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Beneficios da combinacao de
HPLC-ICP-MS para a especiacao
do mercurio em alimentos

Nota de aplicacao

Teste de alimentos

Introducao

0 mercario é um dos elementos mais toxicos para os organismos vivos.

Ele é encontrado em concentracdes relativamente baixas no meio ambiente,
mas com sua amplificacdo na cadeia alimentar, a concentracéo final em
alguns alimentos pode ser relativamente alta. Além disso, sua toxicidade
ndo esta vinculada apenas a sua concentracao total, mas também depende
da espécie do mercurio. A especiacdo do merctrio em analises de alimentos
€ necessaria para estimar por completo o potencial toxico desse elemento
em relacdo aos humanos.

Devido aos baixos limites de deteccao exigidos para a analise das espécies
de Hg, o GC-ICP-MS tem sido o método preferido. No entanto, com as
melhorias da sensibilidade nos sistemas ICP-MS modernos, o uso do HPLC
se tornou pratico para a separacdo. Combinar o HPLC e o ICP-MS é uma
opcdo particularmente atraente devido a conexdo simples e rapida entre

as técnicas. Além disso, em contraste com a analise de GC, os extratos de
amostras sdo diretamente injetados no sistema e nenhuma derivatizagcéo
de espécie é necessaria, o que simplifica consideravelmente a preparacéo
de amostras e reduz o custo do procedimento analitico total.
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Neste estudo, o uso da combinacédo de HPLC-ICP-MS
foi avaliado para a analise de especiacdo do mercurio
em amostras de alimentos. Do ponto de vista
toxicoldgico, os compostos do mercurio inorgénico
(Hg?*) e do metilmercirio (MeHg*) sdo as principais
preocupacdes, mas o método também foi estendido a
outras espécies que podem ser encontradas localmente,
como o etilmercurio (EtHg*) e o fenilmercurio (PhHg*).
A separacao foi realizada com o uso de um gradiente

de solvente organico para acelerar a separacao das
espécies. 0 exclusivo gerador de RF em fase solida com
rapido ajuste de frequéncia usado no sistema Agilent
ICP-MS 7700x permite alternar facilmente entre os
solventes aquosos e organicos sem afetar a estabilidade
do plasma. 0 método foi validado usando materiais

de referéncia certificados (CRMs). O resultado é uma
solucdo completa totalmente validada e integrada

para a analise de espécies de merclrio em géneros
alimenticios usando um sistema HPLC-ICP-MS hifenado
da Agilent Technologies.

Experimento

Instrumentacao

A separacdo cromatografica foi atingida usando

um HPLC Agilent 1260. 0 HPLC 1260 é capaz de

operar a pressoes de até 600 bar, possibilitando uma
cromatografia liquida de resolucéo rapida através do uso
de colunas com diametros de particula muito pequenas.
A coluna usada neste trabalho foi a Zorbax C-18, 4,6 mm
x 50 mm, com particulas a 1,8 um (Agilent). Os detalhes
cromatograficos podem ser encontrados na Tabela 1.

A separacdo é uma otimizacdo de trabalhos anteriores
publicados por Hight et al. [1].

Tabela 1. Configuracdes gerais de operacéo do sistema Agilent HPLC 1260

Parametros Valores
Taxa de fluxo 1 ml/min
Volume de injecéo 50 pl
Fase movel:
Canal A 0,5 g/I de L-cisteina
0.5 g/1 de L-cisteina, HCI, H,0, pH = 2,3 com HCI
Canal B Metanol

0 mercrio foi medido no isotopo preferencial de ?'Hg
com o uso de um ICP-MS Agilent 7700x. Foi adicionado
oxigénio (uma mistura de 20% de O, em argdnio) ao gas
de arraste usando o 5° controlador do fluxo de massa
do 7700x. A adicdo do oxigénio ao plasma garante

que os solventes organicos possam ser diretamente

introduzidos ao ICP-MS sem o risco de que o carbono
se deponha nos cones de interface. Foram utilizados
cones de platina, que resistem a oxidacao do oxigénio
adicionado, e uma tocha de injetor com didmetro interno
de 1 mm (id), ambos tipicos da analise orgénica. Os
parametros operacionais do sistema ICP-MS 7700x
estdo detalhados na Tabela 2.

