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RESUMO
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Neste trabalho, investigou-se a interagdo de todos os aminoacidos que
compdem as solucdes de nutrigdo parenteral com os metais cadmio e chumbo
com o objetivo de determinar quais os niveis de contaminagdo e se eles sdo
relevantes, podendo apresentar alguma toxicidade aos pacientes. Nao ha dados
que comprove o limite permitido desses metais nessas solugdes, mas a legislagao
brasileira, através do Ministério da Saude, estipula que a concentracdo maxima
de cadmio e chumbo em 4gua potavel ndo ultrapasse 5 pg L™ e 10 pg L™,
respectivamente.

O presente trabalho ¢ uma contribuicdo a quantificacdo de Cd ¢ Pb em
solugdes de aminoacidos constituintes das formulagdes de Nutricao Parenteral
(NP), propondo entdo, um método de cleanup para essas amostras que permita a
determinacao dos ions metalicos Cd e Pb através de medidas eletroquimicas por
voltametria de redissolucao.

Os aminoacidos sao compostos organicos que interferem na determinagdo
da concentracdo desses metais por voltametria, principalmente pela formacao de
fortes complexos com os metais ou competindo com o metal pela superficie do
eletrodo, ou ainda, por reducdo ou oxidagdo eletroquimica na superficie do

eletrodo.



Deste modo, diversas metodologias foram estudadas, utilizando digestao
via umida, radiacdo por microondas e radiacdo UV como pré-tratamentos das
amostras de aminodcidos para alcangar a mineralizagdo completa das amostras
para a viabilizagdo da andlise voltamétrica das mesmas.

Portanto, para realizar as medidas voltamétricas, foi necessario trabalhar
com baixas concentracdes dos aminoacidos (Ile, Arg, Leu, Ala, Asp, Orn, Ser,
Met, Tyr, Trp, Pro, Cys, Glu, Gly, Thr, Phe, Lys, His, Asn), na qual as solugdes
variaram na faixa de 0,01 a6 g L.

Os aminoacidos foram analisados individualmente e foi observado que com
o pré-tratamento utilizando radiagdo UV obteve-se os melhores resultados.
Através da adigdo de padrdo, conseguiu-se obter maiores recuperacoes dos
metais em estudo.

O tempo de irradiacdo UV mais eficaz foi de oito horas adicionado de
peroxido de hidrogénio e 4cido sulfurico durante o periodo de irradiagdo.

Para os aminoacidos fenilalanina, acido glutamico, acido aspartico,
treonina, leucina, arginina, cisteina e histidina com a concentragao variando na
faixa de 3 a 25% da usualmente usada nas formula¢des de NP, foi possivel
determinar a contaminagao por caddmio e chumbo presentes nestes aminoacidos.
As concentragdes encontradas foram: 0,15 nmol L', 38 nmol L, 49 nmol L™,
0,77 nmol L™, 0,32 pmol L™, 1,31 umol L, 11,1 nmol L', 81,6 nmol L’
respectivamente de cadmio. Na determinagdo de chumbo os resultados
encontrados foram: 3,04 pmol L' na Phe, 53 nmol L'em Glu, 42 nmol L' em
Asp, 0,78 umol L' em Tre, 1,56 umol L' em Arg, 1,4 nmol L' em Cys e 21,5
nmol L' em His.

A origem desta contaminagao pode ser atribuida a diversos fatores, como na
sintese do produto, tipo de embalagem (frasco e/ou tampa), processo de
esterilizagdo entre outros, sendo necessario uma investigagdo aprofundada para

afirmar com certeza.
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Com os resultados obtidos nos pré-tratamentos testados, pode-se concluir
que em formulagdes contendo somente os aminoacidos ornitina, metionina,
serina, tirosina, triptofano e prolina ¢ possivel determinar diretamente a
contaminagdo existente de cadmio e chumbo sem necessidade de cleanup.

O pré-tratamento das amostras utilizando digestdo por irradiagdo UV foi
eficiente para a maioria dos aminodcidos estudados, o qual obteve recuperagdo
acima de 75 % do sinal para ambos os metais. Para o aminoécido asparagina, a
recuperagdo do sinal dos metais foi abaixo de 60%, para isoleucina foi de
aproximadamente 65%.

Entre os dezenove aminoacidos analisados individualmente, alguns
apresentaram contaminagdo por esses metais pesados, consideradas toxicas ao

organismo.
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In this work, the interaction of all the amino acids that compose the
parenteral nutrition solutions, was investigated with the cadmium and lead
metals, with the objective of determining the levels of contamination and if they
are important, representing some damage to the patients. There are not data that
show the allowed limit of these metals in those solutions, but the Brazilian
legislation, through Health Department, stipulates that the maximum cadmium
and lead concentration in drinking water can not surpass 5 pg L™ and 10 pg L-1,
respectively.

The present work is a contribution to the quantification of Cd and Pb in
amino acids solutions that constitute the NP formulations, proposing then, a
cleanup method for those samples that allows the determination of Cd and Pb
metallic 1ons through electrochemistries mesurements by voltammetric
redissolution.

The amino acids are organic compounds that interfere in the determination
of the concentration of those metals by voltammetric methods, mainly because of
the formation of fort complexes with metals or because of the competition with
the metal by the surface of the eletrodo, or, because of the electrochemistry

reduction or oxidation of the eletrodo surface.
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This way, several methodologies were studied, using humid saw digestion,
microwaves radiation and UV radiation as pre-treatments of the amino acids
samples to reach the complete mineralization of these to viablelize the
voltammetric analysis of them.

Therefore, to accomplish the voltammetric measurements, it was
necessary to work with low amino acids concentrations (Ile, Arg, Leu, Ala, Asp,
Orn, Ser, Met, Tyr, Trp, Pro, Cys, Glu, Gly, Thr, Phe, Lys, His, Asn), in
solutions that varied from 0,01 to 6 g L™.

The amino acids were individually analyzed and we observed that with the
pre-treatment using UV radiation we obtained the best results. Through the
pattern addition, we got the largest recoveries of the metals in study.

The time of UV irradiation more effective was of eight hours added with
hydrogen peroxide and sulfuric acid during the irradiation period.

For the phenilalanina, glutamic acid, aspartic acid, treonine, leucine,
arginine, cystein and histidine with concentration from 3 to 25% of the usually
used in NP formulations, it was possible to determine the cadmium and lead
contamination in these amino acids. We found the following concentrations: 0,15
nmol L', 38 nmol L™, 49 nmol L™, 0,77 umol L' 0,32 pumol L' 1,31 umol L',
11,1 nmol L™, 81,6nmol L™ respectively of cadmium. In the lead determination
we found: 3,04 pmol L' in Phe, 53 nmol L in Glu, 42 nmol L™ in Asp, 0,78
pumol L' in Tre, 1,56 umol L' in Arg, 1,4 nmol L' in Cys and 21,5 nmol L' in
His.

The origin of this contamination can be attributed to several factors, as to
synthesis of the product, packing type (flask and/or covers), sterilization
process among others, being necessary an investigation to affirm it certainlly.

With the results obtained in the tested pre-treatments, we could conclude
that in formulations containing only ornitine, metionine, serine, tyrosine,
triptofan and proline is possible to determine directly the cadmium and lead

contamination, without using cleanup.
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The pre-treatment of samples using digestion by UV irradiation were
efficient for most of the studied amino acids, which we obtained recovery sign
for both metals above 75%. For asparagine, the recovery sign of the metals was
below 60%, for isoleucine it was of, approximately, 65%.

Among the nineteen amino acids individually analyzed, not all presented

contamination of those heavy metals considered toxicant to the organism.
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1 INTRODUCAO

Os aminodcidos desempenham fung¢des importantes no metabolismo
animal [1,2]. Dentre os muitos aminodcidos, ha os que contém atomos de
enxofre, como a metionina, a cistina e a cisteina. Estes, integram a
composicdo da maioria das solugdes de aminodcidos utilizadas como
nutrigdo parenteral para fornecimento de nutrientes, administrados via
intravenosa a pacientes com problemas de desnutri¢ao e respiratorios, pré e
poOs-operatdrios dentre outros.

Como a nutri¢do parenteral ¢ aplicada a pacientes debilitados e com
problemas de satde, a administra¢do via intravenosa, com a presenga dos
referidos contaminantes, mesmo em nivel de tragos, ¢ prejudicial, pois além
da conhecida toxicidade do cadmio e chumbo, sabe-se também que o
cadmio pode substituir outros ions, entre eles: zinco, cobre e calcio em
metaloenzimas e possui forte afinidade por estruturas bioldgicas contendo
grupos —SH, como proteinas, enzimas e acidos nucléicos.[1]

A complexidade da matriz, associada a baixa concentracdo do analito
¢ a auséncia de padroes certificados para andlise de cddmio e chumbo em
aminodcidos constituintes das solu¢des NP sdo agravantes encontrados para
a monitoragdo quimico-clinico destes elementos.

Procedimentos como irradiacdo UV, por microondas e digestdo acida
(via imida) podem ser utilizados como etapas de cleanup na analise de
amostras de aminoacidos para eliminar ou diminuir a interferéncia de
compostos organicos.[2, 3, 4, 5]

Diante da necessidade de um rigoroso controle no nivel de Cd e Pb
nos aminodcidos das solugdes NP, utilizados pelos pacientes que
necessitam de tal tratamento e da complexidade da matriz, o presente
trabalho propde o estudo de diferentes formas de cleanup com o objetivo de

encontrar uma metodologia de pré-tratamento mais eficiente e adequada das



amostras para diminuir e/ou eliminar a interferéncia dos aminoacidos nas
analises de Pb e Cd por voltametria.

