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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Quimica
Universidade Federal de Santa Maria

DETERMINAGAO SIMULTANEA DE Al(lll) E Fe(lll) EM FLUIDOS
POS-HEMODIALISE EMPREGANDO ESPECTROFOTOMETRIA E
METODOS DE CALIBRAGAO MULTIVARIADA.

AUTORA: CRISTIANE LUISA JOST
ORIENTADOR: PROF. DR. PAULO CiCERO DO NASCIMENTO
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 16 de Dezembro de 2005.

No presente trabalho, investigou-se a associagdo de métodos de
espectrometria de absorcdo molecular (EAM) com métodos de calibragcéo
multivariada para a determinacédo simultanea de Al(lll) e Fe(lll) em fluidos poés-
hemodidlise, a partir da formagédo dos complexos dos metais com o reagente Violeta
de Pirocatecol em tampao hexametilenotetramina (pH 6,1). O método de regresséao
dos minimos quadrados parciais (PLS) foi usado para a quantificacdo simultédnea
dos analitos, em amostras com alta concentragao salina, sem a necessidade de pré-
tratamento da amostra, uso de agentes mascarantes ou etapas de separagdo. A

presente técnica consiste em um procedimento simples, rapido e de baixo custo.

Empregaram-se misturas binarias dos analitos em solugao pré-hemodialise
como grupo de calibragdo, utilizando-se dados de absorvancia em 580
comprimentos de onda por amostra. Valores de concentragdo na faixa de 0,2 a 0,6
mg L foram preditos para amostras de fluido pés-hemodidlise com o uso de 3

componentes principais.

Dados de predigdo para amostras de fluido pos-hemodialise adicionadas dos
analitos foram comparados a medidas por voltametria adsortiva de redissolugao
(AdSV). Ambos os métodos apresentaram resultados similares para a determinagao

dos analitos em fluidos pés-hemodialise.

Palavras-chave: Violeta de Pirocatecol, determinagdes simultdneas, métodos de

calibracdo multivariada.
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ABSTRACT

Master Dissertation in Chemistry
Post-Graduate in Chemistry
Universidade Federal de Santa Maria

SIMULTANEOUS DETERMINATION OF AlI(lll) AND Fe(lll) IN POST-
DIALYSIS FLUIDS BY SPECTROPHOTOMETRY AND
MULTIVARIATE CALIBRATION METHODS.

AUTHOR: CRISTIANE LUISA JOST
ADVISOR: PAULO CicERO DO NASCIMENTO
Santa Maria, December 16, 2005.

This work aimed to explore the association of molecular absorption
spectrometry with multivariate calibration techniques to the simultaneous
determination of Al(lll) and Fe(lll) in post-dialysis fluids, from the complexes built
between the analytes and the chromogenic reagent Pyrocatechol Violet in
hexamethylenetetramine buffered medium (pH 6.1). The Partial Least Squares
Regression (PLS) method was used to the simultaneous determination of the
analytes, in high salt samples, without the use of sample pre-treatment, masking
agents or separation steps. The present technique consists in a simple, fast and low

cost procedure.

Binary mixtures of the analytes in high salt samples were used as calibration
set, by using absorbance values of 580 wavelengths per sample. Concentrations
values for Al(lll) and Fe(lll) in the ranging from 0.2 to 0.6 mg L™ were obtained by the

PLS method in post-dialysis fluids samples by using 3 PLS components.

Predicted values obtained by PLS method were compared with voltammetric
measurements by adsorptive stripping voltammetry for post-dialysis fluids samples
spiked with the analytes. Both methods showed similar results to the determination of

the analytes in post-dialysis fluids samples.

Keywords: Pyrocatechol Violet, simultaneous determination, multivariate calibration

methods.
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1 INTRODUGAO

A hemodialise € um método de depuragao extra-renal do sangue que permite
manter vivos pacientes com insuficiéncia renal aguda ou crbénica avangada, seja
como método definitivo de tratamento ou temporario. Antes de uma sessédo de
hemodidlise, a agua de didlise e duas solugdes de concentrados salinos sao
misturadas para obter-se a solucio pré-hemodialise, utilizada para a manutencéo do
equilibrio ibnico do sangue dos pacientes durante a sessao [1].

A contaminacgao das solugdes pré-hemodialise por metais pode se dar através
da agua de dialise e dos concentrados salinos. A fim de evitar ou minimizar riscos,
um acompanhamento continuo da qualidade da agua de didlise € realizado. No
entanto, o monitoramento de solu¢gdes de concentrados salinos, com relacdo a
tragos metalicos, ainda ndo é regulamentado por 6rgaos de controle.

Os efeitos toxicolégicos dos contaminantes variam de uma espécie para outra
e Al(Ill) é considerada a espécie mais téxica para a hemodialise. Estudos relacionam
o acumulo de Al(lll) no organismo a doengas neuroldgicas e ao comprometimento da
estrutura 6ssea dos pacientes [2-3]. Assim, a concentracdo de Al(lll) deve ser
monitorada em amostras de sangue dos pacientes. Uma alternativa nao invasiva, ou
seja, sem a coleta de amostras de sangue dos pacientes, € o monitoramento dos
niveis de Al(lll) diretamente em amostras de fluido pés-hemodialise.

A espectrometria de absorgéao atdémica por forno de grafite (EAA-FG) tem sido
usada como técnica analitica corrente para a determinagcdo de tracos de metais no
que diz respeito a hemodialise [4-8]. No entanto, para fluidos pdés-hemodialise, ha
uma caréncia de meétodos analiticos, uma vez que as determinagdes nao podem ser
executadas, diretamente, por EAA-FG.

Problemas de metodologia ainda existem devido a variabilidade das
amostras, o que depende de diversas variaveis associadas ao progresso da
hemodialise apresentado por cada paciente. O meio salino apresentado pelas
amostras causa sérias interferéncias de matriz, mesmo com o uso de sistemas de

corregédo de background Zeeman [9-11]. Algumas alternativas associadas a medidas
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por EAA-FG incluem a pré-concentragao seletiva dos analitos e a eliminagcdo do
meio salino [12-14].

Considerando que o método de EAA-FG apresenta-se inadequado para a
determinacao direta de Al(lll) e Fe(lll) e que etapas de pré-tratamento da amostra
necessitam de tempo, o presente trabalho tem como objetivo explorar a associagao
de métodos de espectrometria de absor¢gdo molecular (EAM) a métodos de
calibragdo multivariada para a determinagao simultanea dos analitos em fluidos pos-
hemodialise.

O reagente Violeta de Pirocatecol (VPC) foi utilizado como complexante para
Al(lll) e Fe(lll) no desenvolvimento de um método facil, rapido, nao-invasivo e de

baixo custo para o controle da razao Al(lll)/Fe(lll) durante a hemodialise.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Insuficiéncia renal

A insuficiéncia renal esta dividida em insuficiéncia renal aguda (IRA) e
insuficiéncia renal crénica (IRC). A falta abrupta e intensa de agua (desidratag&o
severa), a perda de sangue (hemorragias) ou a perda do plasma (queimaduras) faz
com que nao ocorra a formagao de urina levando a IRA. Doengas cardiacas, a
ingestdo de medicamentos para o controle da pressdo sanguinea e a obstrugao das
vias urinarias também podem gerar IRA.

IRC gera um quadro de deterioragdo progressiva e irreversivel da fungao
renal, o que causa diversos disturbios no organismo humano. As manifestagcbes
clinicas da IRC refletem a incapacidade dos rins em excretar residuos nitrogenados,
assim como regular o equilibrio hidroeletrolitico e secretar ou metabolizar horménios.
Uma alteragdo do equilibrio hidroeletrolitico provoca a reducdo da excrecdo de
fosfatos, sulfatos e acidos inorgéanicos, os quais se acumulam e causam acidose
metabdlica e diminuigcdo dos niveis de bicarbonato, associada a menor capacidade

de excretar ions H" e NH;" [15].

2.2 Hemodialise

A saude de pessoas que sofrem de IRC esta diretamente ligada a
possibilidade de purificagdo do sangue em sessdes de dialise onde, por processos
de difusdo através de membranas, devem ser eliminados metabdlitos que o
organismo produz e ndo é capaz de eliminar através dos rins.

Independentemente do tipo de processo — hemodialise, dialise peritoneal ou
hemofiltracdo [16] — ha necessidade do uso de solucbes dialisadoras, que sao
preparadas pela dissolugdo de sais e outras substancias em grandes volumes de
agua, que podem constituir uma grande fonte de contaminacdo se nao forem

adequadamente tratadas.
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Na hemodialise, o sangue do paciente entra em contato com a solugao pré-
dialise, no dialisador, por meio de uma circulagdo extracorpérea. O sangue fica
separado da solucédo pré-hemodialise por uma membrana semipermeavel, através
da qual passam os solutos toxicos que deveriam ter sido eliminados pelos rins. A
solugédo pré-hemodiadlise deve conter aqueles solutos que o sangue deve manter
(Na*, Ca®*, Mg®*, K" e CI'), para que estes ndo sejam dialisados.

A solugdo pré-hemodialise €& obtida a partir da mistura de agua e
concentrados salinos acidos e basicos. Faz-se a mistura de 1 parte de solu¢ao acida
com 1,22 parte de solugao basica e 32,78 partes de agua para dialise. Um paciente
renal crénico entra em contato com esta solugdo em uma freqiiéncia de 3 vezes por
semana, em sessdes de hemodialise, com duragcdo de 4 horas cada. Em cada
sessao, o fluxo de solucido pré-hemodialise € de 500 mL por minuto, perfazendo um
total de 120 L nas 4 horas de tratamento. Desta forma, o paciente tem contato direto
com 360 L de solugao pré-hemodialise por semana.

Na dialise peritoneal, a solugcdo pré-didlise € introduzida na cavidade
peritoneal do paciente, de tal modo que, dentro do abdémen, o sangue é purificado
por meio de trocas que ocorrem por difusdo através da membrana peritoneal. A
solucao para dialise deve conter a mesma concentracédo salina que a solugao pre-
hemodialise. No entanto, ela deve ser estéril.

Na hemofiltragdo, é utilizada uma solu¢do de re-injegdo estéril, de
composi¢cao semelhante a pré-hemodialise. Também neste caso, ha circulagao
extracorpérea do sangue que, submetido a uma forte pressado hidrostatica, perde
tanto soluto quanto agua através da membrana. O mesmo volume de agua perdido
pelo paciente é reposto pela solugéo de re-injecdo, mas sem os solutos toxicos.

E importante observar que as solu¢des pré-didlise entram em contato muito
proximo com o0 sangue dos pacientes, sendo separados apenas pela membrana
semipermeavel, que permite facilmente a transferéncia de ions [17].

A seguranca do tratamento dialitico tem como um de seus determinantes a
qualidade das solugbes empregadas no processo de dialise. A contaminagao das
solucdes pré-dialise pode ocorrer através da agua utilizada no preparo das mesmas,
através dos concentrados salinos ou ainda dos residuos de agentes quimicos
usados na desinfec¢ao dos equipamentos de dialise.

Como o paciente renal entra em contato com 360 L de solucdo pré-

hemodialise por semana, convém que a agua receba certos cuidados para que
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contaminantes quimicos, bacterioldgicos e téxicos nao sejam transferidos para os
pacientes.

Devido a necessidade de redugcao dos riscos aos quais ficam expostos os
pacientes que se submetem a didlise, a agua tratada utilizada no preparo da solugao
pré-hemodialise deve ser processada de modo que apresente um padrao [18], de
acordo com a Tabela 1, ou seja, uma minima contaminagdo bacteriana possivel e

reduzida presenca de qualquer substancia ou elemento contaminante.

Tabela 1 — Contaminantes e seus niveis maximos de concentragdo em agua de

dialise.