Tabela 2. Configuracdes gerais de operacédo do Agilent ICP-MS 7700x

Parametros Valores
Poténcia de RF 1.600 W
Taxa de fluxo do gas de arraste 0,54 I/min
Taxa de fluxo do gas auxiliar 0,10 I/min
Gas opcional (20% de O, em Ar) 0,06 I/min
Temperatura da camara de nebulizacdo -5°C
Profundidade da amostra 8,0 mm

0 software da estacéo de trabalho MassHunter do
ICP-MS série 7700 permite o controle direto de madulos
comuns de LC e GC Agilent, possibilitando que o
método HPLC 1260 e a sequéncia sejam diretamente
configurados no software de ICP-MS MassHunter
(Figura 1). Além da facilidade de uso da combinacéo

do HPLC-ICP-MS, esse recurso aumenta a seguranca
da analise, visto que a comunicacéo bidirecional
assegura que se o HPLC ou o ICP-MS parar, o software
interrompera automaticamente o outro sistema.

Preparacdo de amostras

Dois CRMs foram usados na validacdo do método. O
BCR-464 do IRMM (Bélgica) é feito de musculo de atum
e é certificado a 5,12 + 0,16 mg(Hg)/kg para o contetido
de metilmercurio, o que representa 97% do seu
contetdo total de mercdrio. O Dolt-4 do NRC (Canada)
é feito do figado de cacéo e contém um contetudo de
MeHg* de 1,33 £ 0,12 mg(Hg)/kg (52% de seu contetdo
de mercurio total).

0 procedimento de extracédo foi baseado em um estudo
anterior [2]. Resumidamente, foram extraidos 150 mg
de material em 20 ml da fase mével A. A extracao foi
auxiliada por micro-ondas: 11 min a 140 W. O material
suspenso foi injetado diretamente no HPLC apoés a
filtracdo a 0,45 pm.
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Figura 1. Captura de tela do software MassHunter do ICP-MS com detalhes da configuragdo do HPLC-ICP-MS

Resultados e discussao

Otimizacao cromatografica

0 método inicial para separar as espécies de mercurio
usaram condicdes isocraticas com metanol de 2% (canal
B) sendo adicionado ao tampdo de L-cisteina (canal A).
0 cromatograma resultante é exibido na Figura 2.
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Figura 2. Separacéo de espécies de mercurio sob condicdes isocraticas

Conforme pode ser visto, sob condicdes isocraticas, a
separacao de trés espécies de mercurio foi obtida em
menos de 3 minutos, e em menos de 2 minutos para o
Hg?* e MeHg*. No entanto, o fenilmerctrio esta vinculado
a coluna e nao pode ser detectado. Consequentemente,

para aumentar o potencial de eluicdo da fase movel, foi
proposta uma eluicado de gradiente. A Figura 3 mostra o
gradiente usado durante a separacdo: comecando com
metanol de 2% e aumentando para 90% em 1 minuto.
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Figura 3. As condicées do gradiente usado durante a separacéo

Com essa eluicao de gradiente, todas as 4 espécies

de mercurio foram separadas com éxito em menos de

3 minutos (Figura 4). Além disso, o uso do gradiente de
metanol ndo perturba a estabilidade do plasma devido

a capacidade de rapido ajuste de frequéncia do gerador
de RF de plasma do ICP-MS 7700. Ao final da separacéo,
quando a fase movel retornou rapidamente a metanol
de 2%, nao foi encontrado nenhum problema com a
estabilidade do plasma.
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Figura 4. Separacéo de espécies de mercUrio sob condigcoes de gradiente

Desempenho do sistema HPLC-ICP-MS

Antes da analise dos extratos de amostras, o sistema
foi calibrado com uma mistura de quatro espécies

de mercurio de aproximadamente 100 ng/I (ppt) até
10 ug/1 (ppb). As curvas de calibracdo podem ser
vistas na Figura 5.