A voltametria possibilita a determinagdo de substancias em solugdo
que podem ser oxidadas ou reduzidas na superficie de um eletrodo. O
eletrodo HMDE tem como caracteristica o uso de uma tnica gota durante
cada analise, sendo que a superficie do eletrodo ndo ¢ renovada durante esta
analise, levando a uma boa reprodutibilidade e um baixo consumo de
mercurio. Esta técnica oferece rapidez na andlise, boa seletividade e

sensibilidade com um custo relativamente baixo. [27]



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Nutricéo parenteral

A nutricdo parenteral ¢ a administracdo intravascular, parcial ou
total, de nutrientes imprescindiveis a vida.[6] Esta inclui a administragdo de
micro e macronutrientes, sendo capaz de fornecer todos os nutrientes
importantes aos seres humanos. Os nutrientes que sofrem uma deplegao
rapida, como a agua e os minerais, que atuam regulando o metabolismo
enzimatico, mantendo o equilibrio acido-base e na pressao osmotica, sao
administrados via venosa, através de uma veia menor, geralmente na mao
ou no antebrago. Ja as proteinas e as calorias, sao administradas através de
solucdes concentradas, por intermédio de uma veia de grande didmetro,
geralmente subcldvia ou jugular interna, que chega diretamente ao coragao.
Para isto, na maioria das vezes ¢ necessario puncionar uma veia

central.[6,7]

2.2 Aplicacéo das solugdes de nutrigdo parenteral

Como regra geral, a nutricdo parenteral ¢ necessaria nos casos em
que a alimentagdo oral normal ndo ¢ possivel, quando a absorcao de
nutrientes ¢ incompleta, quando a alimentagdo oral ¢ indesejavel e
principalmente, quando as condi¢gdes mencionadas estdo associadas ao
estado de desnutrigdo. Atualmente, as solu¢des de nutricdo parenteral sdo
administradas a pessoas muito debilitadas e com problemas (como

infeccoes, queimaduras graves, doenca intestinal infecciosa, necessidade de



quimioterapia, transplantados) que necessitam o maximo de assepsia.
Contudo, apresentam contra-indicagdo a pacientes que apresentam
capacidade de se alimentar por via enteral, doenga terminal com mau
prognostico e estado nutricional adequado.

Na nutricdo parenteral completa, todos os nutrientes essenciais
devem ser fornecidos em quantidades adequadas, o regime deve incluir
carboidratos, gorduras, aminodacidos, eletrdlitos, minerais, oligoelementos e
vitaminas. Por isso, a formula¢do da solu¢do de nutrigdo parenteral ¢ um
procedimento que deve ser adaptado as necessidades individuais de cada
paciente.[7] Pela infusdo de aminodacidos, as necessidades de proteinas nas
solucdes de nutri¢ao parenteral sao atendidas e, nos produtos comerciais, 0s
perfis dos aminodcidos baseiam-se nas concentragdes de aminoacidos
plasmaticos com modificagdes para estimular o anabolismo.

A institui¢ao de nutrientes parenterais a lactentes e criangas que nao
sdao capazes de manter ingesta suficiente para o crescimento e
desenvolvimento normais t€m sido de interesse dos pediatras. Existem dois
motivos fundamentais pelos quais o lactente ¢ suscetivel & mé nutricao
calorica. O primeiro refere-se a composicdo corporal, especificamente a
quantidade de gordura de depdsito. Um segundo fator fisiologico
fundamental, que torna o lactente mais suscetivel a morte por insuficiéncia
calorica ¢ a sua alta taxa metabolica por unidade de massa corporal,
comparada a do adulto.

Por conseguinte, a crianca submetida a ingesta caldrica inadequada
esta com dupla desvantagem, ja que suas reservas caldricas sao pequenas ¢
seu ritmo ¢ alto.

Em vista dos fatores fisioldgicos referidos acima, os pediatras tém
procurado um meio alternativo de fornecer os nutrientes necessarios ao
crescimento e desenvolvimento de criancas incapazes de receber estes

nutrientes por via oral devido a disturbios organicos ou funcionais do trato



gastrintestinal. A nutricdo parenteral total encontra indicacdo precisa em
pacientes com disturbios pediatricos como anomalias graves do tubo
gastrintestinal, que geralmente acarretam ressec¢do ampla do intestino
delgado, diarréia cronica intratavel e em criancas de muito baixo peso ao

nascimento (menos de 1200 g).[6]

2.3 ComplicacOes da nutrigdo parenteral

O wuso de nutricdo parenteral total (NPT) ndo ¢ isento de
complicacoes. Além das complicagdes relacionadas a administragao, podem
ocorrer complicagdes metabolicas muito importantes, pois incluem
complicacdes como o coma hiperglicémico, devido a sobrecarga de NPT e
glicose, manifestagdes toxicas devido a sobrecarga de aminoacidos, bem
como a “sindrome do roubo celular”, que segundo Fischer [6], ocorre em
pacientes desnutridos graves ou em jejum prolongado, quando submetidos a
um suporte nutricional ndo balanceado. Esta sindrome gera deficiéncia dos
oligoelementos, que sdo o F, Si, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Se, Mo, Sn
e I, gerando sinais caracteristicos devidos a deficiéncia.

Os oligoelementos essenciais a vida atuam como cofatores essenciais
de enzimas e como organizadores de estruturas moleculares das células
(como as mitocondrias) e da membrana celular. Existe uma concentragao
ideal para estes minerais em nosso organismo. A falta gera insuficiéncia
metabolica e o excesso pode ser toxico. Além dos oligoelementos, a matéria
viva € formada, na maior parte por outros elementos, todos correspondendo

aos atomos dos numeros atdmicos mais baixos da tabela periddica, como o



H, C, N, O, Na, Mg, P, S, Cl, K e Ca. Do mesmo modo, estes também

apresentam uma concentracao tecidual ideal.

2.4 Preparo das solugdes de nutricdo parenteral

Estabelecidos os componentes de uma NPT, ¢ necessario considerar,
para o seu preparo, a ordem de adicao e a concentracdo de cada ion, pois as
alteragdes dos mesmos podem ocasionar incompatibilidades fisico-quimicas
que implicam na degradacdo irreversivel de alguns componentes da
solucdo. Também, a quantidade e multiplicidade de aditivos injetados em
um frasco podem levar a riscos de contaminag¢do exigindo condigdes
rigorosas de vigilancia, controle e assepsia em todas as fases de seu preparo
para garantir esterilidade e qualidade. Atualmente, a industria farmacéutica
tem desenvolvido técnicas e equipamentos, onde uma série de solucdes de
aminoacidos e glicose, pré-esterilizadas, podem ser combinadas
assepticamente e, as solugdes resultantes, se estocadas a 4°C, podem ter

uma vida média de aproximadamente trés meses.



2.5 Aminoacidos

2.5.1 Definigéo e configuragéo

Os aminoacidos sdo substancias que apresentam um grupo de amina
e um carboxilico ligados ao mesmo carbono. Os aminoacidos de
importancia bioldgica tem estes grupos ligados a carbono oc. As espécies de
aminodcidos diferem uma das outras por possuirem diferentes cadeias
laterais ao carbono oc, assim a cadeia lateral da a cada aminoacido a sua
identidade.[8] Todos os 20 aminoacidos comumente encontrados em
proteinas, exceto a prolina, possuem 0s grupos o« amino e o carboxilico
livres.

A cadeia lateral dos aminoacidos assegura diversas classificagcoes
como polaridade, acidez e basicidade. Os aminodcidos podem se apresentar
na forma carregada ou neutra, dependendo do pH do meio no qual se
encontram como pode ser observado nas figuras 1, 2, 3 e 4 no apéndice 3.

Todos os aminoécidos naturais ou os obtidos por hidrélise de
proteinas tém sempre um grupo aminico ou iminico adjacente ao grupo
carboxilico. Todos esses acidos, com excecdo da glicina, apresentam pelo
menos um atomo de carbono quiral, e conseqiientemente existem em duas
formas oticamente ativas, denominadas D-aminoacido e L-aminoacido.
Essas configuragdes, D e L, referem-se a configuracdo de determinados
carbonos quirais e ndo ao sentido da rotagdo 6tica desses compostos.

Dos 20 aminoacidos necessarios para a sintese protéica, alguns sao
considerados essenciais para manter o crescimento e balanco nitrogenado

que nao sdo sintetizados pelo organismo, sendo obtidos somente pela



ingestdo de alimentos via oral ou por nutricdo parenteral via intravenosa,
tais como: valina, isoleucina, leucina, lisina, triptofano, fenilalanina,

metionina e treonina. [7]

2.5.2 Classificacdo

Aminoécidos t€m sido classificados de varias maneiras, como por
exemplo, em alifaticos, aromaticos e heterociclicos; ou em aminoécidos
monoamino-monocarboxilicos (neutros), monoamino-dicarboxilicos
(acidos) e diamino-monocarboxilicos (basicos). A classificacdo mais
significativa baseia-se na polaridade dos radicais R, ligados ao carbono em
a carboxila e de acordo com essa propriedade os aminoacidos sdo
classificados em:

1) aminoacidos nos quais R é nao polar ou hidrofobico: aminoécidos
alifaticos, todos com carater hidrofébico (alanina, fenilalanina, glicina,
isoleucina, leucina, metionina, prolina, triptofano, valina).

2) Aminodcidos nos quais R ¢ polar, mas sem cargas: Os residuos ligados
ao carbono adjacente a carboxila tém grupos polares (hidroxilas, sulfidrilas
etc.) e, portanto, com capacidade de formar ligacdes de hidrogénio.
Também neste caso os residuos poderdo ser alifaticos ou aromaticos
(asparagina, cisteina, glutamina, hidroxiprolina, serina, tirosina, treonina).
3) Aminoacidos nos quais R ¢é carregado positivamente: as cargas positivas
sdo causadas por um segundo grupo aminico ou por um grupo iminico. Sao

denominados basicos (arginina, hidroxilisina, histidina, lisina).



4) Aminoacidos nos quais R ¢ carregado negativamente: a carga negativa ¢
causada pela presenca de um segundo grupo carboxilico. Sao denominados
acidos (&cido aspartico, acido glutamico).

Existe um valor de pH chamado ponto isoelétrico (pl), que ¢é
caracteristico para cada aminoacido, (tabela 1), no qual o aminoacido nao
apresenta carga, pois a carga positiva do grupo NH;' ¢é neutralizada pela
negativa do grupo COO™ . Quando o pH do meio for superior ao seu pl este
se apresentara na forma predominante negativa enquanto que se o pH do
meio for inferior ao se pl o aminodcido se apresentara na sua forma
positiva.[9] Devido a esta propriedade os aminodcidos sdo chamados

“zwitterion”.[10]

Tabela 01 — Ponto Isoelétrico (pl) dos aminoéacidos.