Componentes Valor maximo permitido Freqliéncia de analise

Coliformes totais Auséncia em 100 mL Mensal
Bactérias heterotroficas 200 UFC mL™ Mensal
Endotoxinas 1 ng mL™ Mensal
Nitrato, Calcio 2mg L™’ Semestral
Aluminio 0,01 mg L Semestral
Cloramina 0,1 mg L™ Semestral
Cloro 0,5mg L Semestral
Fluoreto 0,2mg L Semestral
Sédio 70mg L™ Semestral
Magnésio 4mglL™” Semestral
Potassio 8mgL" Semestral
Bario, Zinco e Cobre 0,1 mg L™ Semestral
Sulfato 100 mg L Semestral
Arsénio, Chumbo e Prata 0,005 mg L Semestral

Cadmio

0,001 mg L

Semestral



Cromo 0,014 mg L Semestral
Selénio 0,09 mg L™ Semestral
Mercurio 0,0002 mg L™ Semestral

Fonte: Resolugdo RDC (ANVISA) n°. 154, de 15 de Junho de 2004. Diario Oficial da Unido: Poder
Executivo, de 17 de Junho de 2004.

De acordo com a Comissdo de Toxicologia da IUPAC [19], solu¢des pre-
hemodialise ndo devem conter mais do que 15 ug Al L. Um limite de 10 yg Al L™ ¢
estabelecido para a agua usada no preparo da solugao pré-hemodialise [20].

Osmose reversa € o método de tratamento para obtengao da agua de dialise,
uma vez que fornece agua com baixa concentragao de Al(lll), assim como uma baixa
concentragdo de outros cations e elimina contaminantes orgénicos que podem
contribuir com problemas relacionados a hemodialise. A deionizagdo da agua é outro
método de tratamento escolhido, mas sabe-se que ele requer um monitoramento
mais cuidadoso, pois a troca de Al(lll) pela resina pode ser seguida de uma
imprevisivel eluigdo deste analito.

Quando a agua usada no dialisador é fluoretada, Al(lll) pode atravessar
facilmente a membrana. A presenca de fluoreto em concentracdo equivalente a de
Al(lll) pode formar o mineral criolita (NasAlFg), de dificil remogao do sistema de

tratamento [21].

2.3 Aluminio e Ferro no organismo

No organismo dos seres humanos, os elementos traco podem ser divididos
em essenciais e nao-essenciais. Os primeiros sdo fundamentais para o
desenvolvimento e a manutencédo da vida, devido a sua participacdo em diversos
processos bioquimicos. Sua deficiéncia ou auséncia na dieta ocasiona patologias
carenciais. Por outro lado, o excesso destes elementos pode causar efeitos toxicos
ao organismo.

Os elementos nao-essenciais sao aqueles que nao participam do

metabolismo humano e podem gerar sérios danos a saude.
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O AI(IIl) € um elemento nao essencial. Porém, esta presente no organismo
humano. A exposicdo a este elemento se da oralmente, através de alimentos e
medicamentos ou, ainda, através de solug¢des de nutrigdo parenteral [22]. O Al(lIl) é
um elemento onipresente no ambiente. Também, é o metal mais abundante na
crosta terrestre, perfazendo cerca de 8% de sua massa [23]. O homem tem contato
com o Al(lll) ou seus compostos diariamente, ingerindo de 10 a 100 mg, tanto por via
oral, como por inalagao, através de alimentos, utensilios domésticos, medicamentos,
particulas de pd, assim como através da agua potavel, uma vez que sulfato de Al(lll)
€ usado como floculante em seu processo de purificacao.

A exposigao geral dos seres humanos ao Al(lll) € grande, mas devido a sua
baixa absorgao intestinal em individuos sadios, os problemas sdo minimizados. Uma
pequena parte é absorvida, passando para a corrente circulatéria e sendo eliminada
por via renal. Os efeitos toxicos do elemento sao mais evidentes em individuos com
a fungao renal comprometida, pois Al(lll) € absorvido pelos rins e deposita-se no
organismo, principalmente no tecido 6sseo, onde faz trocas com calcio, 0 que causa
Osteodistrofia e Encefalopatia [22]. O tratamento da doenca éssea causada por
acumulo de Al(lll) é feito através da administragdo do agente quelante
Desferrioxamina B (Desferal®) (DFO). Em um paciente com Encefalopatia, mesmo
que 500 pg de AI(lll) sejam transferidos do plasma sanguineo para o dialisador
durante as 4 h da sess&o de hemodialise, ainda permanecem resquicios de Al(lIl)
em diversos tecidos de seu organismo, pois apenas 1% do Al(lll) total esta presente
no plasma [23].

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), é
recomendado que o Al(lll) sérico dos pacientes em tratamento hemodialitico regular
seja determinando anualmente. A quantificagdo do Al(lll) sérico € um indicador util
do grau de contaminagdo do paciente, quando determinando em intervalos
regulares.

O nivel do Al(lll) sérico em pacientes renais deve ficar abaixo de 30 pg L™.
Para pacientes cujo nivel exceder este valor, € recomendado o tratamento com o
agente quelante DFO [23-24]. DFO ¢é a unica droga amplamente aceita e usada para
a remocgao da sobrecarga de AI(lll) no organismo. Pacientes renais crénicos,
intoxicados por Fe(lll), também s&o tratados com DFO, através de infusdes

subcutaneas aplicadas durante o periodo de 12 a 24 h/dia, por até uma semana.
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DFO forma complexos estaveis com Al(lll) e Fe(lll), eliminados em sessbes de
dialise. Por retirar Fe(lll) do organismo, pode provocar anemia.

Ferro € um elemento essencial a vida humana. Como um dos elementos mais
abundantes da crosta terrestre, gera um campo elétrico que protege a Terra dos
raios solares e das radiagdes cosmicas. Ainda, participa em inumeras reacdes
bioquimicas, como catalise, sintese do DNA, transporte de oxigénio e transferéncia
de elétrons. Em conjunto com aluminio, € o mais importante elemento metalico no
meio-ambiente terrestre [23].

No organismo humano, ferro esta disponivel como elemento funcional ou
reserva (de 3 a 5 g). A maior parte do elemento estd envolvida em ciclos, na
eritropoese e na homeostase. A segunda maior fragdo do elemento esta na forma de
ferritina e hemosiderina. No tecido humano, estad presente na hemoglobina e em
células enzimaticas. Apenas 4 mg estao ligados a transferina no plasma sanguineo,
cuja fungao é o transporte de ferro e sua troca entre os tecidos [23].

A absorg¢ao do elemento no organismo humano pode ser explicada, de forma
simples, como um processo de transposicdo do elemento no tecido intestinal. A
absorcao de ferro envolve a digestdo de alimentos, interagdes entre suas formas
livres e componentes de alimentos e a transferéncia de ferro da mucosa intestinal
para o interior do organismo pela circulagado sanguinea.

Ferro é excretado pela urina, fezes e pele, de forma lenta, na ordem de 0,5
mg por dia. A deficiéncia do elemento € mais comum em criangas € mulheres
gravidas, que dele necessitam com mais intensidade. Os efeitos da deficiéncia séo
decorrentes de anemia e do esgotamento de enzimas essenciais para os tecidos.
Doses terapéuticas de Fe(ll) sdo administradas como tratamento até a normalizagao
dos niveis de hemoglobina. Na deficiéncia de ferro, a absor¢do de metais pesados
pode se intensificar, e a os individuos ficam particularmente vulneraveis a cadmio e
chumbo.

O acumulo de ferro se da em individuos com extremamente elevadas taxas
de eritropoese (pacientes com talassemia), assim como em portadores da desordem
genética hemocromatose. Nestas condi¢cdes, quantidades elevadas de ferro séo
acumuladas pelo intestino, de forma anormal. Na hemocromatose, o acumulo de
ferro pode ser tratado com flebotomia, pela qual se pode remover cerca de 20 g de

ferro por ano [23].
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Acredita-se que uma das maiores razdes pela toxicidade do ferro as células é
sua capacidade de catalisar a producgao de radicais hidroxila (OH'), potentes agentes
oxidantes [23]. A droga DFO pode ser administrada em casos de intoxicagdo aguda
de ferro por ingestao acidental de medicamentos.

Ferro € um elemento de baixa toxicidade. Concentragbes acima de 200 mg
por dia sdo consideradas toxicas para seres humanos. O nivel de ferro aceitavel em
agua potavel varia de 100 a 300 mg L™ [23].

O nivel de Fe(lll) em agua de dialise e solugbes de concentrados salinos

ainda nao é regulamentado por 6rgaos de controle.

2.4 Determinagoes simultaneas através do uso de agentes complexantes

Diversos reagentes cromoforos tém sido relatados para a determinagao
espectrofotométrica de espécies metalicas em agua, como VPC [25-27], eriocromo
cianina R (ECR) [28-31] e cromazurol S (CAS) [32-33]. Estes complexantes foram
comparados em varios artigos publicados anteriormente [31, 34-36]. Analises por
injecao em fluxo (Flow Injection Analysis, FIA) usando detecgédo espectrofotométrica
[35, 37-40] e amperométrica [41] foram aplicadas, também, na determinacédo de
Al(lll) em analises de amostras ambientais, como agua e solo. A determinacgéo
simultanea de Al(lll) e Fe(lll) foi investigada em amostras de ligas metdlicas em
solucdo [42]. Amostras de plantas foram analisadas por EAM, aplicando-se ECR
como complexante para Al(lll), enquanto que Fe(lll) foi determinando por EAA [43].

A determinagao voltamétrica de Al(lll) e Fe(lll) com em concentrados salinos
para hemodialise foi descrita recentemente [1]. No entanto, o método necessita de
aquecimento para acelerar a reagao entre Al(lll) e o complexante Violeta de
Solocromo RS (VSRS).

Para fluidos poOs-hemodialise, a caréncia de metodologias para acessar
espécies quimicas pode estar relacionada a complexidade e variabilidade das
amostras e, em parte, devido ao fato de que tais amostras sao simplesmente

consideradas residuo e descartadas apds o término da sessédo de hemodialise.
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2.5 Reacgoes de coordenagao

De forma geral, em todas as reag¢des quimicas as moléculas e os ions tendem
a aumentar a estabilidade de seus elétrons de valéncia [23]. Em reagdes de
coordenagao, como por exemplo, reacées envolvendo acidos e bases de Lewis, os
pares de elétrons sdo doados pelas bases (bases de Lewis — doadores) e recebidos
por orbitais ligantes dos acidos (acidos de Lewis — receptores), de acordo com a

equagao (1):

A+ B« AB (1)

A formagdo de complexos metal-ligantes (M-L) em solugdo pode ser
exemplificada pela equacgao (2), o que também constitui uma reagao acido/base,

onde M é o acido e L é a base de Lewis:

M+ L < ML (2)

A estabilidade resultante do complexo ML, assim como seu comportamento
cinético, sdo consequéncias das interagdes fortes ou fracas dos orbitais d dos metais
de transigdo com os orbitais ligantes.

Os metais sao classificados em acidos duros e moles [23]. Esta classificagao
se baseia no numero de elétrons disponiveis na esfera de coordenacao. Os cations
metalicos do Tipo A possuem a configuracao eletronica dos gases inertes (d°) e, por
isso, correspondem aos cations de “esfera dura”. Estes ions podem ser visualizados
como esferas simétricas, que nédo sido deformadas por outros ions (pouco
polarizaveis). Os metais do Tipo B s&o altamente influenciados por outros ions, ou
seja, sao altamente polarizaveis e sao classificados como “esferas moles”.

Ha duas regras basicas para as reag¢des acido/base de Lewis:

1) Equilibrio — acidos duros se associam, preferencialmente, a bases

duras e acidos moles, a bases moles.

2) Cinética — acidos duros reagem facilmente com bases duras e,

acidos moles, com bases moles.
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Qualquer atomo deficiente em elétrons pode agir como um acido de Lewis.
Muitos compostos dos elementos do Grupo IlIA, como B e Al, sdo acidos de Lewis,
pois estes atomos s6 tém um sexteto de elétrons na camada externa. Muitos outros
compostos que tém atomos com orbitais vacantes também agem como acidos de
Lewis, como os haletos de Zn(ll) e Fe(lll) usados em reagdes organicas.

Os analitos Al(Ill) e Fe(lll) sdo exemplos de acidos duros. Por isso, formam
complexos preferencialmente com bases duras, ou seja, com fluoretos e ligantes que
possuem oxigénio como atomo doador. Agentes quelantes contendo apenas
nitrogénio ou enxofre como atomos doadores ndo formam complexos de estabilidade
apreciavel com Al(lll) e Fe(lll), pois ndo complexam adequadamente metais do Tipo
A [23].

