Figura 3 - Publicações extraídas da plataforma Web of Science contendo as palavras-

chave “MSPD” e “Matrix solid-phase dispersion”, nos últimos 17 anos. 

 

 

De 2005 até o presente momento, foram encontrados na plataforma Web of 

Science aproximadamente 600 trabalhos contendo as palavras-chave “MSPD” e “Matrix 

solid-phase dispersion”. No entanto, poucos trabalhos têm investigado a MSPD como 

método de preparo de amostras para a determinação elementar ou análise de 

especiação. O primeiro trabalho que empregou a MSPD (na forma original) para extração 

de espécies de As, foi desenvolvido por MOREDA-PIÑEIRO et al. (2008), onde os 

autores propuseram a extração das espécies As(III), As(V), MMA, DMA, AsB e 
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AsC em amostras de frutos do mar com determinação por LC-ICP-MS. A extração 

consistiu na pesagem de 0,25 g de amostra e mistura/maceração com 1,75 g de terra 

diatomácea por 5 min em um almofariz de vidro. Esta mistura foi transferida para uma 

seringa de 20 mL contendo 2,0 g de C18. As espécies de As foram eluídas 

empregando seringas de 10 mL por gravidade e uma mistura contendo metanol:água 

ultrapura (1:1) como solvente extrator. MOREDA-PIÑEIRO et al. (2012) também 

utilizaram este método para extrair as mesmas espécies de As em amostras de peixes 

e amêijoas, empregando a mesma técnica de determinação.  

DUARTE et al. (2013), empregaram a MSPD (modificada através do uso de 

vórtex), para a extração de espécies de mercúrio (CH3Hg+ e Hg2+) em tecidos de peixe, 

utilizando SiO2 como suporte sólido, solução contendo HCl diluído e NaCl e 

determinação por GC-MS. CHEN et al. (2017) propuseram a aplicação de nanotubos 

de carbono como suporte sólido para a extração das espécies de Hg em amostras de 

órgãos de peixes. No trabalho de MALINOWSKI et al. (2022), foi empregada a MSPD 

com a modificação contendo a agitação em vórtex para a determinação de halogênios 

(Cl, F, Br e I) em amostras de algas comestíveis Nori, Hijiki, Wakame e Kombu através 

da técnica de cromatografia de íons (IC). Neste estudo, a areia do mar foi empregada 

como suporte sólido e uma solução de (NH4)2CO3 diluída foi empregada como solução 

extratora. CAO et al. (2016) empregaram a MSPD como uma proposta miniaturizada 

para a microextração de iodo inorgânico e aminoácidos a base de iodo em amostras de 

algas marinhas. A determinação foi realizada por cromatografia a líquido de ultra alta 

eficiência acoplada ao detector por ultravioleta (UHPLC-UV). 

Diante do exposto, embora apresente diversas vantagens, poucos trabalhos têm 

sido encontrados na literatura visando a determinação elementar ou especiação 

química aplicando a MSPD e, até o momento, não tem sido encontrado nenhum 

trabalho que aplicou a MSPD para extração de espécies de As em amostras de algas 

comestíveis.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Instrumentação 

A determinação da concentração de As total foi feita em um espectrômetro de 

massa com plasma indutivamente acoplado, modelo NexION 3000 (PerkinElmer, 

USA). A análise de especiação de As foi feitas em um equipamento de ICP-MS, 

modelo ELAN DRC II (PerkinElmer, EUA). Ambos equipados contém um nebulizador 

concêntrico (Meinhardt Associates, USA), uma câmara de nebulização ciclônica 

(Glass Expansion, Inc., Austrália) e uma tocha com tubo injetor de quartzo com 2 

mm de diâmetro interno (PerkinElmer). Na Tabela 2, estão apresentados os 

parâmetros instrumentais utilizados nos dois instrumentos para as determinações de 

As total. 

 

Tabela 2 - Parâmetros instrumentais utilizados nas determinações por ICP-MS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

As determinações de As total foram realizadas nas amostras digeridas e nos 

extratos da MSPD com o objetivo de determinar a eficiência de extração das 

espécies. Para a digestão das amostras, foi utilizado um forno micro-ondas (modelo 

MARSXpress, CEM, USA) equipado com frascos de PTFE. Para os estudos 

envolvendo análise de especiação, a separação das espécies foi feita em um 

Parâmetro 
ICP-MS 

NexION 3000 ELAN DRC II 

Potência de radiofrequência (W) 1300 1300 

Vazão do gás principal (L min-1) 18 15 

Vazão do gás auxiliar (L min-1) 1,2 1,2 

Vazão do gás de nebulização (L min-1) 1,18 1,18 

Isótopo (m/z) 75As 75As 

Sampler e Skimmer Pt Pt 

Modo de operação 
Standard 

(Sem DRC) 
Standard 

(Sem DRC) 



33 

 

 

 

sistema cromatográfico (acoplado ao ICP-MS), composto por uma bomba 

quaternária para cromatografia líquida (modelo Series 200 LC Pump, PerkinElmer) e 

um degaseificador a vácuo (modelo Flexar LC Pump, PerkinElmer, USA). Para a 

separação das espécies foi utilizada uma coluna de troca aniônica (modelo PRP-

X100, Hamilton) (250 x 4,1 mm d.i., 10 μm de diâmetro de partícula). O material da 

coluna de troca aniônica é composto por poli(estireno-divinilbenzeno) (PS-DVB) com 

grupos funcionais de trimetilamônio. A injeção das soluções de referência e 

amostras foi feita com auxílio de uma seringa de vidro (Hamilton) com capacidade 

para 1,25 mL. A saída da coluna cromatográfica foi acoplada diretamente ao 

nebulizador do equipamento de ICP-MS. 

As amostras foram pesadas em uma balança analítica (modelo AY220, 

Shimadzu, Japão), com resolução de 0,0001 g e carga máxima de 220 g. Para a 

filtração dos extratos foram utilizadas seringas de polipropileno pulverizadas com 

polietileno, com volume de 5 mL (B. Braun Melsungen AG, Alemanha) e filtros de 

nylon (N66) com poro de 0,30 µm (Macherey-Nagel, Alemanha). Todos os extratos 

foram centrifugados previamente à etapa de filtração utilizando uma centrífuga 

(modelo Q222T208, Quimis Aparelhos Científicos LTDA, Brasil). O aquecimento das 

amostras em banho-maria foi feito com o auxílio de uma chapa de aquecimento 

modelo Are heating magnetic stirrer (VELP Scientifica, Itália). Sistema de banho 

ultrassônico 45 kHz com potência nominal (Transsonic TI-H-5 3,5 L, Elma GmbH & 

Co., Singen, Alemanha), sonda ultrassônica com potência de 80 kHz (Singen, 

Alemanha). O monitoramento da temperatura dos extratos e do banho-maria foi feito 

com o auxílio de um termômetro digital modelo AK05 (AKSO Produtos Eletrônicos, 

Brasil). O ajuste do pH das fases móveis foi feito utilizando um potenciômetro digital 

modelo 781 pH/Ion Meter (Metrohm, Suíça) equipado com um eletrodo combinado 

de pH para meio aquoso modelo 6.0262.100 (Metrohm). 