Aminoacidos PI aminoacidos PI
Alanina 6,00 Arginina 10,76
Lisina 9,74 Glicina 5,97
Prolina 6,30 Cisteina 5,07
Leucina 5,98 Triptofano 5,89
Isoleucina 6,02 Acido Glutamico 3,22
Metionina 7,54 Acido Aspartico 2,77
Fenilalanina 5,48 Serina 5,68
Treonina 5,64 Glutamina 5,65
Tirosina 5,66 Valina 5,96
Histidina 7,59 Asparagina 5,41
Ornitina 9,70

Os aminoacidos que possuem além dos grupos amino e carboxilico
outros grupos (tabela 2), podem reagir de diferentes formas dependendo da
natureza do grupo funcional. Acido aspartico e glutimico possuem um

segundo grupo carboxilico e apresentam um cardter mais acido, enquanto
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lisina, arginina e histina possuem um segundo grupo amino sendo, portanto,
aminoacidos com um carater basico maior.

A capacidade dos aminodcidos em atuarem como ligantes para ions
metalicos esta relacionada ndo s6 a presenca dos grupos amino e
carboxilico mas também, a estes outros grupos funcionais. Entretanto, como
os grupos sao diferentes em sua natureza, a capacidade dos aminoacidos de
se ligarem a metais também ¢ diferente. Por exemplo, os grupos R-OH, R-
NH,, R-CO, podem ser classificados como ligantes duros, enquanto que os
grupos R-SH, R,S podem ser classificados como moles. Com isso, 0s
aminoacidos ndo podem ser classificados de uma Unica maneira e estdo

aptos a combinarem-se de diferentes formas com diferentes ions metalicos.

[11]

Tabela 02 — Valores de pKas para os aminoacidos

Aminoacidos Grupamento a-COOH Grupamento a-NH;" Cadeia Lateral
Alanina 2,3 9,9
Lisina 2,2 9,2 10,8
Asparagina 2,02 8,80
Ornitina 1,94 8,65 10,76
Prolina 2,1 10,6
Leucina 2.4 9,6
Isoleucina 2,4 9,7
Metionina 2,3 9,2
Fenilalanina 1,8 9,1
Treonina 2,6 10,4 13,0
Tirosina 2,2 9,1 10,9
Histidina 1,8 9,2 6,0
Arginina 1,8 9,0 12,5
Glicina 2,4 9,8

Cisteina 1,8 10,8 8,3
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Continuagdo da tabela 02

Triptofano 2,38 9,39
Acido Glutamico 2,2 9,7 43
Acido Aspartico 2,0 10,0 3,9
Serina 2,1 9,2
Glutamina 2,17 9,13
Valina 2.3 9,6

2.5.2.1 Teoria HSAB (acidos e bases/duros e moles — Hard and Soft
Acids and Bases)

Em 1963 Pearson usou termos “Duro” e “Mole” para descrever
interagdes entre ions metéalicos (4cidos de Lewis) e ligantes (bases de
Lewis). Ele convencionou que cations duros sdo aqueles que formam
complexos estaveis com ligantes duros e cations moles com ligantes moles.

De acordo com essa classificacdo, os ions duros sdo caracterizados
por pequeno raio e grande carga, ou seja, ions duros t€ém uma nuvem
eletronica pouco disponivel para um partilhamento com o ligante. Enquanto
que ligantes duros, também, ndo entregam com facilidade ao ion metalico
suas densidades eletronicas, logo a combinagdo de ambos, ions metélicos e
ligantes duros resultam em um complexo estabilizado por simples forca
eletrostatica. Por outro lado, ions metalicos e ligantes moles sdo aqueles que
possuem nuvem eletronica polarizada, estando assim mais disponiveis para
o partilhamento destas, havendo entre eles um aumento na covaléncia da
ligagdo, formando entre si complexos com uma alta estabilidade. Pearson

ndo eliminou a hipotese de interacdo entre ions metalicos e ligantes de
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classificagdo diferente, explica ele que caso ocorra, por exemplo, a
combinagdo entre um ion metalico duro com um ligante mole, o metal nao
aceitard facilmente a densidade eletronica que o ligante oferece e o
resultado sera um complexo com uma estabilidade baixa. Também ¢ dito
em seus trabalhos que certos ions e ligantes dispdem de uma classificagao
intermediaria podendo, com 1isso, ser capazes de interagir reacionalmente
bem como ambas as espécies moles e duras.

Na pratica, a teoria de Pearson de acidos e bases duros e moles
(HSAB), indica as possiveis combinacdes favoraveis entre ions metalicos e
ligantes.

A seletividade entre ions metélicos e ligantes no meio biologico
depende ndo somente da natureza dos dois, segundo a teoria HSAB, mas
também de varios outros fatores como, por exemplo, estados de oxidacgao,
geometria de coordenagdo, tamanho do ion e pH do meio [11,12]. Segundo
a classificacio de Pearson os ions metéalicos, como mencionado
anteriormente, podem ser divididos em 3 grupos. O primeiro grupo ¢ a
classe de metais denominados duros onde estdo incluidos os elementos dos
grupos IA, IIA e IITA da tabela periddica, esses metais possuem um Unico
estado de oxidagdo e, com excecdo do Be e do IA, complexam fracamente
ligantes organicos. Ao segundo grupo, pertencem os metais classificados
como intermedidrios. Eles complexam de diferentes maneiras e mais
fortemente os ligantes organicos do que os metais classificados como duros.
Aqui estdo incluidos todos os metais pertencentes a primeira série de
transicdo do Ti ao Ga. Ao terceiro e ultimo grupo pertencem os metais
classificados como moles que sao os metais do periodo do Mo ao Sb e do
W ao Bi, e, ainda, aqueles da série de transicdo da tabela periodica. [13]
Uma das melhores ilustragdes desta teoria em quimica bioinorganica ¢ a
formagao dos complexos de proteinas de baixo peso molecular, (30-35%

dos aminoacidos desta classe de pequenas proteinas sdao residuos de
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cisteina) através de grupos sulfidrila que complexam fortemente metais

como Cd*", Hg%, Pb*" e TI*".[14]

2.5.3 Ligagdes Metais-Aminoacidos

A complexacdo dos metais por aminodcidos basicamente se da por
reacao do grupamento amino ¢ do grupamento carboxilico com formagao
de anel. Nestes casos 0 aminoacido atua como ligante bidentado. Quando o
aminoacido possui além dos grupamentos amino e carboxilico outro grupo
funcional, o aminoacido pode atuar como um ligante bidentado de trés
formas diferentes ou como um ligante tridentado.

Quando o aminodcido possui em sua cadeia lateral outro centro
reativo além do grupamento aminoacido e atua mesmo assim como um
ligante bidentado, a formagdo do anel pode se dar por reacdo do
grupamento amino e carboxilico, pelo grupamento amino e grupamento da
cadeia lateral, ou pelo grupamento carboxilico e o grupamento da cadeia

lateral.[15,16,17]

2.6 Toxicidade do Chumbo

O chumbo foi um dos primeiros metais que o homem aprendeu a
usar. H4 evidéncias de que ja era utilizado na Asia Menor no ano 4.000 a.c.
Por ser utilizado de forma tao intensiva por tdo longo tempo, a histdria de

sua intoxicagdo € extensa. No entanto, foi Hipocrates o primeiro a ligar os
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sintomas de intoxicac¢do por Pb a seu fator causal. Durante a Idade Média a
intoxicacao por chumbo foi totalmente esquecida e somente no século XVI
apareceu novamente na literatura médica quando Paracelso descreveu a
“doenca dos mineiros”.

Atualmente, esta patologia (“doenca dos mineiros”) ¢ denominada
saturnismo ou plumbismo, sendo comum em todo o mundo, principalmente
nos paises em desenvolvimento.

Os casos atuais de intoxicacao sao, em geral, mais brandos do que os
de 50 anos atras. No entanto, as estatisticas demonstram apenas a ‘ponta do
iceberg’ e geralmente ndo consideram a intoxicagao subclinica.

O chumbo ¢ virtualmente onipresente no meio ambiente como
resultado de sua ocorréncia natural e sua utilizagdo industrial. A ingestao
diaria meédia de um adulto ¢ de 0,1 mg a 2 mg. Os casos de toxicidade

resultam tanto de exposi¢ao ambiental quanto da industrial. [18]

2.6.1 Toxicocinética do Chumbo

A maioria das intoxicag¢des por chumbo ¢ lenta e gradual devido a
sua exposicdo e acumulo freqlientes. Seus compostos inorganicos
apresentam duas vias de absor¢do: respiratéria e digestiva, sendo
aumentada quando hé deficiéncia organica de ferro, célcio e zinco.

Apenas seus compostos organicos conseguem penetrar no organismo
por via cutanea, por exemplo, o chumbo tetraetila, que penetra rapidamente
no organismo pelos pulmades, pelo trato gastrointestinal e pela pele. Pela via
respiratéria a absor¢do varia com a forma (fumos metélicos x particulas), a

concentragdo e com as variagdes patologicas e fisioldgicas individuais.[ 18]
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As particulas de chumbo que sdo inaladas do ar ambiental sdo
absorvidas pelo organismo e serdo entdo, depositadas nas regides
nasofaringes, traqueobronquica e alveolar, de onde serdo eliminadas pelo
mecanismo mucocilar da faringe, ou serdo ingeridas e absorvidas, ou
eliminadas pelo trato gastrointestinal, com exce¢do da regido alveolar
(figura 1).[26]

A absorcdo de chumbo pelo trato gastrointestinal ¢ de
aproximadamente 10% nos adultos, pois grande parte do chumbo ingerido ¢
eliminado pelas fezes, urina e suor. ja que a maior parte do chumbo
ingerido ¢ excretado in natura, mas o indice de absor¢ao pode chegar a 50%
quando ingerido como solugdo. Porém, nas criancas essa absor¢ao ¢ maior,
chegando a 40% do total de Pb ingerido com os alimentos, sendo bem
maior a suscetibilidade de disturbios neurolégicos em criancas do que em
adultos. Cumpre ressaltar que a absor¢do de chumbo pela via digestiva
depende principalmente de fatores dietéticos, como o estado de jejum, a
ingestao de proteinas e de presenga de calcio, ferro e fosforo.