A Figura 1 mostra a estrutura do complexante VPC, que pode ser considerado
uma base de Lewis apds a desprotonagdo de seus grupos acidos em solugao
aquosa. VPC possui 4 grupos acidos, mas 2 sitios de coordenagao: o grupo
sulfoxido e o grupo fendlico do anel ceténico (evidenciados). A desprotonagéo no
grupo sulfoxido esta ligada ao fato de que este grupo exerce um efeito indutivo muito
forte sobre os elétrons da estrutura aromatica e seu proéton fica mais positivo. Assim,
a perda do proéton para a solugao aquosa € favoravel, pois ele € um acido forte. O
grupo fendlico do anel ceténico também & um acido forte, se comparado aos grupos
fendlicos do anel aromatico, uma vez que o efeito indutivo do grupo carbonila faz
com que este préton seja muito mais positivo. Assim, o préton se separa mais facil, e
0 acido esta mais ionizado em solugdo aquosa. A desprotonacdo dos grupos
fendlicos do anel aromatico é menos favoravel, uma vez que estes grupos nao séo

muito acidos. Para pKa = 7,8, o indicador livre se apresenta na forma HsL".
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Figura 1 — Violeta de Pirocatecol (HsL', pKa = 7,8).

2.6 Calibragao multivariada em medidas espectrofotométricas

Calibragao ou regressao € um procedimento comum a todo processo analitico
que visa encontrar um modelo que relacione a variavel medida em um instrumento
com a propriedade que se deseja investigar. Este modelo € usado, posteriormente,
para fazer predigbes da propriedade investigada. Em Quimica Analitica, a
propriedade investigada €, geralmente, a concentragdo de uma espécie.

O modelo de calibragdo mais utilizado pelos quimicos € o modelo univariado,
assim denominado porque utiliza a reposta medida em um Unico sensor para
construir o modelo.

O modelo de calibragéo € obtido medindo a resposta do sensor em um grupo
de amostras de calibragdo com a concentragao do analito conhecida. O método do
ajuste dos minimos quadrados é geralmente usado para estimar os coeficientes de
regressao.

Com este modelo, predigdes em outras amostras podem ser feitas através de
medidas feitas para um unico sensor, tal que a resposta deve ser dependente
somente da espécie que esta sob investigacdo. Na presenca de interferentes, o
analito deve ser separado dos outros constituintes que influenciam o sinal [44].

A extracdo de informagdes dos resultados de procedimentos analiticos € parte
essencial de todo o experimento. A sofisticacdo de técnicas instrumentais de analise
quimica, impulsionada pela combinagao de instrumentos a computadores, produz

uma grande quantidade de informagao, muitas vezes complexa e variada.
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Meétodos de calibragdo multivariada [45] tém sido cada vez mais utilizados em
quimica analitica para o tratamento destes dados. Tém, como principio basico, a
utilizagcdo simultdnea de muitas variaveis, X4, Xa,..., X,, para a construgdo de um
modelo que relacione estas respostas a uma ou mais propriedades que se deseja
quantificar.

Um espectro de absor¢gao molecular € formado por medidas feitas em um
grande numero de comprimentos de onda. Estes dados constituem um sinal
multivariado e, se este sinal for incluido no processo de calibragao, pode-se fazer
quantificacbes multicomponentes ou determinar um Unico componente na presencga
de seus interferentes, contrariamente a calibracdo univariada, onde isto nao é
possivel.

O processo de calibragao é constituido por duas etapas: descritiva e preditiva
[44]. A primeira emprega um conjunto de medidas realizadas em uma série de
solugdes, cuja concentragao dos analitos € conhecida, para construir um modelo que
relacione a grandeza medida com a concentragao da espécie de interesse. A etapa
preditiva utiliza o modelo de calibragdo obtido na etapa anterior para prever as
concentracdes de uma série de amostras, com base nas medidas realizadas para
cada amostra.

A calibragdo multivariada sempre envolve duas matrizes, X e y, tal que X
representa a que contém variaveis independentes e y, as dependentes. Estas duas
matrizes s&o relacionadas por regressao.

Outro tipo de modelagem existente € a Analise de Componentes Principais
(Principal Components Analysis, PCA). Ao contrario da calibragdo multivariada, PCA
trabalha apenas com uma matriz X [45].

Para a compreensao dos fundamentos do PCA, sdo necessarias algumas
consideragdes iniciais.

Um conjunto ou matriz de dados constituido por variaveis, organizadas em
linhas e colunas, pode ser representado em um sistema cartesiano. Este sistema
cartesiano possui eixos, que podem ser redefinidos com o uso do PCA a partir de
projecoes. Desta forma, cada eixo passa a ser um componente principal (Principal
Component, PC), que maximiza a distancia entre pontos e minimiza a distancia
ponto-eixo, apontando para a diregdo de varianga maxima (PC1) e representando o
melhor ajuste entre os pontos. O PC responsavel pela segunda maior varianga, PC2,

sera ortogonal (ndo correlacionado) ao PC1, constituindo também um novo sistema
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de coordenadas. O termo varianca esta relacionado a extensao da faixa de valores
abrangida pelo PC.

PCA decompde a matriz X em “estrutura®, um grupo de duas matrizes de
dimensdes reduzidas, que constituem o modelo de componentes principais e, em
uma outra matriz, contendo apenas o residuo da analise. Na “estrutura”, ha PC’s que
se estendem sobre as dire¢des de maior varianga e, no residuo, ha PC’s onde o
aglomerado de dados possui uma varianga suficientemente pequena para ser
rejeitada. De forma simplificada, ha uma reducdo na dimensionalidade dos dados
pois apenas os PC’s mais representativos, resultantes de combinagdes das variaveis
originais, sdo reunidos em uma nova matriz, uma aproximacgao da matriz original X.

Em termos de notagdo matematica, PCA é descrito pela equacgao (3):

X=TP'+E (3)

A matriz T € a matriz dos scores e a matriz P, dos loadings. E é a matriz que
constitui o erro ou o residuo do modelo. O produto das matrizes T P' constitui o
modelo de componentes principais que descreve a estrutura de correlacdo das
variaveis da matriz X.

A matriz de scores esta relacionada as novas coordenadas das amostras com
relacdo aos PC’s. Um grafico de scores chama-se mapa das amostras.

A matriz de loadings esta ligada as relagdes entre as variaveis originais e 0s
novos PC’s, ou seja, o quanto cada variavel contribui ou qual o peso de cada
variavel para cada PC. Um grafico de loadings chama-se mapa das variaveis.

O objetivo do método PCA é a simplificacdo do conjunto de dados, de forma
que, em alguns casos, um grande numero de variaveis (como absorvancias em
diversos comprimentos de onda) pode ser representado por apenas 2 ou 3 PC’s,
que podem ser observados em graficos bidimensionais.

As diferengas entre as coordenadas das amostras no sistema original e no
novo e a perda de informagdo devido a projegdo para redugdo da dimensdo sao
consideradas como erro ou residuo do modelo.

Sabe-se que os PC’s que constituem o modelo PCA sdo um conjunto de
linhas ortogonais determinadas por dire¢cbes de maxima varianga. Eles tém uma

origem comum, e ha inumeras formas para a escolha desta origem. Em alguns
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casos, pode-se fazer o uso da origem inicial dos dados. No entanto, de forma geral,
este procedimento n&o gera dados 6timos. Também, pode-se mudar a origem do
espaco das variaveis para o centro do aglomerado das variaveis, o “ponto medio”.
Este procedimento denomina-se “centrar na média” e a nova origem, comum aos
PC’s, € chamada “centro médio”.

A calibragdo multivariada para X e y €, raramente, apenas estabelecer e
encontrar um modelo entre as matrizes. E necessario que este seja util na predigéo
futura. Ou seja, usar o modelo partindo de X para estimar y. Apds, € necessario
testar o modelo e/ou predicdo numa matriz ainda ndo envolvida no desenvolvimento
do modelo. Ou seja, validar o modelo em um grupo teste, que deve ser
representativo [45].

Os métodos Regressdo Linear Multipla (Multi Linear Regression, MLR),
Regressao por Componentes Principais (Principal Components Regression, PCR) e
Regressdo dos Minimos Quadrados Parciais (Partial Least Squares, PLS) sdo os
mais utilizados para a obtencdo de modelos de calibragdo multivariada em medidas
espectroscopicas.

Dentre estes, o MLR é o mais simples. Neste método, as variaveis a serem
previstas (y) sdo estimadas utilizando-se uma combinacéao linear entre as variaveis

independentes encontradas na matriz X, conforme a equacgao (4):

y= bix1 + boxs + byx, = Xb (4)

onde b é um vetor como os coeficientes de regressao, X € a matriz que contém as
medidas analiticas de cada amostra considerada e n € o numero de amostras

utilizadas. O vetor b é calculado a partir da equacéo (5):

b = (X"™X)"X"y (5)

Quando os dados analiticos contém baixo ruido e nenhuma colinearidade, ou
seja, nenhuma relagao linear entre as absorvancias em diferentes comprimentos de
onda, o método MLR apresenta-se como a melhor solugédo para a obtencdo do

modelo de regressao [46]. No entanto, na maioria dos casos, o modelo carrega
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informacoes irrelevantes e ruidos do sistema. Além disto, se 0 numero de amostras
nao for igual ao de variaveis (X ndo constitui uma matriz quadrada) a inversa (X"X)
nao podera ser calculada.

O método PCR apresenta uma solugcdo para as limitagdes do MLR. Neste
método, a regressao nao é feita com os dados originais da matriz X, mas com dados
tratados por PCA, onde uma aproximagao da matriz original € usada, com dimenséao
reduzida. Embora o PCR proponha um tratamento dos dados por PCA, nem sempre
ha a eliminagdo do ruido do sistema.

O método PLS, desenvolvido por Herman Wold [47], envolve, simultanea e
independentemente, duas analises de componentes principais (PCA) [45], diferindo
do PCR, pois a informacédo dos valores de concentracdo é também utilizada para
extrair PC’s por projegao. Este processo torna a informagao das concentragdes mais
relevante para o modelo de calibragdo e resulta em um modelo com melhor
desempenho na predicdo em algumas aplicagdes; muito embora, os dois métodos
tenham o mesmo desempenho quanto a predicdo em um grande numero de
aplicagdes praticas.

Tem-se o0 método PLS para a regressao de uma variavel dependente de cada
vez, conhecido como PLS-1, e 0 método para a regressao de duas ou mais variaveis
simultaneamente, PLS-2.

No método PLS, basicamente, uma matriz contendo os espectros dos
padroes (X) € relacionada com outra matriz que armazena dados sobre as
concentragoes (y), resultando nas equacdes (6) e (7). A matriz X € decomposta em
matrizes de scores e loadings, assim sendo também com a matriz y. Os elementos T
e U sdo chamados de scores de X e y, respectivamente, e os elementos P e Q s&o
chamados de loadings de X ey, respectivamente. Ja as matrizes E e F representam

os erros ou residuos da modelagem de X e y.

X=TP'+E (6)
y=UQ'+F (7)

O PLS oferece possibilidade superior de interpretacdo. Como a matriz y

influencia a decomposi¢cao da matriz X, o método PLS resulta em 6timas predigdes.
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Utiliza-se a matriz X para a predicdo de valores da matriz y, obtendo-se yca
que é, entdo, comparada aos reais valores de concentracdo da matriz y, ou seja,

tém-se uma expressao para o erro do modelo de calibragédo, dado pela equagéo (8):

Erro do modelo = Yca — Yeal (8)

De modo simplificado, pode-se dizer que esta expressao representa a
diferencga entre o valor predito e o valor de referéncia para a calibragao.

Esta expressao pode ser elevada ao quadrado, e dividida pelo numero de
amostras, n, originando a equagéao (9), que demonstra, entédo, o residuo do modelo

de calibracgao:

O residuo do modelo refere-se ao que n&o & explicado por T P".