 

3.2 Reagentes 

 Todas as soluções de referência e reagentes foram preparadas em água 

ultrapura, obtida através de destilação, deionização em coluna de troca iônica e 

osmose reversa e purificação em sistema Milli-Q (Millipore, USA), com resistividade 

de 18,2 MΩ cm. O HNO3 65% (Merck, Alemanha) utilizado para o preparo das 
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soluções extratoras na MSPD, preparo de soluções de referência e na 

decomposição das amostras foi purificado em sistema de sub-ebulição (modelo 

duoPUR 2.01E, Milestone, Itália).  

As soluções de referência para a determinação de As total foi preparada a 

partir da solução estoque multielementar 10 mg L-1 em HNO3 5% v/v (Spex 

CertiPrep®, USA). Para a avaliação da separação cromatográfica por LC-ICP-MS, 

foram preparadas soluções estoque contendo 1000 mg L-1 de As a partir da 

dissolução de As(III) (Merck), As(V) (Riedel-de Haën, Alemanha), MMA, DMA 

(Sigma Aldrich, USA) em água ultrapura. Para a quantificação das espécies de As 

por LC-ICP-MS, foram preparadas soluções de referência de calibração a partir de 

diluições a partir da solução estoque de DMA. A fase móvel utilizada foi preparada 

pela dissolução dos sais de NH4H2PO4 (Merck), em água ultrapura. O ajuste do pH 

foi feito com soluções na concentração de HNO3 50% (v/v) ou NH4OH (28 - 30% v/v, 

Merck). No ICP-MS foi utilizado Ar com 99,998% de pureza (Air Liquide, França), 

como gás do plasma, auxiliar e de nebulização. Os suportes sólidos avaliados foram 

florisil 100 - 200 mesh (Sigma Aldrich), alumina (Sigma Aldrich), terra diatomácea 

(Sigma Aldrich) (obtidos comercialmente) e areia do mar (obtida a partir de coletas 

na Praia de Bojuru, São José do Norte - RS). 

 

3.3 Amostras   

A amostra de alga do tipo Nori (Porphyra spp.) foi utilizada para os 

experimentos de otimização da MSPD, por ser amplamente consumida na culinária 

oriental e facilmente encontrada no mercado local, além de apresentar a menor 

concentração de Cl entre as amostras em estudo, de acordo com o trabalho de 

MALINOWSKI et al. (2022). A aplicação do método proposto, assim como algumas 

etapas da otimização da MSPD também foram realizadas nas amostras de alga do 

tipo Kombu (Laminaria ochroleuca) e Hijiki (Hizikia fusiformis), as quais foram 

adquiridas em lojas virtuais especializadas. 

 

3.4 Pré-tratamento das amostras 

O tratamento preliminar das amostras consistiu em separar cerca de 100 g de 

cada variedade, as quais foram inicialmente cortadas à mão, acondicionadas em 
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recipientes de polipropileno e congeladas em ultrafreezer a uma temperatura de -80 

ºC por um período de 24 h. Após, as amostras foram retiradas do ultrafreezer e 

liofilizadas em um liofilizador modelo L101 (Liotop®, Brasil) por 48 h e, em seguida, 

foram homogeneizadas com um triturador de alimentos. As amostras foram moídas 

em moinho com almofariz e pistilo motorizado modelo MA590 (Marconi, Brasil) e, 

posteriormente, peneiradas através de uma peneira de 0,841 mm (20 mesh) para 

garantir a uniformidade das amostras. O moinho utilizado passou por 

descontaminação por imersão em solução de HNO3 20% por 24 h antes da primeira 

amostra e entre uma amostra e outra. Por fim, as amostras foram identificadas e 

armazenadas em frascos de polipropileno. 

 

3.5 Decomposição das amostras por MAD  

A fim de comparar os resultados de As total obtidos nas extrações 

empregando a MSPD foi feita a decomposição das amostras de alga com auxílio da 

radiação micro-ondas, a fim de obter um valor de referência para a concentração de 

As total presente nas amostras, bem como para o cálculo da eficiência de extração. 

O método de decomposição foi baseado no trabalho de SOARES et al. (2012), onde 

foram pesados 500 mg de amostra e transferidos para os tubos de PTFE com a 

posterior adição de 6 mL de HNO3 concentrado. Em seguida, as amostras foram 

submetidas ao seguinte programa de irradiação: i) 1400 W (rampa de 15 min); ii) 

1400 W por 10 min e iii) 0 W por 20 min (etapa de resfriamento). Após o 

resfriamento, as soluções resultantes foram aferidas a 30 mL com água ultrapura 

para posterior quantificação do As total pela técnica de ICP-MS. 

 

3.6 Extração das espécies de As empregando a MSPD 

A extração por MSPD consistiu na pesagem de 0,25 g de amostra e 0,25 g de 

areia do mar (como suporte sólido), os quais foram macerados em almofariz e pistilo 

de vidro por 5 min. Após, a mistura foi transferida para tubos de PP de 15 mL e a 

mistura foi submetida a aquecimento em banho-maria a 50 ºC por 10 min. A mistura 

resultante (amostra, suporte sólido e solução extratora) passou por agitação em 

vórtex por 1 min e centrifugação a 8000 rpm por 5 min. Em seguida, o sobrenadante 
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foi retirado com auxílio de uma pipeta de Pasteur e transferido para um novo tubo de 

PP de 15 mL. Por fim, o extrato foi filtrado com filtros de seringa (0,45 µm de 

tamanho de poro) para posterior determinação de As total por ICP-MS ou das 

espécies de As por LC-ICP-MS. 

 

3.7 Avaliação dos parâmetros da MSPD  

Foram avaliados alguns parâmetros da MSPD, a fim de obter a melhor 

eficiência de extração, os quais incluem o tipo de suporte sólido (areia do mar, 

alumina, florisil, terra diatomácea, sílica e sem suporte sólido), massa de suporte 

sólido (0,25; 0,5; 0,75 e 1 g), tipo de solução extratora (HNO3 0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e 1 

mol L-1 e água ultrapura) e o tipo de aquecimento na etapa de extração sólido-líquido 

(banho-maria, banho ultrassônico e sonda ultrassônica), sendo todos os ensaios 

realizados em triplicata (n = 3). As equações 1, 2 e 3 foram utilizadas para o cálculo 

da eficiência de extração (%), da recuperação cromatográfica (%) e do balanço de 

massa (%), respectivamente (KRUG & ROCHA, 2019). 

  

𝐸𝐸 % =
𝐶𝐸

𝐶𝐷
𝑥100%                                                        (1) 

 

onde, EE(%) representa a eficiência de extração, em percentual; CE corresponde à 

concentração de As total determinada por ICP-MS no extrato da MSPD e CD 

corresponde à concentração de As total determinada por ICP-MS no digerido, após 

MAD.    

 

𝑅𝐶 % =
𝐶1+𝐶2+𝐶3+...

𝐶𝐸
𝑥100%                                               (2) 

 

onde, RC(%) representa a recuperação cromatográfica, em percentual; C1, C2, C3 

correspondem às concentrações de cada espécie (como As) no extrato da MSPD e 

CE é concentração de As total determinada por ICP-MS no extrato da MSPD (a 

mesma descrita na equação 1).  