Uma deficiéncia desses nutrientes aumenta a absor¢cdo de chumbo e
vice-versa, provavelmente pela competi¢do destes minerais por um mesmo
mecanismo de transporte. Estudos demonstram que hd uma relagdo
reciproca entre o conteudo de calcio da dieta e a absor¢ao do chumbo.

Setenta por cento do chumbo que ingerimos provém dos alimentos
como: frutos, legumes, cereais € mariscos e das bebidas como vinho, sumo
de frutos e dgua. O saturnismo, intoxicagdo pelo chumbo, conhecido desde
ha muito tempo, corresponde a absor¢do deste elemento muito mais
elevadas do que os teores normalmente encontrados nos alimentos e nas
bebidas. Esta intoxicacdo estd a maior parte das vezes ligada a uma
poluicao acidental, podendo ser fatal. Entretanto, a administracao regular de
pequenas quantidades de chumbo pode conduzir a efeitos sérios para a

saude, particularmente em individuos debilitados. E por isso que devem ser
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desenvolvidos todos os esfor¢os no sentido de se reduzir ao minimo os
efeitos associados a esse metal.[19,20] Depois de sua penetragdo na
corrente sanguinea, o chumbo ¢ depositado na forma de bifosfato no figado,
rins, bago, pulmdes, cérebro e na medula 6ssea, fixando-se entdo nos 0ssos
como trifosfatos.[21]

Em uma intoxicacao aguda, os primeiros sintomas sdo a dor de cabeca
e muscular, fadiga, emagrecimento, constipagdo, vOmitos, anemia e
dificuldade de concentracdo. Uma intoxicacdo maior da seguimento a
agitagdo, irritabilidade, perda de memoria e de coordenagdo, vertigens e
depressao, fortes dores abdominais, nduseas, debilidade muscular e
encefalopatia. [22]

Ainda ndo tem estudos que comprovem qual o limite permitido desses
metais pesados (Cd e Pb) em solucdes de nutricdo parenteral. A
farmacopéia USP XXI (United States Pharmacopeial Convention, 1895,
p.966) estabelece o limite de 0,3 ppm de metais pesados para algumas
solucdes parenteral de grande volume (LVP) [21]

A legislagdo brasileira, a partir da portaria 518/2004 do Ministério da
Satde, determina como padrdo de potabilidade da agua para consumo
humano a presenca de, no maximo, 0,01lmg.L™" de chumbo. [23]

O Ministério da Saude também define, através da Portaria n.° 82/2000,
como padrdo da qualidade da agua tratada utilizada na preparacdo de
solucdo de didlise a quantia de, no méaximo, 0,005 mg L de chumbo ¢ as
analises desta dgua devem ser feitas semestralmente. A AAMI (Association
for the Advancement of Medical Instrumentation), instituicdo que define as
normas desta area nos EUA, e a Farmacopéia Européia também possuem
este valor como limite, mas as analises de controle devem ser realizadas
mensalmente.[24,25] Se a agua potavel for rica em chumbo, o metal pode
persistir mesmo ap6s o tratamento, podendo, além das intoxicagdes com

sintomas j&  descritos, levar o individuo a  morte.[26]
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Segundo Goes (1998) [27] a absor¢do, distribuicio e excre¢do dos

compostos toxicos se da no organismo humano conforme esquema a seguir:

Figura 01- Roteiro de absorcéo, distribuicdo e excregido dos compostos

toxicos no organismo
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2.7 Toxicidade do Cadmio

A base da toxicidade do Cd ¢ sua influéncia negativa sobre o sistema
enzimatico das células, resultante da substituicdo de outros ions metalicos
(principalmente zinco, cobre e calcio) em metaloenzimas e sua afinidade
muito forte por estruturas bioldgicas contendo grupos —SH, como proteinas,
enzimas ¢ acidos nucléicos. Muitos efeitos da agdo do Cd resultam da
interacdo com micro ¢ macroelementos essenciais, Zn, Cu, Fe ¢ Se. Estas
interagdes podem acontecer em diferentes estagios da absorcao, distribui¢ao
e excrecdo dos bioelementos e o Cd, assim como no estidgio das funcgdes
bioldgicas dos elementos essenciais.

O Cd entra no organismo através dos pulmdes (descargas industriais,
fumaca de cigarro), em alimentos ou em dguas de encanamentos com soldas
galvanizadas. Tem sido sugerido que o Cd dissolvido dos encanamentos
galvanizados na agua causa hipertensdo. Seus efeitos toxicos sdo aparentes
nos eritrocitos, rins e figado e pelo bloqueio da agdo biocatalitica do Cu, Zn
e Co. O Cd acumula-se em tecidos e ¢ um indicador da carga corporal total,
embora concentracdes tipica de 10 nmol L' ou menos no sangue,
principalmente no eritrocito € urina sdo monitorados para exposicao
ocupacional. Pouco ¢ conhecido sobre a especiagdo de Cd em fluidos
corporais. Apds a absor¢cdo, Cd pode ligar-se ndo especificamente a
albumina depois da liberagdo da circulagdo, primeiramente pelo figado.
Diversos experimentos demonstram que o Cd ¢ um potente inibidor de
sistemas enzimaticos a nivel hepatico.[28]

A legislacdo brasileira, a partir da portaria 518/2004 do Ministério da
Satde, determina como padrdo de potabilidade a presenca de, no méaximo,

0,005 mg.L" de cadmio na agua para consumo humano.[29]
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2.7.1 Toxicocinética do Cadmio

Wester et al (1992) investigando a absor¢ao percutanea do cloreto de
cadmio a partir da 4gua e solo, numa situacdo experimental na qual foi
utilizada a pele humana, postularam que a exposi¢cdo de todo o corpo ou
cadmio na agua na concentracao de 16 ppb, com 0,5% de absor¢ao, resulta
num ingresso sistémico didrio de 10pug de caddmio. Os estudos sobre a
absorcao dérmica sugerem que, embora a absor¢cao por esta via seja lenta,
pode atingir proporcdes relevantes nas situagdes em que solugdes
concentradas de caddmio estejam em contato com a pele por varias horas.

Os compostos soluveis de cadmio (cloreto e sulfato) podem se
depositar na arvore bronquica, porém o sitio principal de absor¢do ¢ o
alvéolo. Quando inalado, uma fragdo do material particulado oriundo da
fumaca do cigarro ¢ depositada nas vias aéreas e no pulmao, e o resto ¢
exalado, estima-se que 20% a 50% do cadmio seja absorvido [30].

A maior parte do cadmio ingerido nao ¢ absorvida pelo trato
gastrointestinal, somente 1/20 do Cd contido nos alimentos ou agua ¢
absorvido por esta via. A absorcao intestinal parece ocorrer em duas fases:
do lumem para a mucosa e transferéncia para a circulagao.

Entre os fatores que afetam a absor¢do do Cd estdo a interagdo
metal-metal (por exemplo: ferro, calcio, cromo, magnésio e zinco) e metal-
proteina (metalotionina, glutationa, enzimas com radical sulfidrila),
presentes tanto nos alimentos como no organismo. [28]

De importancia particular para a toxocinética do Cd € a sua interagado
com a proteina metalotionina. O Cd se acumula nos rins e figado porque a
velocidade de eliminagdo destes Orgdos ¢ relativamente baixa, em parte
devido a ligacdo do Cd as metalotioninas nestes tecidos. [31]

O Cd ¢ distribuido na forma de ions ligados a eritrécitos, a albumina

e a tioneina do eritrécito. Aproximadamente 80% a 90% da quantidade do
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Cd esta ligada a metalotionina, o que faz com que os niveis de Cd circulante
diminua, diminuindo conseqiientemente a sua disponibilidade.[30,31]

A excrecao do Cd € muito lenta, e conseqiientemente a sua meia vida
¢ muito longa — 17 a 38 anos, sendo que nos rins estima-se uma meia vida
entre 6 a 38 anos e no figado 4 a 19 anos.

Grande parte de Cd inalado ou ingerido ¢ excretado pelas fezes, via
de regra, reflete, principalmente a poeira de Cd deglutida do ar industrial ou
ingerida acidentalmente das maos contaminadas, nas situacoes de exposi¢ao
ocupacional.

Porem, quase todo o Cd excretado pelas fezes ¢ devido a ndo
absorcdo pelo trato gastrintestinal. O Cd absorvido ¢ excretado

vagarosamente e igualmente pela urina e fezes. [28, 30]

2.8 Determinacgéo de metais por Voltametria

A voltametria estuda as relacdes entre a voltagem, a corrente € o
tempo, durante a eletrélise numa célula. A técnica envolve comumente o
estudo da influéncia das variagdes da voltagem aplicada sobre a corrente
que passa pela célula, em alguns casos, investiga-se a variagdo da corrente
com o tempo. Normalmente o procedimento envolve o uso de uma célula
com trés eletrodos: (1) um eletrodo de trabalho no qual ocorre a eletrélise
que se estd investigando; (2) um eletrodo de referéncia, que ¢ usado para
medir o potencial do eletrodo de trabalho; e (3) um eletrodo auxiliar que,
juntamente com o eletrodo de trabalho, permite a passagem da corrente da
eletrélise.[32] O eletrodo de mercurio de gota pendente HMDE tem como

vantagem o fato de que cada nova gota pode ser facilmente formada e este
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processo de renovacdo remove problemas que podem ser causados por
contamina¢ao de uma analise prévia.

A voltametria ocupa uma importante posi¢do entre os métodos
eletroquimicos para a investigagao de compostos organicos. Muitos grupos
funcionais podem ser oxidados ou reduzidos no eletrodo de trabalho, o que
torna possivel a determinagdo de uma grande variedade de compostos.[33]

A voltametria oferece potencialidades para investigar e estudar a
especiagdo de metais pesados dissolvidos em aguas naturais [34,35,36,37].
Por outro lado certas espécies de metais dissolvidos, principalmente
complexos organicos estaveis, sdo inacessiveis para determinacao
voltamétrica. Portanto, para determinagdo dessas espécies faz-se necessario
um pré-tratamento para transformar todo o conteudo desses metais
acessiveis de se determinar por voltametria.