Para estimar-se o erro do modelo de calibragao, utiliza-se o erro quadratico
padrao de calibragao [48] (Root Mean Square Error of Calibration, RMSEC), a raiz
quadrada do residuo, dado pela equacao (10), nas unidades originais do conjunto de

dados em questao:

RMSEC = \/ (9cal - ycal)z/n (10)

Usa-se o grupo teste na predigéo, ou Xpred, para a predicdo dos valores Ypred,
com um grupo de dados nao envolvido na calibragdo. Entdo, pode-se comparar
novamente o valor de referéncia e o predito, obtendo-se agora o erro do modelo de

predi¢do, dado pela equagéao (11):

Erro do modelo = Ypred — Ypred (11)
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Também de modo simplificado, pode-se dizer que esta expressao representa
a diferenca entre o valor predito e o valor de referéncia para a predicao. Tem-se o

residuo do modelo de predi¢do, pela equagao (12):

Residuo =(ypred - ypred)z/n (1 2)

Para estimar-se o erro do modelo de predig¢ao, utiliza-se o erro quadratico
padrdao de predicdo, RMSEP (Root Mean Square Error of Prediction), a raiz
quadrada do residuo do modelo de predigédo, dado pela equagao (13), nas unidades

originais do conjunto de dados:

RMSEP = (Jpred — Ypred)?/n (13)

A quantificagcdo multicomponente de metais € um dos problemas de interesse
corrente na literatura, e métodos para a determinacéo de dois a quatro componentes
sao relatados para analises de metais.

Poppi e colaboradores [49-50] executaram a determinagdo simultanea de
Al(Ill) e Fe(lll), através de métodos PLS, usando-se Alaranjado de Xilenol (AX) como
complexante em amostras de extratos de plantas. Os analitos Ca(ll) e Mg(ll) foram
determinados em amostras de concentrados salinos com Negro de Eriocromo T e
métodos PLS [51].

Também, o reagente piridilazo resorcinol (PAR) foi citado como um regente
viavel para determinagdes multicomponentes de diversos metais [52-56].

Analitos como Al(lll) e Be(ll) foram determinados em amostras geoquimicas
por Madrakian [57], enquanto que Cu(ll), Co(ll) e Ni(ll) [58] e Al(lIl), Fe(lll) e Cu(ll)
[42], em solugdes de ligas metalicas por métodos PLS.

Determinagdes multicomponentes para Sb(lll) e Sb(V) [59], farmacos [60-66],
aminoacidos [67] e vitaminas [68] em formulacdes farmacéuticas também foram
desenvolvidas utilizando-se os métodos de regressdao PLS. A determinagdo de
drogas antiepilépticas em amostras biologicas foi relatada em trabalho publicado por
Rezaei [69]. Pesticidas foram determinados através de métodos PLS em vegetais e
frutas [70] e Cu(ll), Zn(ll) e Fe(lll), em amostras de mel [71].
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2.7 Planejamento experimental

Um dos problemas mais comuns na Quimica experimental é a determinacéo
da influéncia de uma ou mais variaveis sobre outra variavel de interesse. Ou seja,
como a resposta de uma medida ou observacido depende de outros fatores.

Para isso, devem-se determinar quais sao os fatores e as respostas de
interesse para o sistema que se deseja estudar. Os fatores, ou as variaveis
controladas pelo experimentador, podem ser qualitativos ou quantitativos. Pode
haver mais de uma resposta de interesse [72].

Um planejamento experimental requer a especificagcdo dos niveis em que
cada fator sera estudado, isto €, os valores dos fatores que sdao empregados nos
experimentos. Um planejamento experimental requer a execugdo de experimentos
para todas as possiveis combinagdes dos niveis dos fatores. Em geral, se houver n4
niveis do fator 1, ny niveis do fator 2, ..., e nx do fator k, o planejamento sera um
fatorial nixnyx...xnx. Este € o numero minimo de experimentos a serem realizados
para se ter um planejamento completo.

Ferré e colaboradores [73] apontam que um planejamento de misturas deve
fornecer resultados mais exatos, uma vez que estes modelos acomodam melhor as
interacdes entre os elementos e as diferengas cinéticas na formagao dos complexos.
Haaland [74] justifica em seu trabalho que um planejamento ortogonal de misturas é
superior a um planejamento aleatério por acomodar, de forma mais eficiente, as

interagdes possiveis com menos amostras de calibracao.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentagao

- Sistema de purificacdo de agua Milli-Q, resistividade 18,2 MQ.cm (Millipore,
Bedford, USA);

- Balanga analitica com 4 casas de precisao (Sartorius);

- Cémara de fluxo laminar Classe 100 (Trox do Brasil);

- Espectrofotobmetro UV-visivel com arranjo de diodos HP 8453 (Hewlett Packard);

- Computador com processador Pentium (Hewlett Packard);

- Polarégrafo 693 VA Processor e 694 VA Stand (Metrohm);

- Software:
HP UV-Visible ChemStations (Hewlett Packard);
The Unscrambler, versdo 6.11 (CAMO A/S).

3.2 Reagentes e solugodes

A agua utilizada nos ensaios foi destilada, deionizada e purificada por um
sistema Milli-Q. A solucdo padrao estoque de Fe(lll) 100 mg L™ foi preparada a partir
da dissolugao de ferro em p6 em uma mistura de 2 mL de acido cloridrico e 5 mL de
acido nitrico concentrados e o volume foi completado com agua em balédo

volumétrico de 1000 mL. As solucdes de trabalho foram preparadas a partir de
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aliquotas retiradas desta solugcao estoque de Fe(lll), assim como de uma solugéo
padréo estoque de Al(Ill) 100 mg L™, preparada a partir de solugdo padrao de Al(Ill)
1000 mg L™ (Merck, Darmstadt, Alemanha).

A solucdo aquosa de violeta de pirocatecol (VPC) 10 mM (Aldrich, EUA) foi
preparada pela dissolugado de 0,4 g de corante em 100 mL de agua. A solugéo foi
armazenada em temperatura de 4 °C, sendo efetiva por 3 meses ao abrigo da luz. A
solugdo tampao de hexametilenotetramina (HMTA) 0,6 M (pH 6,1) foi preparada
dissolvendo-se 8,4 g do reagente em 100 mL de agua, sendo mantida sob

refrigeragao até o uso.

3.3 Controle da contaminagao

Para garantir uma superficie livre de contaminacdo por Al(lll), apenas
materiais plasticos foram empregados nas andlises. Todos os materiais foram
deixados por, pelo menos, 48 h em solugdo 10% de HNO3; em etanol (v/v) e lavados
abundantemente com agua purificada imediatamente antes do uso. Todo o preparo
das amostras foi realizado em uma camara de fluxo laminar Classe 100 para evitar

contaminacao pelo ar.

3.4 Coleta de dados por EAM

As medidas de absorvancia foram realizadas na faixa de comprimentos de
onda de 190 a 1100 nm com resolucao espectral de 1 nm e 1 cm de percurso 6tico
em cubetas de quartzo. Todos os dados espectrais coletados através do software
HP UV-Visible ChemStations foram convertidos para formato DX e importados pelo
software The Unscrambler. Em seguida, trataram-se os dados utilizando-se os
métodos PLS e PCR.
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3.5 Formagao dos complexos de Al(lll)-VPC e Fe(lll)-VPC

No preparo destas solugdes, foram usados frascos plasticos volumétricos de
polietilieno de 10 mL. Para as medidas espectrofotométricas, utilizaram-se os
parametros de leitura especificados no item 2.4. Os espectros foram coletados
usando-se, como branco, uma solugao do complexante em presenga de tampao, em
condicdes especificas, descritas abaixo, para cada caso.

As condicdes experimentais empregadas, como pH, solugdo tampao e tempo
de complexacido se basearam em dados de literatura publicados anteriormente [20,
22].

3.5.1 Ensaios para a formagao do complexo Al(lll)-VPC

Volumes adequados de solugdo padrao estoque Al(lll) 100 mg L™ foram
utilizados para obter-se solugdes de trabalho com concentragdes de 0,2 a 1,0 mg L
Al(Ill), adicionando-se agua, seguido de 0,2 mL de VPC 10 mM e tamponamento
com 1,0 mL de HMTA, completando-se o volume com agua a 10 mL. As medidas
espectrofotométricas foram executadas imediatamente apds o preparo das solugdes

para a verificagao da linearidade do sistema.

3.5.2 Ensaios para a formagao do complexo Fe(lll)-VPC

Da mesma forma, prepararam-se solug¢des de trabalho com concentragdes de
0,2 a 1,0 mg L™ Fe(lll), adicionando-se VPC e solugdo tamp3o, completando-se o
volume com agua a 10 mL. As medidas espectrofotométricas foram executadas
imediatamente apds o preparo das solugdes para a verificagao da linearidade do

sistema.
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3.6 Ensaios para a escolha das condigcbes experimentais ideais para
Al(llN)/Fe(ll1)-VPC

No preparo destas solugdes, foram usados frascos plasticos volumétricos de
polietileno de 10 mL. Os dados espectrais foram coletados conforme os parametros
descritos no item 2.4, usando-se como branco, uma solugdo do complexante VPC

em presenca de tampao HMTA, em condi¢cbes especificas para cada ensaio.

3.6.1 Concentragao do complexante VPC

Para a verificagdo da concentracao ideal de VPC, foram preparadas solugdes
em meio aquoso contendo misturas binarias de Al(lll) e Fe(lll), abrangendo uma
faixa de concentragdes de 0,2 a 1,0 mg L. Aleatoriamente, foram escolhidas as
seguintes misturas dos analitos: 0,2 mg L™ Al(lll) e 0,2 mg L™ Fe(lll) (Amostra 1);
0,2 mg L™ Al(lll) e 0,8 mg L™ Fe(lll) (Amostra 2); 0,4 mg L™ Al(lll) e 0,4 mg L™ Fe(lll)
(Amostra 3); 0,4 mg L™ Al(lll) e 0,6 mg L™ Fe(lll) (Amostra 4); 0,6 mg L™ Al(lll) e 0,6
mg L™ Fe(lll) (Amostra 5); 0,6 mg L™ Al(lll) e 0,8 mg L™ Fe(lll) (Amostra 6); 0,8 mg L~
T Al(lIl) e 0,4 mg L™ Fe(lll) (Amostra 7); 0,8 mg L™ Al(Ill) e 1,0 mg L™ Fe(lll) (Amostra
8); 1,0 mg L™ Al(lll) e 1,0 mg L™ Fe(lll) (Amostra 9).

Adicionou-se 0,2 mL de VPC nas seguintes concentragées: 0,5; 1,0; 5,0 e 10
mM. Adicionou-se, também, um volume fixo de 1,0 mL de solu¢do tampao HMTA 0,6
M e completou-se o volume a 10 mL com agua. As medidas espectrofotométricas

foram executadas apo6s 2 h do preparo das solucoes.

3.6.2 Tempo de repouso para complexagao

A fim de observar-se o tempo ideal de repouso das solugbes previamente a
coleta dos dados espectrais, prepararam-se solugdes contendo misturas binarias de
Al(Ill) e Fe(lll), abrangendo uma faixa de concentragées de 0,2 a 1,0 mg L™ e
adicionadas de 0,2 mL de VPC 10 mM e 1,0 mL de solugcédo tampao HMTA 0,6 M,

completando-se o volume final a 10 mL com agua.
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Aleatoriamente, foram escolhidas as seguintes misturas dos analitos: 0,2 mg
L™ AI(Il) e 0,2 mg L Fe(lll) (Amostra 1); 0,4 mg L™ Al(ll) e 0,4 mg L™ Fe(lll)
(Amostra 2); 0,8 mg L™ Al(lll) e 0,8 mg L™ Fe(lll) (Amostra 3); 1,0 mg L™ Al(lll) e 1,0
mg L™ Fe(lll) (Amostra 4).

Foram executadas medidas espectrofotométricas nos seguintes tempos de
repouso: 0; 30; 60; 90; 120; 150 e 180 min.

3.7 Calibragao Multivariada aplicada a determinagao simultanea de Al(lll) e
Fe(lll) com VPC

3.7.1 Analise de Componentes Principais (PCA)

Para analise exploratoria dos dados, 25 misturas binarias dos analitos, com
concentragdes individuais na faixa de 0,2 a 1,0 mg L™, foram preparadas em solugéo
aquosa e adicionadas de VPC e solucao tampao HMTA. Os dados espectrais foram
submetidos ao PCA, previamente ao desenvolvimento dos modelos PLS e PCR.
Similarmente, prepararam-se 25 misturas binarias dos analitos em solugdes pré-
hemodialise para a coleta dos dados espectrais e tratamento por PCA.