 

𝐵𝑀 % =
𝐸𝐸 % 𝑥𝑅𝐶(%)

100%
                                                 (3) 
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onde, BM(%) representa o balanço de massa, EE(%) representa a eficiência de 

extração (a mesma descrita na equação 1) e RC(%) representa a recuperação 

cromatográfica (a mesma descrita na equação 2). 

 

3.7.1 Avaliação do tipo de suporte sólido 

Para a extração das espécies de As empregando a MSPD foram avaliados 5 

suportes sólidos: sílica, florisil, terra diatomácea e alumina, os quais foram obtidos 

comercialmente. A areia do mar, avaliada neste trabalho, sendo um suporte sólido 

verde, foi coletado na Praia de Bojuru, na cidade de São José do Norte - RS, 

conforme descrito por SANTOS et al. (2019). Ainda foi feita a avaliação da extração 

sem a presença de suporte sólido (apenas através da maceração da amostra). Vale 

ressaltar ainda, que a areia do mar foi descontaminada de acordo com o 

procedimento proposto por MALINOWSKI et al. (2022), que consistiu em pesar 10 g 

da areia em tubos de polipropileno de 50 mL e adicionou-se 20 mL de (NH4)2CO3 50 

mmol L-1, em seguida foi agitado em vórtex por 3 min e foi centrifugado por 5 min a 

6000 rpm, separou-se o sobrenadante, que foi descartado, este procedimento foi 

repetido 5 vezes e, por fim, a areia foi colocada em uma placa de Petri e seco em 

estufa durante 24 h a 50 ºC. 

 

3.7.2 Avaliação da massa de suporte sólido  

Após a definição do tipo de suporte sólido, foi avaliada a massa de suporte 

sólido através dos valores de 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 g, com a massa de amostra 

fixada em 0,25 g. 

 

3.7.3 Avaliação do tipo de solução extratora 

O volume da solução extratora na MSPD foi fixado em 10 mL, com base na 

literatura, onde muitos trabalhos empregam esse volume de solução extratora para a 

extração de arsênio. Visando selecionar a solução extratora mais eficiente para a 

extração das espécies de As, foram avaliadas soluções de HNO3 nas concentrações 

0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e 1 mol L-1 e somente adição de H2O ultrapura.   
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3.7.4 Avaliação da etapa de aquecimento 

Também foi avaliada a necessidade de uma etapa de aquecimento, após a 

maceração e adição da solução extratora na MSPD, essa mistura foi submetida a 

uma etapa de aquecimento. Foram avaliadas as seguintes condições: i) 

aquecimento do extrato em banho-maria a 50 °C por 10 min; ii) aquecimento do 

extrato em banho ultrassônico por 10 min e iii) aquecimento do extrato com sonda 

ultrassônica (15 W de potência) por 5 min. 

 

3.8 Determinação de espécies de As por LC-ICP-MS 

As condições cromatográficas empregadas para a técnica LC-ICP-MS foram 

adaptadas do trabalho de SEEGER (2019), visando obter uma separação 

cromatográfica com boa seletividade e resolução dos picos cromatográficos para as 

espécies de As nas amostras. As condições cromatográficas foram aplicadas tanto 

para as soluções individuais como em misturas das espécies As(III), DMA, MMA e 

As(V) na concentração de 5 µg L-1 (como As) e para as amostras do tipo Nori, 

Kombu e Hijiki. Na Tabela 3, estão apresentadas as condições cromatográficas 

empregadas na técnica de LC-ICP-MS. 

 

Tabela 3 - Condições cromatográficas empregadas na determinação das espécies 

de As por LC-ICP-MS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.9 Fluxograma dos procedimentos empregados 

Na Figura 4, estão apresentados todos os procedimentos aplicados, assim 

como todas as condições que foram avaliadas neste trabalho. 

Coluna cromatográfica Troca aniônica PRP-X100 

Fase móvel (NH4)H2PO4  8,0 mmol L-1 

pH da fase móvel 8,0 

Vazão da fase móvel 1,5 mL min-1 

Modo de eluição Isocrático 

Volume de injeção 200 µL 
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Figura 4 - Fluxograma dos procedimentos avaliados neste trabalho. 

 

3.10 Validação do método 

 Segundo a ANVISA, a validação consiste em garantir através de estudos 

experimentais, que o método atenda às exigências das aplicações analíticas, 

assegurando a confiabilidade dos resultados, ou seja, que os parâmetros de 

desempenho avaliados atendem aos critérios de aceitação preconizados (ANVISA, 

2017). Sendo assim, neste trabalho foram avaliados parâmetros como linearidade, 

limite de detecção (LOD), limite de quantificação (LOQ), exatidão e precisão. 

 

3.10.1 Linearidade 

 A linearidade, expressa a faixa na qual os dados de um analito podem ser 

obtidos sem que ocorra o comprometimento da exatidão e da precisão, fornecendo 

respostas analíticas diretamente proporcionais à concentração do analito em uma 

amostra. A curva de calibração, é construída a partir de análises de soluções com 
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concentrações conhecidas, geralmente diferentes diluições de uma solução padrão, 

deve ser avaliada a relação linear em toda a faixa estabelecida para o método, da 

menor concentração a maior concentração do analito na amostra (ANVISA, 2017; 

INMETRO 2020). 

 A linearidade do método foi avaliada através de uma curva de calibração 

externa, utilizando soluções de referência contendo somente a espécie de DMA, 

com concentração entre 0,25 e 10 µg L-1. A curva de calibração foi preparada em 

meio da fase móvel ((NH4)H2PO4 8,0 mmol L-1), a partir de uma solução estoque de 

100 µg L-1 de DMA. A partir desta curva de calibração, foram obtidos os parâmetros 

de regressão linear, seu respectivo coeficiente angular e seu respectivo coeficiente 

de determinação (R2). 

 

3.10.2 Limite de detecção e de quantificação 

 É muito importante saber qual o menor valor de concentração do analito que 

pode ser detectado pelo método, principalmente quando se trabalha com analitos 

presentes em baixas concentrações. Portanto, estimar o LOD do método analítico, 

corresponde em obter a sua menor concentração presente na amostra que pode ser 

detectada durante a análise, mas não necessariamente quantificada sob as 

condições experimentais estabelecidas. Assim, é necessário estimar o LOQ, que 

corresponde a menor concentração do analito na amostra que pode ser quantificada 

com exatidão e precisão aceitáveis sob as condições experimentais estabelecidas 

(ANVISA, 2017; INMETRO, 2020). 

 O LOD e LOQ do método proposto foram calculados com base na relação 

sinal/ruído, estabelecendo a concentração mínima na qual o analito pode ser 

detectado (LOD) ou quantificado (LOQ). Uma relação sinal/ruído de 3:1 é 

considerada aceitável para estimar o LOD e de 10:1 para o LOQ.  

 

3.10.3 Exatidão e precisão 

 Para fazer a avaliação da exatidão de um método, a qual é avaliada através 

do grau de concordância entre resultados obtidos em relação a um valor aceito como 

verdadeiro, foi empregado CRM de farinha de arroz (NIST 1568b) o qual possui 
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valores certificados para as espécies de As (DMA, MMA e iAs (soma do As(III) e 

As(V)). Todas as determinações foram realizadas em triplicata. 