Dentre as diversas técnicas de voltametria como a DPV (Differencial
Pulse Voltammetry), NPV (Normal Pulse Voltammetry), RPV (Reverse
Pulse Voltammetry) e SWV (Square Wave Voltammetry), utilizou-se a DPV
para a quantificagdo dos metais Cd e Pb livre e combinado na presenga dos
aminoacidos com o eletrodo de mercurio de gota pendente.

Outra técnica voltamétrica muito utilizada na analise de tragos,
referida na literatura como voltametria inversa, inclui a pré-concentragdo do
analito no eletrodo, separando-o da matriz, e, por uma inversao no sentido
de varredura dos potenciais, obtém-se o sinal do analito pré-concentrado
que ¢ dependente do tempo de pré-concentracao.

O curto tempo de andlise e a seletividade combinadas com alta
confiabilidade, devido a boa exatidao nas medidas, tem feito da voltametria
melhor alternativa do que AAS para anélise de tragos de metais pesados
toxicos em muitos tipos de matrizes ambientais. Além do baixo custo das
analises, curto tempo de deteccdo, alto potencial de automatizacdo e

possibilidade de determinagao simultanea de diversos metais.[34,38,39]
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2.9 A destruicdo da materia organica por radiacdo UV

A matéria organica presente nas aguas naturais interfere na
determinacao da concentracdo de metais por voltametria principalmente de
trés maneiras: 1) pela formagao de fortes complexos com metais, os quais
nao sdo detectados durante a andlise da amostra, levando a quantificacao
apenas da frag¢do eletroquimicamente 1abil; e 2) competindo com o metal
pela superficie do eletrodo, diminuindo assim a intensidade do sinal do
analito ou provocando o aparecimento de sinais interferentes; 3) a propria
matéria organica pode sofrer reducdo ou oxidacdo eletroquimica,
aumentando a corrente residual a ponto de impedir a execucdo da analise.
[40] Os métodos de digestao umida, que empregam aquecimento e adigdo
de reagentes como d4cidos oxidantes ou perdxido, tém sido bastante
utilizados, mas apresentam a desvantagem de oferecer um alto risco de
contaminagao, principalmente no caso de amostras com metais em nivel de
traco.

Cerca de 40 a 80% da matéria organica presente em amostras de
aguas naturais ¢ formada por compostos himicos, que sao macromoléculas
de estrutura complexa e composi¢ao elementar variavel. Grupos cromoforos
como 4cidos carboxilicos e estruturas aromaticas sdo abundantes nos
compostos huimicos, que absorvem fortemente a luz ultravioleta e podem
atuar como fotossensibilizadores Os fotossensibilizadores sdo moléculas
que quando excitadas transferem sua energia de excitagdo para outras

moléculas presentes em solu¢do, podendo formar espécies altamente
reativas como o radical hidroxila (-OH), peréxido de hidrogénio (H202),
oxigénio singlete (102), fon superdxido (02-) e elétron hidratado (e"hid).
[41] Estas novas espécies podem fotooxidar os  proprios

fotossensibilizadores, como também outros compostos presentes em
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solucdo. Portanto, na presenca de uma fonte continua e intensa de radiagao
UV a fotodegradacdo da matéria organica pode ser bastante rapida e
eficiente.[42] A adigdo de H202 em solucdo pode funcionar como uma
fonte de oxigénio molecular e de radicais hidroxila, que sdo produzidos a

partir da decomposi¢ao fotoquimica do H,0O,. [43]

2.9.1 Oxidantes formados sob a influéncia da radiacdo UV

2.9.1.1 Oxigénio singlete

A acdo da radiagdo UV sobre moléculas de oxigénio, muda seu
estado de energia do estado fundamental O, (triplete) para o estado excitado
'0, (singlete), que é gerado provavelmente a comprimentos de onda (L)
igual a 366 nm. Este processo ocorre na presenga de fotossensibilizadores.
Kautsky [44] foi o primeiro a propor um mecanismo de oxidagdo no
ambiente natural: a energia da luz solar absorvida pelos
fotossensibilizadores, ¢ entdo transferida para as moléculas de O, ¢ as
moléculas mudam seu estado de energia para 'O, . Os 4tomos de 'O,
formados reagem com agua e as substancias orgéanicas presentes formando
peroxidos e radicais.

Haag e Hoigné [45] propuseram a seguinte descrigdo quimica dos
possiveis processos que ocorrem durante a absor¢do de energia UV:

S+hv—S*+0, —»'0,+S (1)
102—> 0, (2)



24

'0,+A—>0,+A(3)

'0, + A — produtos (4)
onde S e S* sdo fotossensibilizadores no estado fundamental e excitado,
respectivamente, ¢ A é o composto aceptor de energia (agente trapping). A
reagao (1) mostra como os fotossensibilizadores participam no processo, a
reacdo (2) a extingao fisica de moléculas de oxigénio excitado pela agua, a
reacdo (3) mostra a extingao fisica de moléculas oxigénio por um aceptor
organico, por exemplo, furfuril dlcool e a reagdo (4) mostra a reagao
quimica com A.

Além de fotossensibilizadores ocorrentes em aguas naturais, estes
podem englobar outros compostos quimicos, como por exemplo, corantes
como azul de metileno. A adigdo destes compostos ¢ a subseqiiente
exposicao a luz solar é recomendada como um dos métodos de tratamento
de aguas residuais. [46] O 'O, ¢ altamente reativo, seu tempo de meia vida
¢ cerca de 2us e seu estado regular de concentragao ['0,] ¢é cerca de 1077
moles L™, Merkel e cols mostraram que ha uma relagdo linear entre esta
concentragdo e a concentracdo de carbono organico dissolvido (COD),
confirmando o mecanismo proposto para a formacéo de '0,.[47]

Os autores citados também investigaram a influénica do pH na
velocidade da reagdo do 'O, com um aceptor A (a reacdo de oxidacao do
furfuril alcool). Na faixa de pH especifica para dguas naturais eles nao
encontraram nenhuma dependéncia entre o pH e a velocidade de
fotooxida¢do, mas para solugdes basicas (pH>8) a velocidade da
fotooxidacdo diminui. Todos estes dados indicam que o 'O, é um
importante produto intermediario da decomposicdo de substancias

organicas provenientes de fontes naturais e aquelas do ambiente poluido.
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2.9.1.2 Radicais superoxidos O, e radicais alquilperdxido RO,

O primeiro produto de reducdo de uma molécula de O, ¢ um ion
superdxido, que € instavel em solugdes aquosas e rapidamente se decompoe
a HyO, e O,.[48] Os autores sugerem um possivel mecanismo para a
formagdo deste fon. E conhecido que acidos hiimicos contém quinonas e
semi-quinonas, que tornam-se excitadas quando absorvem radiacdo UV.
Estas entdo, reagem com moléculas de O, a ions O,. Estes ions podem
participar na decomposi¢do de alguns poluentes, por exemplo, na
decloragao fotoquimica de metoxicloro.

O radical alquilperoxido RO, representa um tipo de radical formado
em solu¢do aquosa contendo matéria organica durante irradiacdo UV. Mill e
cols avaliaram a concentragdo de RO, a 10° M em suas investigagdes da

fotooxidacao de cumeno e piridina.[49]
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2.9.1.3 Ozbnio

Sob a influéncia da radiagdo de comprimentos de onda curtos ()<240
nm), moléculas de O, reagem para formar moléculas de 0zénio (O;):
O,+hv—>20
O + 02 — 03
Numa lampada de merctrio (Hg), a linha 185 nm ¢ a principal

responsavel pela formacéo do Q,.

O O; ¢ um agente oxidante poderoso (E, = +2,08 V) quando
comparado a outros agentes oxidantes conhecidos como, por exemplo,
H,O, (B, = +1,78 V) permitindo com esta espécie que reaja com uma
inimera classe de compostos. A oxidagdo da matéria organica pode ocorrer
de maneira direta ou indireta.

Oxidagdo direta: a molécula de O; pode reagir diretamente com
outras moléculas organicas ou inorganicas via adi¢ao eletrofilica. O ataque
eletrofilico do O; pode acontecer a d&tomos com uma densidade de carga

negativa (N, P, O ou carbonos nucleofilicos) ou a ligagdes duplas ou triplas

do tipo C-C, C-N e N-N.

NO, + O; - NO; +0,
CN + 03 — CNO, + O,
SO;7 + 05 — S0, + 0,
R,C=CR; + O3 — RCHO; R,CO; RCOOH
Onde R = radical alquila ou H
No escuro e em temperatura ambiente, o O; ¢ moderadamente
estavel, periodo meia-vida ¢ 15 h , mas quando irradiado com luz de 200-

300 nm ele decompde-se rapidamente numa reacao em cadeia:[50]
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O;+hv —» O +0,

O0+0;— 0,*+0,

0,*+0;—>20,+0
Onde Oz* representa as moléculas de O, excitadas. No entanto, a presenga
de O, ou outros gases (CO,, N,, Ar), inibe a decomposi¢do do Os,
diminuindo fortemente a velocidade da reacao.
Oxidacdo indireta: em solucdes aquosas, O; irradiado com UV forma
radicais ‘OH (E, = +2,8 V), um poderoso e nao seletivo oxidante. Varios
caminhos de formacdo do sdo possiveis [51,52], ions perdxido (HO,) e
superdxido (O,) sdo formados como intermediarios na dissociagdo do

H202.