Foram analisados dados centrados e nao centrados na média a fim de

comparacgao dos resultados.

3.7.2 Métodos de Regressao

Vinte e cinco misturas binarias dos analitos, com concentragdes individuais na
faixa de 0,2a 1,0 mg L™, foram preparadas em solugéo aquosa e adicionadas de 0,2
mL de VPC e 1,0 mL de solugao tampao HMTA. Treze solucdes foram usadas como
matriz de calibracao e 14 solugdes foram usadas como grupo de predicao.

Uma outra matriz, constituida por 25 misturas binarias dos analitos em
solugéo pré-hemodidlise, foi preparada similarmente. Da mesma forma, 13 solug¢des
constituiram o grupo de calibragéo e 14, o grupo de predigao.

Foram feitas medidas espectrofotométricas 120 minutos apds o preparo das

solucdes. Os modelos PLS e PCR foram estudados para cada matriz. Foram
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analisados 2 grupos distintos de dados espectrais (dados de absorvancia de 910
comprimentos de onda por amostra e dados de absorvancia de 580 comprimentos
de onda por amostra).

As misturas binarias empregadas na construgdo dos modelos de calibragéo

estio reunidas na Tabela 2.

Tabela 2 - Misturas binarias dos analitos Al(lll) e Fe(lll) empregadas na construgao

do modelo de calibragao para solugdes aquosas e solugdes pré-hemodialise.

AI(lll) adicionado Fe(lll) adicionado Amostra
mg L™ mg L™

0,20 0,20 Al2Fe2
0,20 0,60 Al2Feb6
0,20 0,80 Al2Fe8
0,40 0,20 AldFe2
0,40 0,40 Al4Fe4
0,40 0,80 Al4Fe8
0,60 0,40 Al6Fe4
0,60 0,80 Al6Fe8
0,80 0,20 Al8Fe2
0,80 0,60 Al8Fe6
1,00 0,20 Al10Fe2
1,00 0,40 Al10Fe4
1,00 1,00 Al10Fe10

3.7.3 Aplicagao a amostras de fluido pés-hemodialise

As amostras reais utilizadas neste trabalho foram cedidas por um centro de
nefrologia da cidade de Santa Maria/RS. O método proposto foi aplicado a
quantificacdo simultdnea dos analitos em 6 amostras de fluido pds-hemodialise

coletadas de 6 pacientes renais em um periodo de 4 semanas. Para a construcao de
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um grupo independente para a validagdo do método, varias amostras foram
coletadas de cada paciente e uma mistura das mesmas foi usada.

Um fator de diluicdo de 1:10 foi empregado para o preparo das amostras de
fluido pés-hemodialise. Adicionou-se 0,2 mL de VPC e 1,0 mL de solugcdo tampao
HMTA a cada solugao e o volume foi completado com agua a 10 mL em frascos de
polietileno. Um intervalo de 120 minutos antes da coleta dos dados espectrais foi
necessario para o completo desenvolvimento da cor.

Medidas por voltametria adsortiva de redissolugdo (Adsorptive Stripping
Voltammetry, AdSV) foram usadas como método comparativo, através da
complexacao de Al(lll) e Fe(lll) ao VSRS 0,5 mM. As solugdes foram previamente
aquecidas por 10 minutos em temperatura de 90 °C para acelerar a reagao entre
Al(lll) e VSRS [1].

Os voltamogramas foram coletados com o eletrodo de trabalho de mercurio
operando no modo estacionario (Hanging Mercury Drop Electrode, HMDE) em uma
faixa de potenciais de -100 a -800 mV. As medidas foram obtidas usando-se um
potencial de adsor¢cédo de -100 mV (5 s), com amplitude de pulso de -50 mV e
varredura de 20 mV s™'. Um eletrodo auxiliar de platina foi usado e os potenciais
foram medidos em relagdo a um eletrodo referéncia de Ag/AgCI/KCI 3 M. O volume
usado na ceélula foi de 10 mL. As medidas foram executadas em temperatura de 20 +
3 °C.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Formacgao dos complexos dos analitos com VPC

Em estudo publicado anteriormente [37], os reagentes VPC, ECR e CAS
foram investigados de acordo com suas capacidades de formar complexos com
Al(Ill). Bandas de absorgdo sobrepostas foram observadas em todos os casos. No
entanto, uma melhor resolucdo entre bandas foi obtida com VPC. Por este fato, o
reagente VPC foi escolhido para a determinacao simultanea de Al(lll) e Fe(lll) no
presente trabalho. Segundo Hawke [37], VPC reage preferencialmente com Al(lll)
quando comparado a ECR e CAS.

O complexante VPC e o tampao HMTA foram amplamente testados para a
formagao de complexos entre Al(lll) e VPC, em pH ideal 6,1 [26, 28, 35, 37, 39]. De
acordo com estas informacdes, foram preparadas solugdes dos analitos em VPC e
tampao HMTA para as medidas espectrofotométricas. Em um primeiro momento, as
solucdes de VPC e HMTA foram testadas com base nas condi¢cdes publicadas [28,
35, 37].

Foram obtidos dados de absorvancia para o comprimento de onda maximo
(Amax) para Al(ll1)-VPC e Fe(lll)-VPC. As curvas de calibragdo univariadas, para cada
sistema, estéo representadas na Figura 2.

Considerando a complexidade das amostras de fluido pés-hemodialise que,
além de apresentarem alta concentragao salina (forga ibnica ca. 0,2 M) [75], contém
compostos organicos excretados pelos pacientes, foram calculados os valores de
absortividade molar (g) para Al(lll)-VPC e para Fe(lll)-VPC neste meio. Os valores
de g, considerados como a inclinagdo da reta determinada por regressao linear,
foram 2,4 x 10* e 3,4 x 10* M cm™, respectivamente. Tais valores conferem com
dados publicados em agua pura [35, 37], verificando-se que mudancas na
sensitividade das medidas em fluidos pds-hemodidlise ndo foram observadas. Os

dados utilizados para o calculo de € estdao na Tabela 3.
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Figura 2. Curva de calibragéo univariada para Al(Il1)-VPC (Amax 570 nm) e Fe(lll)-VPC (Anax 607 nm)

(n=3).

Tabela 3 - Dados utilizados para o calculo de € em amostras de fluido pds-

hemodialise.

Al(Il) Al(I) A Fe(lll) Fe(lll) A

mg L M 570 nm mg L M 607 nm
0,2 7,406 x 10° 0,13063 0,2 3,584 x 10° 0,17123
0,4 1,481 x 107 0,32724 0,4 7,168 x 10° 0,30704
0,6 2,222 x 10° 0,50742 0,6 1,075 x 107 0,40071
0,8 2,962 x 10° 0,70982 0,8 1,434 x 107 0,53848
1,0 3,703 x 10° 0,84949 1,0 1,792 x 107 0,67295
y = 24.579,2x — 0,041 y = 34.451,7x + 0,048

€=

24x10* M em™

€=34x10*M"cm’

Os valores calculados para € sao da ordem de 10.000, ou seja, correspondem

a transigdes ™ — T encontradas no ligante organico VPC (transigdes eletrénicas de
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elétrons em orbitais 1 — ligacdes duplas ou triplas - a orbitais excitados livres 1)
[76].

4.2 Ensaios para a escolha das condigcées experimentais ideais para
Al(ll)/Fe(lll)-VPC

4.2.1 Concentragao do complexante VPC

Quatro valores de concentragdo de VPC foram investigados com base em
trabalhos publicados anteriormente [26, 28, 35, 37, 39]: 0,5; 1,0; 5,0 e 10 mM.

De acordo com Rgyset [35], se uma menor concentragdo de complexante é
usada, o sistema pode se tornar muito sucetivel a mudancas na cinética da reacao
causadas por possiveis interferentes. Um excesso molar de VPC frente ao Al(lll) é
desejavel, a fim de minimizar interferéncias oriundas de anions que formam
complexos com este analito.

O volume adicionado de tampao HMTA 0,6 M (0,2 mL) foi considerado
suficiente para a manutencdo do pH do meio, em todas as solugdes teste. A adigao
de volumes maiores de HMTA, tais como 2 ou 3 mL, gera valores de absorvancia
muito elevados para a solugao branco, impossibilitando a coleta dos dados das
solugdes de trabalho e das amostras por EAM [35, 37].

De acordo com a Figura 3, as concentragdes 0,5 e 1,0 mM de VPC séao
insuficientes para a formagao dos complexos de Al(lll) e Fe(lll), a partir de solugbes
que apresentam concentragdes de 0,4 mg L' dos analitos (Amostra 2). As
concentragdes de 5 e 10 mM de VPC geram uma resposta linear para os valores de
absorvancia em todas as amostras. No entanto, a concentragdo de 10 mM garante a
formagao dos complexos, inclusive em solugdes que apresentam uma concentragao
dos analitos superior a 0,8 mg L™ (Amostras 8 e 9). Assim, a partir deste momento,

empregou-se uma solu¢ado de VPC 10 mM para o preparo das solu¢des de trabalho.
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Figura 3. Escolha da concentragéo ideal de VPC em tamp&do HMTA (pH 6,1). Apax 584 nm.

4.2.2 Tempo de repouso para complexagao

A reacao de Al(lll) e Fe(lll) com AX foi investigada por Poppi e colaboradores
[49-50]. Estes estudos mostraram que a reagao de AX com Al(lll) e Fe(lll) em
solugdo aquosa €& complexa, visto que as espécies M-AX (M=Al,Fe) podem ser
formadas através de varios equilibrios, todos dependentes do pH e da razao
[AX]/[M]. Também, a cinética de reagdo € muito lenta, pois um intervalo de 120 a 240
minutos é necessario para o desenvolvimento da cor antes da coleta dos dados.

A Tabela 4 mostra dados de absorvancia obtidos em 7 intervalos de tempo
para solugdes de VPC 10 mM (HMTA, pH 6,1) em 4 amostras contendo misturas
binarias dos analitos.

Usando-se VPC como cromoforo, um intervalo de 120 minutos é suficiente
para a formagao dos complexos, de acordo com os dados apresentados na Tabela
4. Os valores de absorvancia relativos as solugdes analisadas em um periodo de
repouso de 60 a 120 minutos diferem daquelas analisadas imediatamente apds o
preparo das solugdes. Um tempo de repouso de 120 minutos € suficiente para a
formagdo da cor, uma vez que é garantida a formacdo dos complexos neste
intervalo, inclusive em amostras que apresentam uma maior concentracdo dos

analitos (Amostras 3 e 4 - 0,8 a 1,0 mg L™"). Os tempos de 150 e 180 minutos sdo
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inadequados, pois os valores de absorvancia descrescem para todas as amostras,

conforme a Tabela 4.

Tabela 4 — Escolha do tempo ideal de complexacao para Al(lll)/Fe(lll)-VPC (pH 6,1).
Amax 584 nm.

Tempo (min) Absorvéancia (584 nm)
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4

0 0,215 0,581 1,410 1,612
30 0,251 0,604 1,429 1,621
60 0,253 0,622 1,428 1,625
90 0,254 0,647 1,445 1,659
120 0,267 0,671 1,485 1,669
150 0,249 0,658 1,441 1,641
180 0,241 0,641 1,324 1,524

A cor intensa que apresentam algumas solu¢des de complexos é devida a
processos intensos de transferéncia de carga. Estes processos séo, simplesmente,
o0s movimentos dos elétrons do ion metalico ao ligante ou vice-versa.

A solugao contendo o complexante VPC livre tem coloragdo marrom. Quando
adicionam-se os analitos, a solugdo passa a apresentar cor verde escuro a azul
profundo, de acordo com a concentracdo dos analitos, devido a formacao dos
complexos Al(ll)/Fe(l)-VPC.