 A avaliação da precisão consiste na concordância entre os resultados obtidos 

por meio de ensaios independentes realizados nas mesmas condições. Assim, a 

precisão foi realizada através da repetibilidade das concentrações obtidas nas 

replicatas da mesma amostra, usando como critério do desvio padrão relativo (RSD) 

entre as medidas. 

 

3.11 Análises estatísticas e softwares 

Os tratamentos de dados durante a avaliação da MSPD foram realizados com 

o auxílio do programa Microsoft Excel 2010. Na comparação dos resultados obtidos 

na avaliação da MSPD, para a comparação entre três ou mais médias, foi utilizada a 

análise de variância (ANOVA), optando-se pelo teste de múltiplas comparações de 

Tukey-Kramer, com nível de confiança de 95%. Na determinação das espécies de 

As por LC-ICP-MS, as áreas dos picos cromatográficos foram integradas utilizando o 

programa Origin 8 (versão 8.0724, OriginLab Corporation).  

 

3.12 Tratamento dos resíduos 

 Os resíduos gerados durante o desenvolvimento desse trabalho foram 

armazenados em frascos devidamente rotulados de acordo com as normas definidas 

pela Comissão de Resíduos da Universidade Federal do Rio Grande, sendo 

posteriormente guardados em local adequado para posterior recolhimento pela 

Instituição e envio a uma empresa contratada com o objetivo de realizar o seu 

tratamento. 
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4. APRESENTAÇÃO E DISCUSSÃO DOS RESULTADOS  

 

4.1 Determinação de As total por ICP-MS após decomposição por MAD 

Inicialmente, foi feita a decomposição (MAD) das amostras do tipo Nori, 

Kombu e Hijiki e determinada a concentração de As total por ICP-MS, com o objetivo 

de utilizar estes valores como referência e determinar a eficiência de extração 

durante as otimizações da MSPD. Na Tabela 4, estão apresentados os resultados da 

quantificação de As total por ICP-MS.  

 

Tabela 4 - Determinação de As total por ICP-MS após decomposição por MAD em 

algas (resultados expressos como média ± desvio padrão, em µg g-1, n = 

3). 

Algas Valor determinado 

Nori (Porphyra spp.) 17,8 ± 0,61 

Kombu (Laminaria ochroleuca) 69 ± 4,6 

Hijiki (Hizikia fusiformis) 66 ± 0,48 

 

 Após as determinações, os valores estiveram entre 17,8 e 69,0 µg g-1, com 

RSDs inferiores a 7%. Entre as algas analisadas, a alga do tipo Nori apresentou a 

menor concentração de As e alga do tipo Kombu a maior concentração. Os 

resultados estão de acordo com o trabalho de LLORENTE-MIRANDES et al. (2011), 

os quais determinaram As total por ICP-MS em algas do tipo Nori, Kombu, entre 

outras, também após decomposição por MAD. Os valores encontrados pelos autores 

foram 18,2 e 56,8 µg g-1, respectivamente.  

Nas determinações por ICP-MS pode haver uma interferência espectral 

causada pelos íons poliatômicos 40Ar35Cl+ no monitoramento do isótopo 75As. Dessa 

forma, o teor de Cl foi determinado em amostras do mesmo tipo no trabalho de 

MALINOWSKI et al. (2022), os quais foram 6528, 93692 e 29707 µg g-1 nas algas do 

tipo Nori, Kombu e Hijiki, respectivamente. Embora as concentrações de Cl sejam 
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elevadas nas amostras em estudo, Muller et al. (2015) verificaram que em 

concentrações inferiores a 50 mg L-1 de Cl, as determinações de As empregando o 

isótopo 75As não são influenciadas pela interferência poliatômica 40Ar35Cl+. Portanto, 

neste trabalho as determinações de As total por ICP-MS nos digeridos e extratos da 

MSPD sofreram diluições que variaram de 50 a 200x, e não foram observadas 

interferências espectrais causadas pelo elemento Cl.  

 

4.2 Avaliação dos parâmetros da MSPD  

 

4.2.1 Avaliação do tipo de suporte sólido 

 A eficiência de extração na MSPD depende da natureza do suporte sólido 

empregado, pois durante a maceração da amostra com o suporte sólido, ocorre a 

dispersão da amostra na superfície do suporte e o rompimento da estrutura física da 

matriz, visando facilitar a posterior extração dos analitos (CALDAS et al., 2013b). 

Foram avaliados 5 suportes sólidos, alumina, florisil, sílica, terra diatomácea e areia 

do mar. Com o objetivo de avaliar o efeito do suporte sólido na extração das 

espécies de As nas amostras de alga por MSPD, a maceração também foi realizada 

sem a presença de suporte sólido e todas as avaliações da MSPD foram realizadas 

com a amostra de alga do tipo Nori.  

Inicialmente, foi avaliada a proporção 1:4 entre massa de amostra (0,25 g) e 

massa de suporte sólido (1,0 g), pois de acordo com BARKER (2007), na MSPD as 

proporções variam entre 1:1 e 1:4, dependendo do tipo de amostra, tipo de suporte 

sólido e analito. Como solução extratora, foi testada inicialmente uma solução de 

HNO3 0,01 mol L-1 e sem a etapa de aquecimento após a maceração. A escolha do 

suporte sólido foi feita com base na eficiência de extração, a qual foi calculada de 

acordo com a equação 1 (como descrito no item 3.7), onde a concentração de As 

total no extrato da MSPD foi comparada com a concentração de As total no digerido 

(obtido após MAD), ambas determinadas por ICP-MS. Durante todas as otimizações 

da MSPD, o cálculo da eficiência de extração foi utilizado como parâmetro, pois 

como foi possível obter a concentração total de As na decomposição por MAD, essa 

equação permite avaliar a relação do quanto do analito está sendo extraído pelo 

método proposto, do total presente na amostra, sem a etapa de separação 
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cromatográfica. Na Figura 5, estão apresentados os resultados obtidos na avaliação 

do tipo de suporte sólido. 

 

Figura 5 - Influência do tipo de suporte sólido na eficiência de extração de As total 

por MSPD em amostras de alga do tipo Nori. As barras representam a 

concentração de As total (µg g-1), os marcadores (quadrados brancos) 

representam a eficiência de extração e as barras de erro representam o 

desvio padrão (µg g-1).  
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Condições: 0,25 g de amostra; 1,0 g de suporte sólido; maceração por 5 min; 10 mL de 

HNO3 0,01 mol L-1; agitação em vórtex por 1 min e centrifugação a 8000 rpm por 5 min. 