05 +H,0 + hv — H,0, +0O,

H,0, + hv — 2 'OH

H,0, —» HO, + H”

0;+OH — O, +HOy

O;+HO,; .2 0,+ OH

O O; ¢ um eficiente agente oxidante para compostos organicos

encontrados na natureza. Foi investigado o processo de decomposi¢cdo de
acidos humicos em muitos tipos de 4gua e verificou-se que a sua
concentragdo diminui durante o processo de ozonizacdo.[53] A
decomposi¢do de acidos himicos segue através do decaimento gradual a
compostos com estrutura mais simples, as espécies resultantes tem uma
massa molecular menor que 1000, entdo sdo facilmente degradaveis.
Quando examinando estes processos, Gilbert [54] indicou que 3-4 mg de O3
por mg de carbono organico dissolvido (COD) sao suficientes para diminuir

a demanda quimica de oxigénio em 60%.
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Investigou-se os processos de oxidacao que fazem uso do O3, H,O; e
irradiagdo UV, e comparou-se a eficiéncia de decomposicdo de muitos
compostos organicos presentes em aguas naturais e aguas residuais.[55,56]
A velocidade de oxidagdo aumenta sempre em sistemas oxidantes/UV

comparado a sistemas apenas com oxidantes.

2.9.1.4 Radicais OH e H,0,

Foi mostrado que os processos de fotooxidacdo em aguas naturais
sob a influénica da luz solar tem também um carater radicalar. A formagao
de radicais OH e sua subseqiiente reacdo com a matéria organica ¢ uma das
formas naturais de biodegradag¢do.[57,58,59]

Os processos de mineralizacdo usados em laboratorios também tém
feito uso de radicais hidroxilas de alta reatividade, que foram gerados do
H,0,; adicionado as solugdes e expostos a acao da luz UV. Os radicais ‘OH,
iniciam reacdes em cadeia envolvendo as substincias organicas de trés
mecanismos distintos: 1) abstracdo de hidrogénio; 2) transferéncia de
elétrons; 3) adicdo radicalar. Os radicais secundarios formados durante
estas reagdes podem novamente reagir com outros compostos.[60]

CI;CH + OH — CI3C + H,0O abstracao de hidrogénio
CO;* +OH — CO;5 + ‘OH transferéncia de elétrons

Encontrou-se que a oxidagdo por radicais hidroxilas ¢ mais eficiente
na faixa de pH de 6-8. Malaiyandi e cols [61] investigaram a eficiéncia da
mineralizagdo de uma amostra de 4agua usando um sistema H,O,/ UV.
Quando utilizou-se 0,5 % (v/v) houve uma reducao de 88 % do conteudo

carbono organico total (COT) em 4gua destilada e um minimo de 98 % em



29

agua de torneira. Eles encontraram que o aumento da concentra¢do de H,O,
para 1 % (v/v) ndo melhora a eficiéncia da mineralizagdo. A duragdao 6tima
de mineralizacao foi de 4 h. Os autores também compararam a eficiéncia da
mineralizagdo de um sistema H,O,/ UV (88 % redug¢do do conteudo de
COT) e um sistema UV apenas (28 % reducao do conteudo de COT). Eles
indicaram que uma ozonizacao de 8 h ¢ muito menos eficiente na remogao
de compostos organicos ndo polares da dgua que o sistema H,O,/ UV.

Estudos com o perdxido de hidrogénio na degradacao fotocatalitica
de contaminantes organicos apresentam efeitos positivos e negativos.
Muitos estudos informam que o perdxido de hidrogénio poderia aumentar a
taxa de reacdo ou efeito ou causar efeitos de inibi¢do dependendo da
concentragdo das solugdes de reacdao. Os resultados de todos esses estudos
sugerem que o efeito do peroxido de hidrogénio ¢ uma funcdo de muitos
parametros inter-relacionados incluindo as propriedades de radiagao
(comprimento de onda, intensidade), pH da solugdo, propriedades fisico-
quimicas dos contaminantes ¢ o oxidante para fragdo molar contaminante.

O efeito do perdxido de hidrogénio na degradacao fotocatalitica de
contaminantes organicos em d4gua foi investigado usando um reator
fotocatalitico com disco rotatorio de TiO, (RDPR) operado em modo
continuo e em estado constante.[63] O H,O, ¢ o mais simples dos
perdxidos, ¢ um importante precursor em sintese quimica.[63,64] E também
um componente fundamental de diversas tecnologias de oxidacdo quimica
incluindo Fenton, foto-Fenton, UV baseado em oxidagdo quimica,
processos polioxometalicos, e oxidagdo baseada na transicdo de metal de
mais alta valéncia [65,66,67,68] Além disso, ¢ composto apenas de atomos
de hidrogénio e oxigénio e sob apropriadas condi¢cdes poder produzir
produtos finais desejaveis ambientalmente, tais como dgua e ions hidroxila.
Por isso, recentemente, existe grande interesse em diversas aplicagdes como

quimica “green” e engenharia “green”.[69] Enquanto a maioria dessas
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aplicagdes focalizam a destrui¢do de contaminantes organicos em agua
usando ou UV artificial [65,66] ou iluminacdo solar e poucos estudos
também com gases contaminantes. [72,73,74]. Persulfato,
peroximonosulfato, periodato e outros oxidantes sdo também usados
[74,75] mas perdéxido de hidrogénio é mais popular por causa de suas
vantagens como aditivo “green”. Efeitos benéficos da adicao de perdxido de
hidrogénio foram registrados no tratamento fotocatalitico de DOM em
efluente de celulose e industria de papel, diversos pesticidas e outros
contaminantes organicos.[76]

O sinergismo atribuido ao peroxido de hidrogénio atribui-se ao fato
de ele ser um aceptor de elétrons melhor do que o oxigénio molecular bem
como a geracdo de radicais hidroxilas adicionais pela reagdo
correspondente. Conseqiientemente, adicdo de peroxido de hidrogénio
resultard em efeito duplamente positivo: aumento da concentracao de sitios
disponiveis de oxidagcdo (aumento da geracdo de radicais hidroxila) e
formacdo de radicais hidroxilas adicionais devido a redu¢ao pelo H,O, da
condugdo da banda do elétron. Por outro lado, uma grande quantidade de
peroxido de hidrogénio diminuira a eficiéncia do processo devido a
favoravel inibicdo das reagdes que os radicais hidroxilas degradam bem
como a adsorcdo competitiva entre peroxido de hidrogénio, oxigénio e
contaminantes organicos.

Estudou-se [77,78,79,80] a influéncia da adi¢gao de H,O, sobre a
eficiéncia da digestdo UV de muitos compostos organicos em solucao. Um
método de decomposicdo freqiientemente usado consiste em acidificar
amostras mineralizadas (pH 2) contendo H,O, e a posterior fotooxidacao.
Inicialmente, este método foi usado para determinagdo de carbono organico
dissolvido em que o CO, formado foi medido usando espectroscopia

infravermelho (IR). O resultado demonstrou que a decomposi¢do de
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substancias organicas ¢ quantitativa. Um efeito adicional da acidificagdo ¢ a
dissociacao de complexos de compostos organometalicos labeis.
Nitratos e nitritos ocorrem em aguas naturais ¢ podem também ser

fonte de radicais OH:
NO; + H;0 + hv —» NO + OH + ‘OH
NOs3 + H;0 + hv — NO, + OH + OH

Kotzias e cols investigaram a velocidade de decomposi¢do de varios
compostos organicos modelos dissolvidos em agua e irradiados com UV.
Eles compararam as velocidades constantes de reagdes de fotooxidacao em
agua pura e em agua contendo nitratos e nitritos. Na presenga destes ions, a
decomposi¢ao de 4-nitrofenol foi 13 vezes maior na presenca de nitritos € 5
vezes maior na presenca de nitratos. Assim, a presenga de ions nitrato reduz
0 tempo necessario para uma decomposicdo de compostos organicos
contidos na solu¢do examinada, que recomenda o uso de acido nitrico na

mineralizagao de amostras naturais.[81]

2.9.2 Fontes de radiacdo UV

As fontes artificiais de UV mais freqiientemente utilizadas sdo as
lampadas de Hg que ¢ um elemento inerte, ndo reage com o material do
eletrodo nem com o material do bulbo. O espectro de Hg ¢ rico me linhas
na faixa UV. [82] A energia de transicao de atomos de Hg do estado menos
excitado (6 °P;) para o estado fundamental (6 'Py) corresponde ao

comprimento de 253,7 nm.



32

Além dos vapores de Hg, as lampadas contém um gas nobre,
geralmente argonio (Ar). Embora ndo participe diretamente na geragdo do
foton ele aumenta o numero de correntes transportadoras de elétrons e ions.
Numa colisdo eldstica entre um elétron e um atomo, parte da energia do
elétron é transmitida ao atomo causando sua excitacdo e iniciando os
processos ocorridos na lampada. Este pode ser descrito com as seguintes
equacgoes: [83]

etAr— Ar*f+e

Ar* + Hg — Hg' +Ar +e

Durante o funcionamento da lampada:

E+Hg— Hg*+e

Hg*+e— Hg +2e

Quando os elétrons nao transferem energia suficiente para a reagao
num Unico passo, o processo de ionizagao acontece num passo discreto. Nas
lampadas com maior pressao de vapor:

Hg* + Hg* — Hg, +e

Hg* + Hg* — Hg + Hg+e

Um parametro caracteristico das lampadas de Hg ¢ o valor de
pressao de vapor do Hg. Lampadas de Hg sdo divididas mais
freqiientemente em 2 grupos: lampadas de baixa pressdo (pressao Hg 0,1-
1Pa (10~ — 107 Torr)), e lampadas de alta pressio (pressdo de Hg > 0,1Mpa
(latm)).
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2.9.2.1 Lampadas de baixa pressao

Este tipo de lampada de Hg ¢ em forma de um longo tubo feito de
vidro. Tem um tempo de operagdao longo de 5000- 10000 h, embora,
acendimentos freqilientes da lampada torna-o menor. Seu poder maximo ¢
60 W. Um tipo especial de lampada de baixa pressdo ¢ a chamada luz negra
fluorescente, freqiientemente aplicada para oxidagdo fotocatalitica de

substancias organicas em solu¢des com TiO, como um catalisador.

2.9.2.2 Lampadas de média e alta pressédo

Estas lampadas sdao mais curtas e menores que as lampadas de baixa
pressdo com igual poder. Elas tém 10 —150 cm de comprimento e 10 — 40
mm de didmetro. O espectro da lampada de média pressao € mais rico que o
espectro da de baixa pressdo. Além das linhas de emissdao unica, também
contém uma emissdo continua, especialmente na faixa UV C. O tempo de

operagao da lampada ¢ cerca de 2000 h.