4.2.3 Analise espectral

VPC reage com Al(lll) e Fe(lll) e produz um complexo com comprimento de
onda maximo (Amax) €m 584 nm em tampao HMTA (pH 6,1). Em valores de pH
inferiores a 6,1, ndo ha formacdo dos complexos. Assim, Amax decresce com o

decréscimo de valores de pH. Isto se deve ao fato de que, em valores menores de
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pH, os grupos doadores do cromoforo ndo estdo desprotonados; logo, nao é
possivel a coordenagao dos metais ao ligante. Para uma faixa de pH de 6,0 a 6,2, os
complexos de Al(lll) e Fe(lll) com VPC apresentam valores estaveis de absorvancia
em concentragao constante.

A determinacao simultdnea de Al(lll) e Fe(lll), usando-se medidas em um
unico comprimento de onda, nao € possivel, pois os complexos mostram bandas de
absorcao sobrepostas na faixa espectral de 220 a 800 nm.

Para quantificar Al(lll), a espécie interferente mais critica é Fe(lll), que
interfere formando complexos coloridos com a maioria dos complexantes usados
para Al(lll). Os complexos Al(lll)-VPC e Fe(lll)-VPC mostram espectros muito
semelhantes, sendo que, para uma determinagédo univariada, agentes mascarantes
sdo necessarios. Cloridrato de hidroxilamina e orto-fenantrolina estdo associados
aos melhores resultados [26-27], pois cloridrato de hidroxilamina reduz Fe(lll) a
Fe(ll) e orto-fenantrolina complexa as espécies Fe(ll). VPC complexa Al(lll) [28-29].
O acido ascorbico também pode ser usado como agente mascarante, mas néao
suprime satisfatoriamente a interferéncia do Fe(lll) [37].

Para determinar espécies metalicas por EAM, fazendo-se o uso de
cromoforos, o ajuste do pH, assim como a solugdo tampao, sao fatores que devem
ser considerados [37]. Devido aos melhores resultados obtidos na determinacado de
Al(Ill) em tampédo HMTA, prefere-se este ao tampé&o acido acético/acetato de sodio
em pH préximo a 6,0. A solugao tampao HMTA tem sido usada [26, 28, 35, 37, 39]
para o controle do pH na analise de Al(lll) com croméforos.

A dependéncia entre o pH e a formacdo dos complexos € resultante de
diversos fatores. A complexagao a Al(lll) deve se intensificar a medida que os grupos
doadores dos croméforos sdo desprotonados com o aumento do pH. Ainda, em
valores altos de pH a estequiometria dos complexos (assim como Amax) pode ser
alterada [37].

O espectro de absorgdo molecular do reagente VPC esta representado na
Figura 4 (curva a), usando-se agua como branco. A curva b mostra o espectro de
uma amostra de fluido pés-hemodialise, usando-se solugdo pré-hemodialise como
branco. O fluido pés-hemodialise, sem a adicao de VPC, absorve fortemente na faixa
espectral de 200 a 300 nm, onde VPC livre e os complexos também mostram
bandas sobrepostas. A intensidade da banda varia de acordo com a amostra

coletada de cada paciente. A presenca de sinais espectrais na regidao do ultravioleta
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esta relacionada a compostos organicos excretados pelo paciente em cada sessao
de hemodialise.

O espectro de absorgdo molecular dos complexos Al(lll)/Fe(lll)-VPC em
tampdo HMTA (pH 6,1) esta representado na Figura 4 pela curva c, para uma
solugdo contendo 1 mg L™ Al(lll) e 1,0 mg L™ Fe(lll). Neste experimento, usou-se
como branco uma solugao de VPC 10 mM em tampao HMTA.

Conforme se constata, o aparecimento de um pico de absorgao na regido de
580 nm ¢é atribuido a formacéo dos complexos analitos-VPC, uma vez que este sinal
nao esta presente no espectro do complexante na forma livre (curva a).

Em meio tamponado (HMTA, pH 6,1), VPC e os complexos Al(lll)-VPC e
Fe(lll)-VPC absorvem em uma faixa espectral de 200 a 790 nm. Usando-se VPC
como complexante em solugcdo tampao HMTA como branco, uma banda espectral
com maximo em 480 nm mostra valor negativo, pois o VPC livre absorve fortemente
na faixa espectral de 380 a 500 nm, com menor influéncia na absorcdo dos
complexos Al(lll)/Fe(lll)-VPC. Comparativamente, na faixa espectral de 240 a 340
nm, valores positivos sdo obtidos, pois VPC livre absorve menos do que os

respectivos complexos.

Absorvancia

L L L L ™1

300 400 500 600 700

A/nm

Figura 4. Espectro de absor¢do molecular: (a) Reagente VPC 10 mM. (b) Fluido pds-hemodialise. (c)

Complexos Al(lll)/Fe(ll)-VPC (tampao HMTA, pH 6,1) para 1 mg L’ Al(llT) e 1,0 mg L’ Fe(lll).



34

Os espectros de absorcdo molecular de 25 misturas binarias de Al(lll) e
Fe(lll), com concentragdes individuais na faixa de 0,2 a 1,0 mg L', em VPC e HMTA
(pH 6,1) estdo representados na Figura 5. Uma solu¢do de VPC em presenca de
HMTA foi usada como branco. Pode-se observar a severa sobreposi¢cao dos
espectros na faixa de 200 a 800 nm. Assim, faz-se necessario o uso de uma série de
combinagdes dos analitos para a adequada representagao dos dados.

Os espectros dos complexos mostram, em pH 6,1, um ponto isosbéstico em
torno de 500 nm. Algumas mudangas no Anax € a formagéo do ponto isosbéstico
indicam uma sequéncia de reagdes. Como VPC tem dois sitios de complexagao, os
complexos formados podem existir em um equilibrio simultdneo com Al(lll) e Fe(lll).
Assim, espécies como Al(lll)-VPC, Fe(lll)-VPC e Al(lll)/Fe(lll)-VPC s&o possiveis. A
formagao de uma espécie intermediaria é seguida da conversdo a um complexo 1:1
(Amax 584 nm) [37].

Absorvancia

— T T T T
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A /nm

Figura 5. Espectro de absorgdo molecular dos complexos Al(lll)/Fe(lll)-VPC (tampao HMTA, pH 6,1).
As concentragdes de Al(lll) e Fe(lll) variam de 0,2 a 1,0 mg L™ nas misturas binarias dos analitos.
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4.3 Calibragdo Multivariada aplicada a determinacao simultanea de Al(lll) e
Fe(lll) com VPC

Como resultado de um planejamento experimental [72], foram usados, para
cada analito, cinco niveis para o fator concentracao: 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg L.
Desta forma, tem-se um fatorial 5 x 5, ou seja, um numero minimo de 25 solugdes de
misturas binarias dos analitos deve ser utilizado para a obtencdo de um

planejamento ortogonal completo.

4.3.1 Analise de Componentes Principais (PCA)

4.3.1.1 Dados nao centrados na média

Em um primeiro momento, a Andlise de Componentes Principais (PCA) foi
aplicada a 25 misturas binarias dos analitos em meio aquoso. PCA foi executado
com os dados espectrais ndo centrados na média, usando-se os valores de
absorvancia de 910 comprimentos de onda. Toda a variabilidade dos dados foi

explicada por PC1 e PC2 (99%). O grafico de scores esta representado na Figura 6.
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Figura 6. PC1 vs. PC2. Grafico dos scores obtido por PCA para os dados espectrais ndo centrados na

média. Os numerais indicam as concentragdes de Al(lll) e Fe(lll) na faixa de 0,2 a 1,0 mg L™ em

solugdes aquosas.

Utilizando-se amostras de misturas binarias dos analitos em solugbes pré-

hemodialise (Figura 7), foram observadas algumas pequenas diferengas nas

coordenadas das amostras em relagdo aos PC’s para algumas misturas binarias dos

analitos. Este fato pode estar relacionado a presenca do meio salino nas solucdes

analisadas, o que pode influenciar a redefinicdo dos eixos pelas projecées do PCA e

comprometer a distribuicdo das amostras nos PC’s. Ainda, a escolha de ndo centrar

os dados na média pode impossibilitar a correta obtencdo dos dados [45].



37

PC2 Scores
25 —|
] A2Fe10
20 —
15 —
] A4Fe10
. A2Fe6 pores
10 JI6Fe10
1 (5]
] A2Fe4 AAFeS ABFe!
§ A4Fed
05 7 N4Fe6
. A2Fe2 A8Fe10
0 — AGFet AlsFes
] ABFe4 ABFe6
. A4Fe2 A10Fe10
0.5 —
] A6Fe2 Al10FecAl10Fe8
] A10Fed
1.0 — ABFe4
15 AlBFe2 A10Fe2
) PC1
T T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

RESULT16, X-expl: 99%,1%

Figura 7. PC1 vs. PC2. Grafico dos scores obtido por PCA para os dados espectrais ndao centrados na
média. Os numerais indicam as concentragdes de Al(lll) e Fe(lll) na faixa de 0,2 a 1,0 mg L™ em

solugdes pré-hemodialise.

4.3.1.2 Dados centrados na média

PCA foi executado com os dados espectrais centrados na média usando-se
os valores de absorvancia de 910 comprimentos de onda. Observando-se um grafico
dos scores (Figura 8) de 25 misturas binarias dos analitos em meio aquoso, obtido
através do PCA, percebe-se que o componente principal 1 (PC1) é intimamente
relacionado a concentragao de Al(lll), assim como PC2 a concentragcéo de Fe(lll).

Praticamente toda a variabilidade dos dados foi explicada por PC1 e PC2 (93%).
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Figura 8. PC1 vs. PC2. Grafico dos scores obtido por PCA para os dados espectrais centrados na
média. Os numerais indicam as concentragdes de Al(lll) e Fe(lll) na faixa de 0,2 a 1,0 mg L" em

solugdes aquosas.

Similarmente, utilizando-se amostras de misturas binarias em solugdes pré-
hemodiadlise (Figura 9), ndo foram observadas significativas diferencas entre os
graficos de scores, comparando-se as Figuras 8 e 9. PC1 é relacionado a
concentragao de Al(lll), assim como PC2, a concentragao de Fe(lll).

Como o grafico de scores representa as coordenadas de cada amostra nos
PC’s, podem-se utilizar modelos de calibragao, tanto em solugdes aquosas, como
em meio salino, sem influéncia sobre os valores de predicdo das concentragdes dos
analitos em amostras envolvidas no grupo de predigéo.

Praticamente toda a varianga dos dados foi explicada por PC1 e PC2 (95%).
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Figura 9. PC1 vs. PC2. Grafico dos scores obtido por PCA para os dados espectrais centrados na
média. Os numerais indicam as concentragdes de Al(lll) e Fe(lll) na faixa de 0,2 a 1,0 mg L" em

solucdes pré-hemodialise.

Como os graficos de scores obtidos para dados nao centrados (Figuras 6 e 7)
apresentam algumas diferengas expressivas, o que nao foi observado na
comparacgao das Figuras 8 e 9, a opgéo de centrar os dados na média foi escolhida
para o tratamento prévio dos dados espectrais, confirmando a idéia de que dados

centrados possibilitam a obtengao de dados 6timos [45].

4.3.2 Métodos de Regressao

4.3.2.1 MLR

O método MLR nao pdde ser aplicado, uma vez que se usou um numero
maior de variaveis (comprimentos de onda) do que de amostras. Como a matriz
obtida ndo € quadrada, nao podera ter a sua inversa executada. Consequentemente,

nao ha solugao para este sistema.
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43.2.2PLS

O método PLS para regressédo de uma unica variavel y, PLS-1, foi empregado
no desenvolvimento dos modelos de calibracdo. Assim, foram desenvolvidos dois
métodos PLS-1, um para cada analito. Testou-se também o método PLS-2, que
realiza a regressao de duas varidveis simultaneamente, mas melhores resultados
foram obtidos com o uso do PLS-1.

Inicialmente, desenvolveu-se o método PLS usando-se dados de absorvéancia
em 910 comprimentos de onda, na faixa de 190 a 1100 nm com resolugao de 1
nm.