 

As eficiências de extração variaram entre 58 e 74% para todas as condições 

avaliadas. As menores eficiências de extração foram observadas para os suportes 

sólidos florisil e sílica, sendo de 61 e 57%, respectivamente. A areia, terra 

diatomácea, alumina e a condição sem suporte sólido apresentaram valores de 

eficiência de extração entre 64 e 74% e não foram observadas diferenças 

significativas (p > 0,05) entre os resultados. O experimento onde não foi utilizado 

suporte sólido na maceração mostrou que a presença dos suportes sólidos avaliados 

pode não influenciar a eficiência de extração das espécies de As na alga do tipo Nori, 

mostrando assim que apenas reduzir o tamanho de partícula, aumentando a 

superficie de contato com o solvente extrator, é suficiente para alcançar uma 
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extração eficiente. No entanto, como o princípio da MSPD consiste na combinação 

da maceração junto a um suporte sólido para que ocorra a liberação do analito para 

o meio e também, quando o método fosse aplicado para os outros tipos de algas em 

estudo, visto que as mesmas diferem bastante na sua composição, poderia 

influenciar a presença de suporte sólido, sendo assim, optou-se por seguir os 

experimentos empregando a areia do mar por ser um suporte sólido verde. 

A mesma areia do mar avaliada neste trabalho foi empregada em outros 

trabalhos relatados na literatura para MSPD, com vistas a extração de pesticidas em 

frutas e vegetais (SANTOS et al., 2019) e para a extração de halogênios em algas 

comestíveis (MALINOWSKI et al., 2022). Na sua composição, a areia possui Al, Ca, 

Fe, Mn, Na, Mg, Ti, Si e V, sendo que Ti (11,4%) e Fe (11,3%) estão presentes em 

maior concentração. Na forma de óxidos, predominam o CaO, TiO2 e Fe2O3 

(SALCEDO et al., 2020). A presença de óxidos indica que o material possui 

característica abrasiva, da mesma forma que os demais suportes sólidos sílica 

(SiO2), florisil (MgSiO3), alumina (Al2O3) e terra diatomácea (SiO2).  

 

4.2.2 Avaliação da massa de suporte sólido 

Para a avaliação da massa de suporte sólido, foi fixada a massa de amostra 

em 0,25 g e foram avaliadas as proporções 1:1, 1:2, 1:3 e 1:4, entre amostra e 

suporte sólido, as proporções recomendadas por Barker (2007) para a MSPD. Na 

Figura 6, estão apresentados os resultados obtidos na avaliação da massa de 

suporte sólido.  

Na avaliação da massa de suporte sólido (areia do mar), a eficiência de 

extração variou entre 70 e 76%. No entanto, não houve diferença significativa (p > 

0,05) entre as massas avaliadas. Sendo assim, foi selecionada a menor massa (0,25 

g) de areia do mar para os próximos experimentos, com o objetivo de minimizar o 

consumo de reagentes. Embora a areia do mar seja obtida na natureza, o material 

passou por um processo de descontaminação utilizando o procedimento proposto 

por MALINOWSKI et al. (2022), visando principalmente diminuir a concentração de 

Cl na areia e, consequentemente, o teor dos brancos analíticos. Para o caso da sua 

utilização para a determinação de As por ICP-MS, a descontaminação também 

minimizou as possibilidades de interferência espectral causada pelos íons 
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poliatômicos 40Ar35Cl+ no monitoramento do isótopo 75As na técnica de ICP-MS. 

Embora BARKER et al. (2007) tenham recomendado proporções entre massa de 

amostra e massa de suporte sólido entre 1:1 e 1:4, existe uma variedade de 

proporções empregadas na literatura. Os resultados obtidos no método proposto 

estão de acordo com a proporção (1:1) estabelecida no trabalho de MOREDA-

PIÑEIRO et al. (2008), os quais empregaram a MSPD convencional para a extração 

de espécies de As(III), As(V), MMA, DMA e AsB em frutos do mar. DUARTE et al. 

(2013) empregaram a proporção 1:2,5 entre amostra e suporte sólido na MSPD para 

a extração de CH3Hg+ e Hg2+ em tecidos de peixes. No entanto, MALINOWSKI et al. 

(2022) utilizaram uma proporção bem distinta, 1:10 entre amostra e suporte sólido, 

para a extração de F, Cl, Br e I em algas comestíveis empregando a MSPD. 

 

Figura 6 - Influência da massa de suporte sólido na eficiência de extração de As total 

por MSPD em amostras de alga do tipo Nori. As barras representam a 

concentração de As total (µg g-1), os marcadores (quadrados brancos) 

representam a eficiência de extração e as barras de erro representam o 

desvio padrão (µg g-1). 
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Condições: 0,25 g de amostra; maceração por 5 min; 10 mL de HNO3 0,01 mol L-1; agitação 

em vórtex por 1 min e centrifugação a 8000 rpm por 5 min.  
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4.2.3 Avaliação do tipo de solução extratora 

A natureza da solução extratora pode ser um parâmetro relevante na MSPD, 

dependendo do tipo de analito e amostra, pois é na etapa de extração sólido-líquido 

que os analitos migram da amostra para a solução extratora. Após a definição do 

tipo de suporte sólido e massa de areia do mar, foram avaliadas diferentes 

concentrações de HNO3 (0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e 1 mol L-1) e apenas água ultrapura 

como soluções extratoras. Na Figura 7, estão apresentados os resultados para a 

avaliação do tipo de solução extratora. 

 

 Figura 7 - Influência do tipo de solução extratora na eficiência de extração de As 

total por MSPD em amostras de alga do tipo Nori. As barras representam 

a concentração de As total (µg g-1), os marcadores (quadrados brancos) 

representam a eficiência de extração e as barras de erro representam o 

desvio padrão (µg g-1).  
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Condições: 0,25 g de amostra; 0,25 g de areia do mar; maceração por 5 min; 10 mL de 

solução extratora; agitação em vórtex por 1 min e centrifugação a 8000 rpm por 5 min. 

 

Na comparação entre as diferentes concentrações de HNO3 para a extração 

das espécies de As, não foram observadas diferenças significativas (p > 0,05) entre 

as concentrações de HNO3 de 0,01 a 1,0 mol L-1, onde as eficiências de extração 
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estiveram entre 68 e 77%, resultados semelhantes aos que já haviam sido obtidos 

nas avaliações anteriores. No entanto, quando foi empregada a água ultrapura na 

etapa de extração sólido-líquido, obteve-se uma eficiência de extração de 105% e foi 

a condição selecionada para os próximos experimentos.  

No trabalho de SEEGER (2019) também foi avaliada a extração de espécies 

de As empregando a MAE e a UEA em algas onde foram avaliadas diferentes 

concentrações de HNO3, além do uso de água ultrapura, e a melhor eficiência de 

extração foi obtida utilizando o HNO3 1,0 mol L-1. Porém, foi observada uma 

interconverção de uma espécie desconhecida (provavelmente algum tipo de AsSug) 

em As(III) e essa interconversão foi observada em todas as concentrações de HNO3 

acima de 0,01 mol L-1. 

Na literatura existem alguns trabalhos que realizaram a extração de espécies 

de As em diferentes amostras de alimentos empregando a água como solvente 

extrator em diferentes métodos de extração. MAR et al. (2009) realizaram a extração 

das espécies As(III), As(V), MMA e DMA em amostras de arroz por MAE 

empregando 10 mL de água como solvente extrator. Da mesma forma, CARVALHO 

et al. (2010) investigaram a UAE para a extração de As(III), As(V), MMA, DMA, AsB, 

AsC e TMAO em amostras de algas marinhas utilizando 10 mL de água ultrapura. 

No entanto, muitos estudos reportam o uso de metanol ou mistura metanol:água 

como solvente extrator, como é o caso do trabalho de MOREDA-PINEIRO et al. 