2.9.3 Classificacédo dos aparelhos de digestao

Hé4 em principio 3 métodos de mineralizagio UV. O primeiro

consiste na imersao de uma lampada de Hg dentro de um frasco de reagao,
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similar a sintese fotoquimica em quimica inorganica. O segundo ¢ baseado
na aplicacdo do método em batelada. Consiste de uma lampada de Hg
situada no centro e rodeada por tubos testes de 100 cm’ distribuidos
simetricamente. Num terceiro método de mineralizacdo UV, sistemas em
fluxo sdo envolvidos. A amostra passa através do tubo enrolado em torno da
lampada UV fixa.

Como hé divergéncias a respeito de qual intensidade de luz UV
utilizar, a posicao e configuracao das amostras ao redor da lampada, adicao
de substancias oxidantes, acidificagdo e tempo de irradiacdo refletem as
dificuldades em fazer avaliacdes comparativas. [84] O sistema de
destruicdo de DOM descritos na literatura sdo geralmente tubos de quartzo
dispostos ao redor do radiador. O resfriamento ¢ sempre realizado por
ventilagdo a ar. Todos os autores fazem uma acidificagdo bem como uma
adicao de substancias oxidantes para acelerar a oxidagdo. Outros efeitos da
acidificagdo sdo a dissociacdo de complexos estdveis resultando na
diminui¢dao da capacidade de ligacdo. A intensidade da lampada varia de
150 a 1200 W as quais tem uma importante influéncia na taxa de reagao.
Com intensidades acima de 300 W podem ocorrer problemas de
resfriamento. Também, evita-se uma diminuicdo do volume devido a
evaporagdo de compostos organicos volateis, ndo ultrapassando a

temperatura de 70-90°C.[85]

2.9.4 Aplicacado da fotooxidagéo UV

Enquanto alguns ligantes evitam uma reducdo dos ions a serem

analisados, outros formam complexos os quais resultam em variacdes
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especificas dos potenciais redox. H4 diferengas entre complexos estaveis e
ndo-estaveis, por exemplo, complexos os quais se dissociam por
acidificacdo sdo bastante estaveis, o que significa que o ion do metal pesado
¢ trocado pelo ion H+. Muitos ligantes formam complexos com metais
pesados nao-estdveis, porém ha também ligantes organicos estaveis
naturalmente, como, por exemplo, os aminoacidos. [86,87]

W. Dorten e cols.[80] desenvolveram um novo sistema de digestdo
baseado na fotodigestdo por irradiacio UV e oxidacdo com quimica, os
quais decompoe totalmente a DOM a didéxido de carbono. O dispositivo ¢
desenvolvido como um modulo acoplado a um microprocessador
controlado por voltametria.[88] Ele pode ser usado também
independentemente e ¢ facilmente adaptavel em outros sistemas de anélise
automatico. O sistema de digestao ¢ completamente fechado para minimizar
riscos de contaminagdo, € um processo de autolimpeza ¢ programado. O
periodo de meia-vida da destruicdo de DOM de 5 minutos € pequeno, na
pratica o tempo usual de irradiagdo ¢ de 30 min, mesmo se a concentracao

de DOM ¢ alta como as dguas residuais municipais.[89]
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2.9.5 Determinacao de metais

A determinagdo de metais requer amostras homogéneas, para as
quais a digestdo UV como uma etapa preliminar na analise de metais pode
satisfazer esta exigéncia.

A aplicagdo da fotooxidagdo UV como uma etapa preliminar para a
determinacdo de metais (Hg) foi feita em 1975 por Frimmel e Winkler.
Estes registros originaram o estudo sobre a digestdo UV, especialmente por
eletroanalistas, que determinaram a concentracdo de metais em aguas por
voltametria.[78]

As condi¢des para o processo de digestdo UV depende do metal que
serda determinado, do método de determinacdo e da matriz. Para quase
todos os metais o processo de mineralizagdo ¢ feito usualmente em meio
acido para evitar a precipitacao de sais. Para determinagdes voltamétricas a
amostra deve ser completamente mineralizada, enquanto que AAS admite
amostras apenas parcialmente mineralizadas.

Achtenberg e cols.[42] utilizaram digestdo UV “in line” na analise de
matéria organica dissolvida (DOM) para posterior determinacdo de metais
tragos em amostras naturais. A destrui¢ao da DOM ¢ necessaria para liberar
0s metais tracos que estdo complexados organicamente e para remog¢ao dos
surfactantes organicos interferentes. A digestdo UV de agua do mar da
costa e oceanica alcangou completa liberacao dos metais (Cu e Ni) a partir
dos complexos organicos e destruicdo dos surfactantes interferentes (no
caso da determinacao do Cu, Ni e Cr). As condi¢des otimizadas da digestao
UV inclui a presenga de oxigénio, H,O, (9 mM de Ni e Cu) e tratamento a
elevadas temperatura (~70°C) em amostras com tempo de digestdo 150-175

s. As condi¢des otimizadas da digestdo UV para conversdo de Cr (III) a
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Cr(V]) antes da determinagdo voltamétrica de Cr total inclui adicao de 3,5
mM H,0,, elevada temperatura e tempo de 150 s.

A digestao UV de acidos htimicos foi mais eficiente em agua Milli-Q
do que em agua do mar. Uma andlise de 99,5% e 98% foi alcangada em
uma solugdo de 15,5 mg C L' em é&gua Milli-Q e agua do mar,
respectivamente com tempo de digestdo >275 s. Usando digestdo UV uma
analise > 99% foi realizada de solu¢do de 4cido himico em agua deionizada
de concentragoes 3,8; 7,75 e 15,5 mg C L' com tempo de digestdo de 100 s
(lampada de média pressao — 100 W). A concentragdo média de carbono
organico encontrado em 4gua do mar est na faixa de 0,1 — 4 mg C L'[85],
entre < 1 ¢ 3 mg C L' e lagos de baixa e entre 5 ¢ 30 mg C L' em lagos
produtivos.[86] Os niveis mais altos testados neste estudo (acima de 15,5
mg C L) foram por digestdo UV, indicando que esta técnica é adequada
para todas aguas naturais. A adicdo de H,O, aumentou a eficiéncia na

digestao.

2.10 Digestao de amostras por decomposic¢do via imida

Em geral, a decomposi¢do de materiais organicos ou bioldgicos por
via imida implica em aquecimento da amostra na presenca de um acido
mineral oxidante concentrado, de misturas de acidos oxidantes, ou mistura
de um acido oxidante com perdxido de hidrogénio. Torna-se possivel oxidar
completamente a maioria das amostras, deixando os elementos a serem
determinados na solugao acida em formas inorganicas simples e apropriadas

para andlise, se os acidos forem suficientemente oxidantes, € se o
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aquecimento for feito a temperaturas elevadas durante um periodo de tempo
adequado.[92]

Os acidos com propriedades oxidantes usados na decomposi¢do por
via umida de amostras organicas ou biologicas sdo o nitrico, o sulfarico e o
perclorico. Estes acidos podem ser usados individualmente (exceto o
perclorico) ou combinados uns com os outros.

A decomposi¢do por via umida ¢ particularmente util para a
determinacdo de baixas concentragdes de metais em varios tipos de
amostras, porque muitos elementos de interesse sao convertidos em cations
inorganicos simples ndo volateis que permanecem no meio acido.

A determinacgao de elementos considerados essenciais ou toxicos em
alimentos e outros materiais bioldgicos ¢ comum em muitos laboratdrios, e
a maioria dos elementos a serem determinados ocorre em concentragoes
que estdo muito proximas aos limites de deteccdo da maioria dos métodos
analiticos. Resultados reprodutiveis e exatos somente serdo obtidos se as
amostras forem preparadas cuidadosamente, incluindo a completa
destrui¢ao de toda a matéria organica.[92]

Como citado anteriormente, as amostras bioldgicas sdo tratadas com
acidos oxidantes. Os acidos nitrico e perclorico sdo os mais importantes,
sendo usados principalmente em misturas bindrias. Em misturas ternarias
utiliza-se também o &cido sulfurico. O carbono contido na matriz organica ¢é
oxidado no intuito de formar diéxido de carbono e, assim, separado dos
analitos. De todos os reagentes, o 4cido percldrico € o que apresenta maior
poder de oxidacdo para a matéria organica. Porém, apresenta algumas
desvantagens como ser altamente reativo com a matéria organica, sendo
usado sempre com o acido nitrico e ainda, freqiientemente contém altas
concentragdes de elementos contaminantes, excecao ao de grau ultrapuro.

A decomposicdo via umida em sistema fechado possui algumas

vantagens quando comparado com um sistema aberto: ndo hd perdas por



39

volatilizagdo dos elementos; reacdes com duracao relativamente curta
podem ser realizadas, trabalhando-se em temperaturas acima do ponto de
ebulicdo do reagente; reduzem-se as quantidades dos reagentes,
diminuindo-se os valores dos brancos e ndo ha risco de contaminagdo por

fontes externas.[92]

2.11 Digestao de amostras assistida por microondas

A utilizacao de fornos de microondas como fonte de aquecimento
para reagdes quimicas e fisicas vem ocorrendo hd mais de 40 anos [93] e
tem revolucionado o procedimento de digestdo convencional, reduzindo o
tempo de preparagdo de horas para minutos [88, 89] com reduzido risco de
contamina¢ao quando sdo utilizados recipientes de quartzo ou PTFE.[93]

Com fins ndo analiticos, as microondas tém sido utilizadas na
hidrélise de albumina bovina para obteng¢do dos aminoacidos [95], em
sintese orgdnica e na secagem de amostras e materiais de laboratdrio.
[96,97] Do ponto de vista analitico, pode-se dizer que o maior emprego € na
decomposi¢ao de amostras, principalmente biologicas.[93,98,99,100,101]

Amostras bioldgicas como solo, tecidos vegetais € animais e
amostras clinicas como sangue e urina podem ser decompostas com a
associacao de acidos concentrados e das microoondas. Na decomposi¢do de
tecidos hepatico bovino através da acao de acidos nitrico (65%) e perclorico
(70%) a utilizacao do forno de microondas por 20 minutos a 600 W foram
suficientes para decompor totalmente a amostra e possibilitar a andlise de
metais como Mn, Zn, Cu, Fe, Cd e Pd por ICP-ES.[102] Ganzler e cols.