Nos métodos PLS-1 desenvolvidos para Al(lll) e Fe(lll) em solugdes
aquosas, obtiveram-se os graficos de scores representados nas Figuras 10 e 11.
Estédo representados nos graficos os componentes principais PC1 e PC2. Observa-
se uma distribuicdo uniforme dos scores das amostras em cada PC, o que é
esperado, considerando o planejamento ortogonal empregado no preparo das
misturas binarias dos analitos. Percebe-se que PC1 é intimamente relacionado a

concentragao de Al(lll), assim como PC2 a concentracao de Fe(lll).
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Nas Figuras 12 e 13, observam-se os graficos de loadings para um unico PC
(PC1) relativos a regressao para Al(lll) e Fe(lll), respectivamente. Como o grafico de
loadings envolvendo todos os PC’s €, geralmente, de dificil interpretagéo, faz-se uma

representacao unitaria de cada PC para tornar possivel o seu entendimento.
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Figura 12. Regressado para Al(lll). Grafico de loadings para PC1, a partir de dados de 910

comprimentos de onda, centrados na média.
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Figura 13. Regressdo para Fe(lll). Gréfico de loadings para PC1, a partir de dados de 910

comprimentos de onda, centrados na média.

O valor do residuo, relativo a perda de informagéo pelas proje¢cdes do PCA,
foi praticamente nulo para PC3, em ambos os analitos, como pode ser visto na
Figura 14. Modelos ideais fornecem valores de residuo despreziveis. Assim, foram
usados 3 PC’s para a confeccdo dos modelos PLS-1, pois apenas 3 PC’s sao

necessarios para explicar quase 100% da varianga dos dados em solu¢des aquosas.
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Figura 14. Residuo do modelo PLS-1, usado para a avaliagdo do numero 6timo de PC’s a serem

usados no método PLS-1.

Usando 910 dados de absorvancia por amostra, as pequenas diferencas entre
os espectros foram bem descritas pelo tratamento multivariado, tanto que Fe(lll)
pdde ser incluido na calibragédo como analito e ndo mais como um interferente.

A Figura 15 mostra os parémetros de regressdo, assim como coeficiente
angular e linear, em torno de 1 e 0, respectivamente, para solugbes aquosas,
obtidos através do modelo PLS empregando dados de 910 comprimentos de onda
por amostra, centrados na média. O grupo de calibragao apresentou RMSEC (mg L

") de 0,021 para Al(Ill) e 0,012 para Fe(lll).
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Figura 15. Correlagao linear para Al(lll) e Fe(lll) em solugbes aquosas determinada por PLS-1 (n=3).

No método PLS-1 desenvolvido para Al(lll) e Fe(lll) em solugdes pré-
hemodialise, utilizando-se 910 comprimentos de onda por amostra, obtiveram-se os
graficos de scores representados nas Figuras 16 e 17. Estdo representados nos
graficos os componentes principais PC1 e PC2. Observa-se a boa distribuicdo das
amostras em cada PC. Percebe-se que, como nas solugdes aquosas, PC1 é
intimamente relacionado a concentragéao de Al(lll), assim como PC2 a concentragao
de Fe(lll).
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Figura 16. Regressao para Al(lll). PC1 vs. PC2. Grafico dos scores obtido por PLS-1 para os dados
espectrais. Os numerais indicam as concentragées de Al(lll) e Fe(lll) na faixa de 0,2 a 1,0 mg L em

solugoes pré-hemodialise.
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Figura 17. Regressao para Fe(lll). PC1 vs. PC2. Grafico dos scores obtido por PLS-1 para os dados

espectrais em solugdes pré-hemodialise.
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Nas Figuras 18 e 19, observam-se os graficos de loadings para um unico PC

(PC1) relativos a regressao para Al(lll) e Fe(lll), respectivamente.
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Figura 18. Regressado para Al(lll). Grafico de loadings para PC1, a partir de dados de 910

comprimentos de onda, centrados na média.
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Figura 19. Regressdo para Fe(lll). Grafico de loadings para PC1, a partir de dados de 910

comprimentos de onda, centrados na média.
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O valor do residuo, relativo a perda de informacao pelas projegdes do PCA,
foi praticamente nulo para PC3, em ambos os analitos, como pode ser visto na
Figura 20. Usaram-se 3 PC’s para a confecgdo dos modelos PLS-1, que explicam

quase 100% da varianca dos dados em solucdes pré-hemodialise.
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Figura 20. Residuo do modelo PLS-1, usado para a avaliagdo do numero 6timo de PC’s a serem

usados no método PLS-1.

A Figura 21 mostra os parametros de regressao, assim como coeficiente
angular e linear, em torno de 1 e 0, respectivamente, para solugdes pré-hemodialise,
obtidos através do modelo PLS empregando dados de 910 comprimentos de onda

por amostra, centrados na média. O grupo de calibragdo apresentou RMSEC (mg L

Y de 0,013 para Al(lll) e 0,022 para Fe(lll).
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Figura 21. Correlagéao linear para Al(lll) e Fe(lll) em solugbes pré-hemodialise determinada por PLS-1

(n=3).

Em um segundo momento, desenvolveu-se o método PLS usando-se dados
de absorvancia em 580 comprimentos de onda por amostra, na faixa de 220 a 800
nm com resolucado de 1 nm.

Nos métodos PLS-1 desenvolvidos para Al(lll) e Fe(lll) em solugdes
aquosas, obtiveram-se os graficos de scores representados nas Figuras 22 e 23.
Estédo representados nos graficos os componentes principais PC1 e PC2. Observa-
se a boa distribuicdo das amostras em cada PC. Percebe-se que PC1 é intimamente
relacionado a concentragao de Al(lll), assim como PC2 a concentragcédo de Fe(lll),
assim como usando-se um conjunto de dados de 910 comprimentos de onda por

amostra.
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Figura 22. Regressao para Al(lll). PC1 vs. PC2. Grafico dos scores obtido por PLS-1 para os dados
espectrais. Os numerais indicam as concentragdes de Al(lll) e Fe(lll) na faixa de 0,2 a 1,0 mg L em

solugdes aquosas.
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Figura 23. Regresséao para Fe(lll). PC1 vs. PC2. Grafico dos scores obtido por PLS-1 para os dados

espectrais em solugdes aquosas.
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Nas Figuras 24 e 25, observam-se os graficos de loadings para PC1, relativos

a regressao para Al(lll) e Fe(lll), respectivamente.
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Figura 24. Regressdo para Al(lll). Gréfico de loadings para PC1, a partir de dados de 580

comprimentos de onda, centrados na média.

X-loadings

o

[\
Y

o
[=)
a
L v v by v by

-0.10

X-variables

T T T T T
200 300 400 500 600 700 800
regr fe agua si..., PC(X-expl,Y-expl): 1(92%,16%)

Figura 25. Regressdo para Fe(lll). Grafico de loadings para PC1, a partir de dados de 580

comprimentos de onda, centrados na média.
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Similarmente aos dados obtidos para 910 comprimentos de onda, o valor do
residuo relativo a perda de informacgao pelas proje¢cdes do PCA foi praticamente nulo
para PC3, em ambos os analitos, como pode ser visto na Figura 26. Usaram-se 3
PC’s para a confecgao dos modelos PLS-1, suficientes para explicar quase 100% da

varianga dos dados em solugdes aquosas.
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Figura 26. Residuo do modelo PLS-1, usado para a avaliagdo do numero 6timo de PC’s a serem

usados no método PLS-1.

Usando-se 580 dados de absorvancia por amostra, as pequenas diferencas
entre os espectros também foram bem descritas pelo tratamento multivariado. A
Figura 27 mostra os parametros de regressdo, assim como coeficiente angular e
linear, para solugdes aquosas, obtidos através do modelo PLS empregando dados
de 580 comprimentos de onda por amostra, centrados na média. O RMSEC (mg L)
calculado foi de 0,021 para Al(lIl) e 0,011 para Fe(lll).
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Figura 27. Correlagao linear para Al(lll) e Fe(lll) em solugbes aquosas determinada por PLS-1 (n=3).

No método PLS-1 desenvolvido para Al(lll) e Fe(lll) em solugdes pré-
hemodialise, utilizando-se 580 comprimentos de onda por amostra, obtiveram-se os
graficos de scores representados nas Figuras 28 e 29. Estdo representados nos
graficos os componentes principais PC1 e PC2. Observa-se a boa distribuicdo das
amostras em cada PC. Percebe-se que, como nas solugdes aquosas, PC1 é

intimamente relacionado a concentragéao de Al(lll), assim como PC2 a concentragao

de Fe(lll).
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Figura 28. Regressao para Al(lll). PC1 vs. PC2. Grafico dos scores obtido por PLS-1 para os dados
espectrais. Os numerais indicam as concentragdes de Al(lll) e Fe(lll) na faixa de 0,2 a 1,0 mg L™ em

solugoes pré-hemodialise.
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Figura 29. Regressao para Fe(lll). PC1 vs. PC2. Grafico dos scores obtido por PLS-1 para os dados

espectrais em solugdes pré-hemodialise.
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Nas Figuras 30 e 31, observam-se os graficos de loadings para um unico PC

(PC1) relativos a regressao para Al(lll) e Fe(lll), respectivamente.
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Figura 30. Regressdo para Al(lll). Grafico de loadings para PC1, a partir de dados de 580

comprimentos de onda, centrados na média.
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Figura 31. Regressao para Fe(lll). Grafico de loadings para PC1, a partir de dados de 580

comprimentos de onda, centrados na média.
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O valor do residuo, relativo a perda de informacao pelas projegdes do PCA,
foi praticamente nulo para PC3, em ambos os analitos, como pode ser visto na
Figura 32. Usaram-se 3 PC’s para a confec¢cdo dos modelos PLS-1, suficientes para

explicar 100% da varianca dos dados em solucgdes pré-hemodialise.
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Figura 32. Residuo do modelo PLS-1, usado para a avaliagdo do numero 6timo de PC’s a serem

usados no método PLS-1.

A Figura 33 mostra os parametros de regressado, assim como coeficiente
angular e linear, obtidos através do modelo PLS empregando dados de 580
comprimentos de onda por amostra, centrados na média. O grupo de calibragao

apresentou RMSEC (mg L") de 0,013 para Al(lll) e 0,021 para Fe(lll).
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Figura 33. Correlagdo linear para Al(lll) e Fe(lll) em solugbes pré-hemodidlise determinada por PLS-1
(n=3).

Usando este grupo de dados de 580 comprimentos de onda por amostra, as
pequenas diferengcas entre os espectros também foram bem descritas pelo
tratamento multivariado.

Apos o desenvolvimento dos métodos PLS para 2 conjuntos distintos de
dados e para 2 conjuntos distintos de amostras, algumas consideragdes conclusivas
podem ser feitas.

Nos mapas das amostras, ou graficos dos scores, observou-se que as
coordenadas de cada amostra com relagdo aos PC’s preservam particularidades
entre si. Observando-se comparativamente as Figuras 9 e 16, relativas a regresséo
para Al(lll) em solugbes aquosas e em solugdes pré-hemodidlise, respectivamente,
nota-se que nao ha diferengas significativas entre as coordenadas de cada amostra
relativas ao PC1 e ao PC2. O aumento da concentragcao de Al(lll) é observado ao
longo do PC1, enquanto que o PC2 esta relacionado a concentracédo de Fe(lll) nas
misturas binarias dos analitos. A mesma comparac¢ao pode ser feita analisando-se
as Figuras 10 e 17, relativas a regressao para Fe(lll), em solugbes aquosas e em
solugdes pré-hemodialise, respectivamente.

O mapa das variaveis para cada grupo de dados, ou seja, os graficos de
loadings, sé&o bastante semelhantes. Isto estd relacionado ao fato de que as

relacbes entre as variaveis originais € os novos PC’s sao preservadas em todos os
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modelos PLS, pois as diferencas entre as coordenadas das amostras no sistema
original e no novo, assim como a perda de informacao sdo minimas. Isto explica por
qué o valor do residuo relativo a perda de informagéo pelas proje¢cées do PCA é
praticamente nulo para PC3, em todos os modelos PLS.

Logo, a varianga dos dados dos sistemas € explicada quase que em sua
totalidade para a maioria dos modelos PLS desenvolvidos.

A redugdo na dimensdo de um grande numero de variaveis e sua
representacdo por apenas 3 PC’s foi constatada em todos os modelos PLS
desenvolvidos.