(2008), os quais empregaram uma mistura 1:1 metanol:água na MSPD para a 

extração de espécies de arsênio em frutos do mar. Também no estudo de D’MATO 

et al., (2012), foi utilizada uma mistura de metanol-água (1:1, v/v) e empregada a 

UAE para extração de espécies de As em amostras de macroalgas, crustáceos e 

peixes. Já no trabalho de Batista et al. (2012), os autores propuseram a utilização de 

1 mL de uma mistura de metanol 10% (v/v) e HNO3 2% (v/v) para a extração das 

espécies de As por UAE em amostras de peito de frango (músculo), tilapia, músculo 

bovino, ovos de galinha, mexilhões, polvo, pescada, atum e camarão, adicionou a 

mistura com 1,0 mL de uma solução contendo HNO3 2% v/v e MeOH 10% v/v. 

Portanto, assim como o uso da areia do mar (um suporte sólido verde), o 

emprego de água como solução/solvente extrator caracteriza o método proposto 

como um método ambientalmente amigável para a extração de espécies de As em 
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algas comestíveis. Portanto, a água ultrapura foi selecionada como solução/solvente 

extrator para os próximos experimentos.  

 

4.2.4 Avaliação da influência do suporte sólido na maceração 

Após a otimização dos parâmetros da MSPD, o método proposto foi aplicado 

para as demais amostras para verificar se a eficiência de extração seria a mesma 

obtida para a amostra do tipo Nori. Adicionalmente, também foi empregada a 

condição sem suporte sólido para avaliar a influência da areia do mar na maceração 

e a água ultrapura como solvente extrator, na eficiência de extração de As total, com 

o objetivo de avaliar este efeito para as demais amostras, além da alga do tipo Nori. 

Os resultados estão apresentados na Tabela 5. 

 

Tabela 5 - Influência da areia do mar como suporte sólido durante a maceração na 

eficiência de extração de As total por MSPD em amostras do tipo Nori, 

Kombu e Hijiki (resultados de As total expressos como média ± desvio 

padrão, em µg g-1, n = 3). 

Algas 
As total 

(sem areia) 

As total 

(com areia) 

Eficiência de 
extração (%) 
(sem areia) 

Eficiência de 
extração (%) 
(com areia) 

Nori (Porphyra spp.) 16,3 ± 0,3 16,1 ± 0,8 92 91 

Kombu (Laminaria ochroleuca) 49,7 ± 0,5 49,8 ± 3,0 72 72 

Hijiki (Hizikia fusiformis) 20,9 ± 3,4 34,1 ± 2,0 32 52 

Condições: 0,25 g de amostra; 0,25 g de areia do mar (nos experimentos com suporte 

sólido); maceração por 5 min; 10 mL de água (como solução extratora); agitação em vórtex 

por 1 min e centrifugação a 8000 rpm por 5 min. 

 

A partir dos dados Tabela 5, é possível observar que quando o método 

otimizado anteriormente foi aplicado nas amostras do tipo Kombu e Hijiki, as 

eficiências de extração (72 e 52%, respectivamente) estiveram abaixo dos valores 

obtidos para a amostra do tipo Nori (91%). Para tentar entender este 

comportamento, foi avaliada a maceração sem a presença da areia do mar, pois na 
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avaliação do tipo de suporte sólido (item 4.2.1), esta condição também se mostrou 

promissora para a alga do tipo Nori. Para as amostras do tipo Nori e Kombu, não 

houve diferença significativa (p > 0,05) entre os valores de eficiência de extração, 

mostrando que a maceração com areia do mar não exerce influência significativa na 

extração de As total. No entanto, observa-se que a maceração com a areia do mar 

influencia significativamente (p < 0,05) a eficiência de extração (52%) de As total na 

amostra do tipo Hijiki, em comparação com a condição em que não foi utilizado 

suporte sólido na maceração (32%). Portanto, considerando a necessidade de 

otimizar a eficiência de extração de As total para todas as amostras em estudo, a 

utilização de areia do mar como suporte sólido foi mantida para os próximos 

experimentos. 

 

4.2.5 Avaliação da etapa de aquecimento 

Observando os trabalhos da literatura que realizaram a extração de espécies 

de As, foi verificado que a maioria utiliza alguma forma de aquecimento 

(NARUKAWA et al., 2014; WOLLE et al., 2018). Embora as aplicações da MSPD 

ocorram majoritariamente a temperatura ambiente, foram avaliadas três 

possibilidades de fornecimento de energia na MSPD através do aquecimento do 

extrato da MSPD, como descrito a seguir: i) aquecimento em banho-maria a 50 °C 

por 10 min; ii) Banho ultrassônico por 10 min e iii) aquecimento com sonda 

ultrassônica por 5 min. Cabe salientar, que a etapa de aquecimento foi realizada 

após a adição da água ultrapura à mistura resultante da maceração, assim foi feito 

um aquecimento durante o período que o solvente extrator ficou em contato com a 

mistura de amostra e suporte sólido. Os resultados obtidos estão apresentados na 

Figura 8. 

Em geral, foi verificado um aumento de eficiência de extração para todas as 

formas de aquecimento empregadas em todas as amostras quando comparadas 

com a condição “sem aquecimento”. Para a amostra de alga do tipo Nori, as três 

formas de aquecimento forneceram bons resultados (99 a 107%). Para as algas do 

tipo Kombu e Hijiki, o aquecimento em banho-maria forneceu um aumento na 

eficiência de extração (104 e 83%, respectivamente) significativo (p < 0,05) em 

comparação com as demais condições avaliadas. Portanto, esta condição foi 
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selecionada para os próximos experimentos. Após as otimizações da MSPD, o 

método de preparo otimizado ficou definido de acordo com a Figura 9. 

 

Figura 8 - Influência da etapa de aquecimento na MSPD na eficiência de extração de 

As total por MSPD em amostras de alga do tipo Nori, Kombu e Hijiki. As 

barras representam a eficiência de extração e as barras de erro 

representam o desvio padrão relativo (RSD) (%) obtidos pelo método 

proposto.  
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Condições: 0,25 g de amostra; 0,25 g de areia do mar; maceração por 5 min; 10 mL de água 

(como solução extratora); aquecimento do extrato (alga + areia do mar + água ultrapura); 

agitação em vórtex por 1 min e centrifugação a 8000 rpm por 5 min. 
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Figura 9 - Fluxograma da MSPD modificada otimizada. 

 

4.3 Análise de especiação de As por LC-ICP-MS após extração por MSPD 

Após definidas as melhores condições da MSPD, foram aplicadas e 

adaptadas as condições cromatográficas (como descrito na Tabela 3, item 3.8) do 

trabalho de SEEGER et al. (2019) visando obter uma separação cromatográfica 

adequada das espécies de As presentes nas amostras. Inicialmente, foi injetada no 

sistema LC-ICP-MS uma solução mista contendo as espécies As(III), DMA, MMA e 

As(V) na concentração de 5 µg L-1, para obter os tempos de retenção (tr) de cada 

espécie e posteriormente possibilitar a identificação destas nas amostras em estudo. 