As curvas de calibracdo destacam a linearidade

da analise: cada espécie é perfeitamente calibrada

em suas faixas de concentracdes. Além disso,

a concentracao equivalente ao ruido (background
equivalent concentration - BEC) da fase movel é exibida
na Figura 5. Para todas as espécies, o valor de BEC

foi inferior a 20 ng/I. Esses baixos valores de BEC
destacam a pequena contaminacéo da fase movel

e enfatizam a capacidade de deteccdo de mercdrio

do sistema em baixas concentracdes.

Analise de amostras

Os dois extratos de CRM foram analisados com

0 uso do método de eluicdo de gradiente otimizado.
Trés amostras replicadas foram extraidas para

cada CRM. As extracdes em branco também foram
preparadas e as analises ndo mostraram nenhuma
contaminacdo mensuravel. A Tabela 3 exibe os
resultados das amostras.
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Figura 5. Curvas de calibracéo para a analise das quatro espécies de mercurio



Tabela 3. Resultados da analise das amostras de CRM; as concentracdes sdo
expressas em mg/kg de mercurio

* Concentracdo ndo certificada

BCR-464 Dolt-4

201 MeHg* 201 Hg* 201 MeHg*
Resultados 4,93 117 1,34
RSD (%) 8 8 10
Certificado 512+ 0,16 (1,25)" 1,33+£0,12
Recuperacéo (%) 96 94 101

0 conteido do mercurio inorganico de trés amostras
nédo esta certificado; portanto, é dificil avaliar a preciséo
do valor medido. Apenas o MeHg e as concentracdes
totais de Hg sdo certificadas. A concentracdo agrupada
exibida na Tabela 3 baseia-se no pressuposto que
somente o Hg?* e 0 MeHg* estdo presentes na amostra
de Dolt-4 (nenhum EtHg* ou PhHg* foi observado nos
cromatogramas de amostra). Sob essa premissa, o
resultado do mercurio inorganico da amostra de Dolt-4
esta de acordo com o valor esperado.

Para o MeHg", os valores medidos estdo totalmente

de acordo com as concentracées em ambas as
amostras, validando a eficiéncia do novo método para
determinacdo do MeHg* nessas amostras de alimentos.
Especialmente para a amostra de Dolt-4, em que o
contetido de MeHg" representa somente cerca de 52%
do mercurio total, uma excelente concordancia da
concentracdo medida com o valor certificado comprova
a capacidade da preparacdo de amostras para conservar
essa espécie durante a extracéo.

Conclusoes

Um método rapido e eficaz de HPLC-ICP-MS utilizando
gradiente foi desenvolvido para a analise das espécies
de mercurio em amostras de alimentos e proporcionou
uma separacdo completa das quatro espécies de
interesse em menos de trés minutos. 0 método foi
testado em amostras certificadas e demonstrou
fornecer excelentes recuperacdes de espécies de

Hg em comparacéao aos valores certificados, quando
disponiveis. Além disso, se o fenilmerctrio ndo precisar
ser monitorado, o método pode ser ainda mais simples
com o uso de uma separacao isocratica.

Ao permitir o rapido gradiente de aquoso para
metanol de 90%, o gerador de RF com rapido ajuste de
frequéncia do ICP-MS 7700x possibilitou a separacéo
de espécies de mercurio sem nenhum efeito adverso
na estabilidade do plasma. Esse recurso abrird novas
possibilidades para as separacées de HPLC usando
solventes organicos vinculados ao ICP-MS.
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