Os dados obtidos fazendo-se o uso de ambos os grupos distintos de dados
espectrais (valores de absorvancia de 910 comprimentos de onda e de 580
comprimentos de onda por amostra) apresentaram resultados satisfatérios de uma
forma geral. No entanto, como se pode fazer o uso de um numero menor de
variaveis no modelo de calibragdo, sem comprometer sua performance, escolheu-se
0 grupo de dados constituido por 580 comprimentos de onda como ideal.

Os valores de coeficiente linear (r?) para todos os modelos de calibragdo
estao proximos a 1, e os valores de RMSEC resultantes sao relativamente baixos, o
que demonstra que os modelos sao validos para a determinagao simultdanea dos
analitos.

Foram obtidos dados satisfatérios para o modelo de calibragdo executado em
solugdo aquosa, assim como para o0 modelo empregando solugéo pré-hemodialise.
Decidiu-se por adotar o modelo de calibragdo em solugéo pré-hemodialise como
grupo corrente, pois se entende que este conjunto apresenta uma maior similaridade
as amostras reais de fluido pds-hemodidlise e, assim, pode gerar valores de
predicao mais confiaveis.

A Tabela 5 mostra os resultados de predi¢cao obtidos através do modelo PLS-
1 para os analitos e também valores de recuperacdo de amostras adicionadas de
Al(Il) e Fe(lll), em solugdes pré-hemodialise, determinados com o método proposto.
Para o modelo de calibragédo foi empregado o conjunto de dados que abrange 580
comprimentos de onda, tendo os dados centrados na média. Como grupo de
calibracdo, usaram-se 13 misturas binarias dos analitos em solugdes pre-
hemodialise (vide Tabela 2), conforme descrito no item 2.7.2. Valores de

recuperacao entre 90 e 115% foram obtidos.
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Tabela 5 - Valores preditos pelo método PLS-1 e recuperagbes obtidas a partir de

adicoes de Al(lll) e Fe(lll) em amostras de solugdes pré-hemodialise (n=3).

Adicionado Predito Recuperagao
mg L™ mg L™ (%)

AI(I) Fe(lll) Al(II) Fe(lll) Al(Il) Fe(lll)
0,20 0,20 0,21+0,02 0,18+0,07 105,0 90,0
0,20 0,40 0,20+0,03 0,37+0,04 100,0 92,5
0,20 1,00 0,19+0,01 1.10£0,02 95,0 110,0
0,40 0,60 0,43+0,03 0,62+0,03 107,5 103,3
0,40 1,00 0,41+0,02 0,99+0,03 102,5 99,0
0,60 0,20 0,57+0,06 0,23+0,05 95,0 115,0
0,60 0,60 0,55+0,05 0,59+0,04 91,7 98,3
0,60 1,00 0,57+0,02 1,00£0,02 95,0 100,0
0,80 0,40 0,76+0,03 0,44+0,02 95,0 110,0
0,80 0,80 0,78+0,04 0,78+0,05 97,5 97,5
0,80 1,00 0,82+0,04 1,00£0,02 102,5 100,0
1,00 0,60 0,99+0,05 0,55+0,05 99,0 91,7
1,00 0,80 0,98+0,04 0,76+0,01 98,0 95,0
1,00 1,00 0,97+0,01 1,00£0,02 97,0 100,0

Média recuperagéo (%) 98,6 100, 1
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43.2.3 PCR

Na comparagao entre os modelos PCR e PLS, observou-se que as diferencas
entre os valores de RMSEC e RMSEP sao minimas. No entanto, PLS foi escolhido
como técnica de tratamento mutivariado, uma vez que melhores resultados, de uma

forma geral, foram obtidos com este método de regressao.

4.3.3 Aplicagao a amostras de fluido pés-hemodialise

Amostras de fluido pdés-hemodialise de 6 pacientes renais foram coletadas
conforme descrito no item 2.7.3. Também se fez a coleta de amostras de solucdes
pré-hemodialise empregadas no dialisador de cada paciente, para fins de
comparagao. Estas amostras foram analisadas pelo método proposto e as
concentracdes de Al(lll) e Fe(lll) foram simultaneamente determinadas.

Foram empregadas 13 misturas binarias dos analitos em solugdo pré-
hemodidlise (vide Tabela 2) para a confeccdo dos modelos de calibragdo pelo
método PLS-1. O conjunto de varidveis usado para a obtengdo dos modelos de
calibragao foi o grupo constituido por dados de absorvancia em 580 comprimentos
de onda, centrados na média. A curva de calibracéo relativa a este sistema esta
representada na Figura 33.

Os dados de predicao estido reunidos na Tabela 6, assim como os valores de

RMSEP para cada analito.
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Tabela 6 - Dados de predi¢ao obtidos através do modelo PLS-1 (n=3) para amostras

de solugao pré-hemodialise e fluido pds-hemodialise de pacientes distintos.

Amostra Predito
mg L
Al(l) Fe(lll)

Paciente 1

Fluido Pré 0,198+0,02 n.d.
Fluido Pés 0,240+0,02 0,133+0,01
Paciente 2

Fluido Pré 0,096+0,04 n.d.
Fluido P6s 0,195+0.05 n.d.
Paciente 3

Fluido Pré 0,163+0,03 n.d.
Fluido Po6s 0,228+0,02 n.d.
Paciente 4

Fluido Pré 0,200+0,02 n.d.
Fluido Pés 0,288+0,02 0,154+0,02
Paciente 5

Fluido Pré 0,124+0,03 n.d.
Fluido Pés 0,247+0,06 0,254+0,04
Paciente 6

Fluido Pré 0,201+0,07 n.d.
Fluido Pés 0,285+0,04 0,165+0,05

RMSEP 0,0170 0,0182

n.d. - ndo-detectado
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Os valores de concentracao obtidos para Al(lll) em amostras de solugdes pré-
hemodialise s&o relativamente altos se comparados a dados publicados por Merian
[25], onde recomenda-se que a concentragdo final de Al(lll) seja de 15 pug L™
Estudos mostram que amostras de solugbes pré-hemodidlise coletadas
imediatamente apds o contato com o dialisador podem apresentar contaminagao por
Al(lll) e Fe(lll) pelas partes metalicas do sistema de osmose reversa [25]. Assim,
pode ter ocorrido uma contaminacdo das amostras analisadas, uma vez que as
mesmas foram coletadas apds 2 h do inicio da sessdo de hemodialise.

Sabe-se que a presenga de fluoreto (mesmo em baixas concentragdes) na
agua a ser utilizada em hemodialise aumenta a capacidade de difusao do Al(lll) nas
membranas de osmose reversa [25]. Algumas amostras de agua para dialise
oriundas do mesmo centro de nefrologia do qual foram coletadas as amostras
salinas e analisadas pelo Lachem - Laboratorio de Analises Quimicas - UFSM,
apresentaram elevadas concentracbes de fluoreto. A presenga de fluoreto em
concentragédo equivalente a de Al(lll) pode formar o mineral criolita no sistema de
hemodialise [21], e esta também pode ser uma fonte de contaminagao das amostras
de solucao pré-hemodialise e fluido pés-hemodialise analisadas.

Em relagdo aos fluidos pés-hemodialise, os valores de concentracao de Al(lll)
e Fe(lll) encontrados sao oriundos da passagem dos analitos pela membrana do
dialisador no processo da hemodialise. Estes valores podem estar relacionados a
contaminagao das amostras pelo contato com as partes metéalicas do sistema de
osmose reversa, assim como podem ter sido, em parte, excretados durante a sessao
de hemodialise, resultado de fontes externas de contaminag&o aos pacientes renais.

Bertagnolli [77] observou que medicamentos (veiculos e excipientes), a
ingestao de erva mate, sucos artificiais, refrigerantes e verduras folhosas colaboram
como maior fonte de contaminacgao por Al(lll) aos pacientes renais. A contaminacgao
por Fe(lll) pode se dar pela ingestao de cereais, frutas, vegetais e café [25].

Nas amostras de fluido pos-hemodialise, alguma fracdo de Al(lll) e Fe(lll)
pode estar ligada a compostos excretados pelos pacientes, como creatinina e uréia.
No entanto, estudos mostram que VPC sobreestima a fragdao livre de Al(lll)
independente do ligante ao qual ele possa estar ligado [31, 37]. Por isso, o
complexante VPC é inadequado para determinacdes de Al(lll) livre (téxico) em

amostras de agua, mas ideal aos interesses deste trabalho.
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Como nao ha material de referéncia para amostras de fluido pds-hemodialise,
o método proposto foi validado frente ao método voltamétrico publicado
recentemente [1].

Amostras de fluido pds-hemodialise, coletadas conforme o item 2.7.3, foram
adicionadas de Al(lll) e Fe(lll) e analisadas comparativamente por AdSV e pelo
método proposto. A adicdo dos analitos as amostras foi necessaria, uma vez que,
para medidas por EAM algumas amostras apresentaram concentragbes de Fe(lll)
inferiores ao limite de detec¢ao do método.

Ambos os métodos apresentaram resultados similares e baixos valores de
desvio padrao para a determinacao de Al(lll) e Fe(lll) em amostras de fluido pos-

hemodialise, o que pode ser observado na Tabela 7.

Tabela 7 — Valores de concentragao de Al(lll) e Fe(lll) obtidos através dos métodos
EAM/PLS-1 e AdSV em amostras de fluido pés-hemodialise (n=3).

EAM/PLS-1 AdSV
mg L™
Al(lll) Fe(lll) Al(ll) Fe(lll
0,230,020 0,25+0,023 0,21+0,015 0,22+0,025
0,34+0,010 0,280,026 0,32+0,020 0,31+0,015
0,42+0,020 0,43+0,020 0,41+0,030 0,39+0,015
0,58+0,020 0,47+0,020 0,55+0,026 0,45+0,020

A Figura 34 mostra os parametros de regressado, assim como coeficientes

angulares e lineares relativos a cada analito, para ambos os métodos.
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Figura 34. Correlacado linear para Al(lll) e Fe(lll) determinada com o método proposto e AdSV em

amostras de fluido pés-hemodialise (n=3).



5 CONCLUSAO

Devido ao perigo de intoxicagdo por metais ao qual os pacientes renais ficam
expostos, faz-se necessario o controle de rotina dos niveis destes metais em
solucdes pré e poés-hemodialise, pelo contato frequente destes individuos com um
grande volume destas solugdes. A presente metodologia pode ser uma alternativa
ao monitoramento de amostras de sangue dos pacientes, de forma ndo-invasiva. As
concentragbes de Al(lll) e Fe(lll) podem ser monitoradas, periodicamente, em
amostras de fluido pés-hemodialise.

Neste trabalho, desenvolveu-se uma metodologia para a quantificacao
simultanea de Al(lll) e Fe(lll) por espectrometria de absor¢gdo molecular em amostras
de fluido pés-hemodialise. A determinacao fez-se possivel a partir da formagao dos
complexos dos metais com o reagente VPC em tampao HMTA (pH 6,1). O método
de regressao dos minimos quadrados parciais (PLS) foi empregado como
ferramenta para a determinagdo simultdnea dos analitos em amostras com alta
concentracdo salina sem a necessidade de pré-tratamento da amostra, uso de
agentes mascarantes ou etapas de separagao. A presente técnica consiste em um
procedimento simples, rapido e de baixo custo.

A fim de obter-se um modelo de regresséo ideal, com boa correlagéo e
minimo valor de erro, empregaram-se misturas binarias dos analitos em solugéo pré-
hemodialise como grupo de calibragao, utilizando-se dados de absorvancia em 580
comprimentos de onda por amostra. A partir deste modelo de calibragao, fez-se a
predicdo de valores de concentracéo de Al(lll) e Fe(lll) em amostras de fluido pré e
pos-hemodialise. Dados de predicdo para amostras de fluido pds-hemodialise
adicionadas dos analitos foram comparados a medidas por voltametria adsortiva de
redissolugao (AdSV). Ambos os métodos apresentaram resultados similares para a

determinagao dos analitos em fluidos pds-hemodialise.
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APENDICE

1. Composicao das solugoes pré-hemodialise

Solugdo Acida: 138 mEg/L Na*; 1,5 mEq/L K*; 2,5 mEg/L Ca ?*; 1,0 mEg/L Mg *;

108 mEqg/L CI'; 34,8 mEqg/L HCOs3'.

Solugio Basica: 34,8 mEq/L HCO3"; 34,8 mEqg/L Na®.
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