Cabe salientar, que só foi possível identificar as espécies que se tinha 

disponibilidade de padrões no laboratório. Na Figura 10, estão mostrados os 

cromatogramas obtidos após as extrações por MSPD nas três amostras em estudo 

no instrumento de ICP-MS modelo ELAN DRC II. 
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Figura 10 - Cromatogramas obtidos por LC-ICP-MS após extração das espécies de 

As por MSPD (extratos 2x diluídos) em amostras do tipo Nori, Kombu e 

Hijiki. 
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Condições: eluição isocrática com vazão da fase móvel de 1,5 mL min-1, em pH 8,0. 
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Programa de eluição: 0-12 min a 8 mmol L-1 de (NH4)H2PO4. Coluna de troca aniônica PRP-

X100. 

Foram obtidos cromatogramas com boa resolução e separação dos picos 

cromatográficos, sendo adequadas para realizar a posterior quantificação das 

espécies de As em estudo. Também foi possível observar que durante a análise 

cromatográfica, algumas espécies desconhecidas foram eluídas, as quais foram 

denominadas de “ED, espécie desconhecida”. Na alga do tipo Nori, foram 

identificadas as espécies As(III), DMA, MMA e As(V), sendo a espécie MMA a 

espécie majoritária. No entanto, outras duas espécies foram eluídas com a coluna 

PRP-X100 de troca aniônica, as quais foram denominadas de ED1 (tr = 2,9 min) e 

ED2 (tr = 5,6 min). Na alga do tipo Kombu, foram identificadas as espécies As(III), 

DMA e MMA. A espécie majoritária foi uma espécie desconhecida, que foi 

denominada ED3 (tr = 3,9 min). Na alga do tipo Hijiki, foram identificadas as espécies 

As(III), DMA, MMA e As(V) e duas espécies que eluíram nos mesmos tempos de 

retenção das espécie que haviam sido denominadas ED1 e ED3. As espécies 

desconhecidas podem ser espécies de AsSug, as quais geralmente são solúveis em 

meio aquoso e amplamente presentes em algas. 

 

4.4 Validação do método  

 

4.4.1 Linearidade 

A quantificação das espécies de As foram feitas utilizando uma curva de 

calibração para espécie DMA na faixa de 0,25 a 10 µg L-1. Essa forma de calibração 

utilizando apenas uma espécie foi possível uma vez que a separação cromatográfica 

foi feita no modo isocrático e, desta forma, as espécies de As possuem a mesma 

sensibilidade. Cabe também destacar, que a curva de calibração foi preparada em 

fase móvel NH4H2PO4 8,0 mmol L-1, para evitar a oscilação/vale (drift) da linha base. 

O método foi linear (R2 = 0,9998) na faixa de calibração avaliada. 

 

4.4.2 Limite de detecção e quantificação  

O LOD e LOQ instrumental e do método foram calculados conforme descrito 

no item 3.11.2, considerando a concentração proporcional a uma razão sinal:ruído 
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de 3:1 e 10:1 para o LOD e LOQ, respectivamente, para a espécie DMA, conforme 

mostrado na Tabela 6. 

Tabela 6 - Limites de detecção e quantificação instrumentais e do método proposto. 

Limites de 
detecção/quantificação 

DMA 

LODi (µg L-1) 0,25 

LODm (µg g-1) 0,010 

LOQi (µg L-1) 0,83 

LOQm (µg g-1) 0,033 

LODi: Limite de detecção instrumental; LODm: Limite de detecção do método; LOQi: Limite 

de quantificação instrumental; LOQm: Limite de quantificação do método. 

 

 O valor do LOD instrumental foi de 0,25 µg L-1 e o LOD do método foi de 0,01 

µg g-1. Da mesma forma, o LOQ instrumental foi de 0,83 µg L-1 e o LOQ do método 

foi de 0,033 µg g-1. Estes valores estão de acordo com as faixas de concentração 

determinadas nas amostras, permitindo a quantificação da maioria das espécies em 

estudo em todas as amostras, também permitindo quantificar a maioria das espécies 

presentes no CRM empregado no estudo. 

 

4.4.3 Exatidão e precisão  

A exatidão foi avaliada aplicando o método proposto no CRM de farinha de 

arroz (NIST 1568b). A precisão foi avaliada em termos de repetibilidade. Na Tabela 

7, estão representados os resultados obtidos para o CRM NIST 1568b.  
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Tabela 7 - Determinação de espécies de As no CRM NIST 1568b. 

 

 

 

 

 

 

 

Os valores determinados pelo método proposto apresentaram boa 

concordância para as espécies DMA (107%) e as espécies inorgânicas iAs (102%), 

com RSDs inferiores a 7%. Além disso, não foi observada diferença significativa (p > 

0,05) entre os valores determinados e os valores certificados. Para a espécie MMA, 

os valores determinados ficaram abaixo do LOQ.  

 

4.4.4 Determinação das espécies de As por LC-ICP-MS após extração por 

MSPD 

Na Tabela 8, estão demonstrados os resultados obtidos a partir da 

determinação de espécies de As por LC-ICP-MS após extração por MSPD, além de 

determinações de As total por ICP-MS após extração por MSPD e digestão por MAD. 

Para a determinação das espécies de As foram feitas diluições de 2 vezes nos 

extratos da MSPD. Ao avaliar as concentrações das espécies de As na amostra de 

alga do tipo Nori, após extração por MSPD, observa-se que a maior concentração foi 

obtida para a espécie MMA (11,3 µg g-1). As espécies As(III) (0,56 µg g-1) e DMA 

(0,28 µg g-1) também foram detectadas e quantificadas e os RSDs foram inferiores a 

11%. As espécies ED1, ED2 e As(V) estiveram abaixo do LOQ. O somatório da 

concentração das espécies no extrato da MSPD na alga do tipo Nori foi de 12,1 µg g-

1 e a concentração de As total obtida no extrato resultante da MSPD foi de 18,3 µg g-

1. Já a concentração de As total no digerido (após MAD) foi de 17,8 µg g-1. Esses 

valores representam uma eficiência de extração de 103%, mostrando que a MSPD 

Espécies de As MSPD/LC-ICP-MS Valor certificado 

Asi, As(III) + As(V) 0,094 ± 0,004 0,092 ± 0,010 

As(III) 0,017 ± 0,001 - 

As(V) 0,077 ± 0,004 - 

DMA 0,192 ± 0,001 0,180 ± 0,012 

MMA < 0,033 0,0116 ± 0,0035 
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extraiu as espécies de As presentes na amostra. No entanto, a recuperação 

cromatográfica esteve em 66%, mostrando que nem todas as espécies de As 

presentes no extrato da MSPD foram eluídas e detectadas/quantificadas utilizando 

as condições cromatográficas empregadas nesse estudo. 

 

Tabela 8: Determinação de espécies de As por LC-ICP-MS em algas comestíveis, 

após extração por MSPD (resultados expressos como média ± desvio 

padrão, µg g-1, n = 3). 

a Somatório da concentração das espécies de As determinadas por LC-ICP-MS após 
extração por MSPD (condições otimizadas). 

b Concentração de As total determinada por ICP-MS após extração por MSPD (condições 
otimizadas). 
c Concentração de As total determinada por ICP-MS após digestão por MAD. 

 

Espécies Nori Kombu Hijiki 

As(III) 0,56 ± 0,032 2,4 ± 0,075 1,20 ± 0,070 

DMA 0,28 ± 0,030 0,52 ± 0,052 2,19 ± 0,073 

MMA 11,3 ± 1,14 9,0 ± 0,41 0,88 ± 0,037 

As(V) < 0,033 < 0,033 28 ± 0,78  

ED 1 < 0,033 - 0,47 ± 0,061 

ED 2 < 0,033 - - 

ED 3 - 34 ± 1,34 0,67 ± 0,017  

Σ espécies de Asa 12,1 ± 1,14 46 ± 1,41 33 ± 0,79 

As total no extratob 18,3 ± 0,85 72 ± 2,9 54 ± 0,16 

As total no digeridoc 17,8 ± 0,61 69 ± 4,6 66 ± 0,48 

Eficiência de extração (%) 103 104 83 

Recuperação cromatográfica (%) 66 64 61 

Balanço de massa (%) 68 67 51 
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Quando foi avaliada a concentração das espécies de As na alga do tipo 

Kombu, obteve-se a maior concentração para a espécie ED3 (34 µg g-1). As 

espécies As(III), DMA e MMA apresentaram as concentrações de 2,4; 0,52 e 9,1 µg 

g-1, respectivamente, com RSDs inferiores a 10%. Já a espécie As(V) esteve abaixo 

do LOQ. A concentração de As total no extrato resultante da MSPD foi de 72 µg g-1 e 

a concentração de As total no digerido (após MAD) foi de 69 µg g-1, o que representa 

uma eficiência de extração de 104%, comprovando assim, igualmente como na alga 

do tipo Nori, uma extração completa das espécies de As. No entanto, considerando 

que o somatório da concentração das espécies no extrato da MSPD foi de 44 µg g-1, 

a recuperação cromatográfica foi de 64%, indicando que algumas espécies não 

foram eluídas e posteriormente detectadas/quantificadas nas condições 

empregadas. 

Na determinação das espécies de As na amostra de alga do tipo Hijiki, a 

menor concentração foi obtida para a espécie ED1 (0,47 µg g-1) e a maior 

concentração foi observada para a espécie As(V) (28 µg g-1), além das espécies 

As(III) (1,20 µg g-1), DMA (2,19 µg g-1), MMA (0,88 µg g-1) e ED1 (0,47 µg g-1), com 

RSDs inferiores a 13%. A concentração de As total no extrato proveniente da MSPD 

foi de 54 µg g-1 e a concentração de As total no digerido (após MAD) foi de 66 µg g-1, 

correspondendo a uma eficiência de extração de 83%. Embora seja um percentual 

significativo, esse resultado evidencia que algumas espécies não foram extraídas na 

MSPD. O somatório das espécies de 33 µg g-1, proporcionou uma recuperação 

cromatográfica de 61%, indicando que algumas espécies também não puderam ser 

eluídas e posteriormente quantificadas nas condições cromatográficas empregadas. 

Nas três amostras em estudo, os valores de recuperação cromatográfica 

estiveram entre 61 e 66%. As algas marinhas possuem uma grande variabilidade de 

espécies de As, que variam desde as quantificadas nesse estudo (As(III), DMA, 

MMA e As(V)), como AsSug e AsLip. Portanto, algumas espécies não possuem 

afinidade pela coluna de troca aniônica utilizada, como os AsLip, sendo utilizadas 

normalmente colunas de C18 para a especiação de As por LC-ICP-MS nos trabalhos 

que fazem a determinação destas espécies. Ainda, a extração de espécies AsLip é 

comumente feita empregando solventes como o metanol, hexano e diclorometano, o 

que pode explicar uma menor eficiência de extração obtida para a alga do tipo Hijiki 
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(83%) empregando água como solvente extrator (PÉTURSDÓTTIR et al., 2019; 

RAAB et al., 2013). Portanto, para promover uma extração quantitativa das espécies 

de As na amostra Hijiki, o ideal seria um estudo de fracionamento. 
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5. CONCLUSÕES 

 

 A MSPD modificada combinada com a LC-ICP-MS se mostrou adequada para 

a determinação de As total e as espécies As(III), As(V), DMA e MMA. Ainda, foram 

quantificadas três espécies desconhecidas nas amostras de algas comestíveis do 

tipo Nori (Porphyra spp.), Kombu (Laminaria ochroleuca) e Hijiki (Hizikia fusiformis) e 

foram otimizados os principais parâmetros da MSPD. 

 A proposta de empregar como solução extratora a água ultrapura e um 

suporte sólido verde como a areia do mar, mostrou-se eficiente para extrair o As total 

e as espécies de As presentes nas amostras. Esta combinação de água ultrapura e 

areia do mar agregam ao método características que contribuem com os princípios 

da Química Analítica Verde, gerando um resíduo de baixa toxicidade e reduzindo os 

custos do método de preparo da amostra. Com os resultados obtidos, mostrou-se 

que é possível empregar um suporte sólido verde, como a areia do mar, sem 

nenhuma perda de eficiência comparada aos suportes sólidos comerciais. 

Adicionalmente, verificou-se que sem a utilização de suporte sólido foram obtidas 

eficiências de extração adequadas para as amostras de alga do tipo Nori e os 

resultados foram semelhantes aos obtidos com a areia do mar para as amostras do 

tipo Nori e Kombu. No entanto, para a amostra do tipo Hijiki, a presença de areia do 

mar como suporte sólido na maceração influenciou na extração de espécies de As 

por MSPD. 

 O estudo da linearidade foi feito com a espécie DMA, a qual apresentou 

linearidade na faixa de 0,25 a 10 µg L-1. O LOD do método obtido para a espécie 

DMA foi de 0,010 µg g-1 e o LOQ foi de 0,033 µg g-1, assim foi possível quantificar as 

espécies em estudo como As(III), As(V), DMA e MMA e três espécies desconhecidas 

(EDs). O método proposto apresentou exatidão e precisão adequadas através da 

avaliação do CRM de farinha de arroz, onde foi obtida uma concordância de 107% 

para o DMA e 102% para as espécies inorgânicas iAs.  

 Assim, este trabalho colabora para o desenvolvimento de métodos de preparo 

de amostras para a determinação de As total e espécies de As de forma inédita, 

visto que é o primeiro trabalho que emprega a MSPD para a determinação de 

espécies de As em amostras de algas comestíveis, além de propor a extração 
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empregando água ultrapura como solução extratora e um suporte sólido verde, areia 

do mar. Além disso, o método apresentou uma boa eficiência de extração, exigindo 

instrumentação simples e de baixo custo para o preparo da amostra. Assim, este 

trabalho também contribuiu para o desenvolvimento de métodos mais acessíveis 

para laboratórios com menos disponibilidade de instrumentação, contribuindo 

também com os princípios da Química Analítica Verde.  

Como perspectivas futuras, sugere-se investigar a utilização de colunas C18 

para a separação e quantificação de espécies desconhecidas, como AsLip, o 

fracionamento propondo a extração de espécies AsLip com solventes não aquosos, 

bem como a investigação através da identificação das espécies desconhecidas com 

instrumentação adequada, como LC-ESI-MS/MS de alta resolução. 
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