[99] realizaram a extracdo de pesticidas como preparagao de amostras de
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solo pela agdo das microondas e solventes como metanol formando uma
suspensao que sofreu agdo das microondas por 30 segundos, sendo
posteriormente centrifugado e o sobrenadante analisado por cromatografia
liquida.

Varios sao os modelos de fornos de microondas disponiveis no
mercado e planejados exclusivamente para uso em laboratorio, apesar disto,
fornos domésticos tem sido adaptados [102] ou simplesmente usados sem
nenhuma adaptagdo, com grande eficiéncia e um custo bem inferior, pois
fornos para laboratorio, conforme o modelo, custam 10 a 20 vezes mais do

que os fornos domésticos.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentacéo

3.1.1 - Equipamento para medidas voltamétricas
(condig¢des: vide apéndice 1)
646 VA Processador (Metrohm)
675 VA Sample Changer (Metrohm)
Eletrodo de referéncia - Ag/AgCI/KCl 3 mol L™
Contra-eletrodo — Platina
Eletrodo de trabalho — HMDE (eletrodo de merctrio de gota
pendente)
pHmetro digital (Digimed — DM 20)
Balanca analitica Sartorius com quatro casas decimais
Ultrassom Thornton Poténcia 200W
Forno de Microondas doméstico marca Philco (1100 — 1600 W)
Camara de fluxo laminar — Trox do Brasil, classe 100
Destilador de acidos: Berghof, modelo BSP
Digestor UV com lampada de Hg 500W (Metrohm) com tubos de

quartzo

3.2 Reagentes e Solugdes

Todos os reagentes utilizados foram produtos de qualidade para

analise e a agua utilizada para o preparo das solu¢des foi purificada em



42

sistema de Milli-Q (resistividade de 18,2 ©Q cm). As solugdes dos

aminoacidos, bem como, as solu¢des padroes de Cd e Pb foram

armazenadas em recipientes de plastico que foram antes do uso, submetidos

ao processo de descontaminagao descrito no capitulo 3.3.

Os reagentes utilizados para o desenvolvimento deste trabalho estdo

listados na tabela 3.

Tabela 03 — Lista dos reagentes utilizados para o desenvolvimento do

trabalho

Reagentes Fabricantes
Acido nitrico destilado Merck
Hidroxido de sodio Merck
Acido perclérico Merck
Acido cloridrico Merck
Etanol Synth
Peréxido de hidrogénio Merck
Acido sulfirico Synth
Resina Dowex 50 x 4 (50 — 100 mesh) Fluka
Cloreto de sodio Vetec
Nitrato de chumbo Sigma
Sulfato de cadmio Merck
Histidina Sigma
Leucina Sigma
Acido aspartico Synth
Acido glutamico Eciba
Cisteina Merck
Fenilalanina Sigma
Ornitina Vetec
Treonina Vetec
Tirosina Merck



Continuagao da tabela 03
Glicina

Metionina

Triptofano

Isoleucina

Arginina

Alanina

Serina

Prolina

Asparagina

Lisina

Merck
Merck
Merck
Sigma
Vetec
Vetec
Vetec
Vetec
Vetec

Sigma
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3.2.1 Preparo das solucdes

As solucdes estoque de aminoacidos na concentracdo média nos
quais se encontram nas solu¢des de nutri¢do parenteral (apéndice 2) foram
preparadas pela dissolucao dos mesmos em agua pura.

A solugio estoque de Pb (II) de concentragio 0,6 mol L™ foi
preparada a partir do sal Pb(NOs), e de Cd (II), na mesma concentragdo, a

partir do sal Cd(SO,),. As solu¢des utilizadas em todo este trabalho foram

preparadas por diluicdo das solugdes estoque.
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3.3 Cuidados com a contaminacéo

Durante todas as etapas deste trabalho, foi utilizado apenas material
plastico (polietileno, polipropileno), a fim de evitar contaminacdo com
Cadmio, Chumbo e outros metais provenientes do vidro.

Esses materiais foram armazenados em solucdes alcoolicas de HNO;
10% (v/v), por 48 horas antes do uso. Apos este periodo, o material foi
lavado com agua Milli-Q em abundancia, estando assim pronto para o uso.
Todas as etapas de preparo de solugdo foram realizadas em Camara de

Fluxo Laminar, que foi sempre ligada 30 min. antes do inicio dos trabalhos.

3.4 Reagentes e solugfes para os ensaios voltamétricos

- solucao tampao KCI/NaAc (cloreto de potassio/ acetato de sodio)
pH 4,55;

- solucao de NaOH 0,1 mol L

- solucao de NaOH 25% (m/v);

- solucdo padrio dos metais (cadmio e chumbo) 0,6 mol L™;

- solugdes dos aminoéacidos (de 0,35a 11,5 gL™)
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3.5 Solucdes de nutricdo parenteral

As solugdes de nutri¢ao parenteral foram adquiridas comercialmente
¢ a composi¢ao das mesmas encontra-se descrita no apéndice 4.
A Tabela 04 apresenta o nome comercial de algumas solugdes de

nutri¢do parenteral que podem ser adquiridas, bem como a indicacdo do

fabricante.
Tabela 04 - Solugbes de nutricdo parenteral comercialmente
adquiridas.
PRODUTO FABRICANTE
Aminon 20 JP Industria Farmacéutica S.A .
Soramin 10% Darrow Laboratorios S/A
Aminoplasmal L-10" Laboratorios B. Braun S.A .
Aminosteril 10% Fresenius Laboratorios Ltda
Aminosteril Hepa 8% Fresenius Laboratérios Ltda
Aminoped 10% Fresenius Laboratorios Ltda
Aminosteril Nefro Fresenius Laboratorios Ltda

Nefroamino Laboratorios B. Braun S.A .
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3.6 Procedimentos

3.6.1 Incubacéo dos metais Cd e Pb na presencga dos aminoacidos

Inicialmente, transferiu-se cada uma das amostras de aminoacidos
(10 mL), preparadas anteriormente na concentracdo usual em que se
encontram nas formulagdes de NP, para frascos de polietileno com tampa e
o pH foi ajustado entre 6-7, com solucdo de NaOH 25% (m/v). Apos,
adicionou-se uma concentragdo conhecida de um padriao de Cd - Pb,
correspondente a uma concentragao de 10 nmol L, ou seja, as amostras
foram contaminadas artificialmente com os metais cadmio e chumbo.

Apbs a adi¢do dos metais as solugdes foram homogeneizadas e
conservadas por 24 horas a 37°C em banho-maria, com o objetivo de
proporcionar a ligacdo dos metais com os aminoacidos, ou seja, favorecer a

complexacdo dos metais com os aminoacidos.

3.6.2 Ensaios voltamétricos

3.6.2.1 Eletrolitos utilizados

Para as determinacdes dos metais por voltametria foram utilizados

dois eletrdlitos suporte: acido percldrico (70%) e tampao acetato pH 4,55.
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O eletrolito HCIO, era adicionado diretamente na célula voltamétrica
de trabalho, na qual a concentra¢io final era 16,7 mmol L™ (10 uL do
eletrolito em 10 mL de solucdo). A solugdo tampao de cloreto de
potassio/acetato de sodio que foi preparado a partir de uma solugao de KCI
1,5mol L', CH;COONa 0,5 mol L e solucdo de NaOH 0,1 mol L'.0

pH fo1 ajustado em 4,55 com uma solugdo de acido acético 10% (v/v).

3.6.2.3 Efeito do tamanho da area do eletrodo de mercurio

Para estudar o efeito do tamanho da area do eletrodo de mercurio na
determinacao de cadmio e chumbo, utilizou-se uma concentracao de 1,6
nmol L' dos metais e foram investigadas as areas de 0,29; 0,40; 0,50; 0,60

2
mm .

3.6.2.4 Efeito do tempo de pré-concentracao

Para estudar o efeito do tempo de pré-concentragdo na determinagao
dos metais (Cd e Pb) foram investigados os tempos de pré-concentracao de
30, 60, 90, 120 e 180 s, utilizando-se concentragdes de 1,6; 4,0 ¢ 8,0 nmol

L' dos metais.
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3.6.3 Determinacdo voltamétrica de Cd e Pb para limite de

quantificacédo na auséncia de aminoacidos

A partir das solucdes estoque de cadmio 0,6 mol L e de chumbo 0,6
mol L' preparadas como descrito na secgio 3.2.1, preparou-se uma solugo
estoque dos dois metais. Para isso, foram feitas diluicdes das solucdes
estoques originais € obteve-se uma nova solucao padrao estoque dos metais
na concentracio de 0,04 mmol L. Para as determinacdes voltamétricas,
aliquotas de 40 pL deste padrao eram adicionadas a célula voltamétrica
contendo 10 mL de agua com o eletrolito HCIO,4 na concentracao de 16,7
umol L. Dilui¢des desse padrio foram realizadas até uma concentragio
mais baixa de 0,4 umol L. Este padrio foi utilizado em todas as medidas
voltamétricas realizadas na auséncia de aminoacidos, para a posterior
determina¢ao da concentracdo minima detectavel dos metais na célula

voltamétrica sem interferéncia de matéria organica.

Figura 02 —Curvas analiticas para Cd e Pb utilizadas para os valores de LOD
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3.6.4 Determinacdo voltamétrica de Cd e Pb na presenca de

aminoacidos

Para as medidas voltamétricas, adicionou-se 10 pL da solucdo do
eletrolito suporte (HC1O,4 concentrado) a célula voltamétrica, deixando-se o
sistema desaerando por 10 min. com nitrogénio SS. Terminada a etapa de
digestdo, as amostras eram transferidas para a cé€lula voltamétrica. Para a
obtengdo dos voltamogramas, os analitos foram pré-concentrados em
potencial de — 800 mV (vs. Ag/AgCl) com um tempo de pré-concentracao
de 90 s e intervalo de varredura de — 800 a— 160 mV (vs. Ag/AgCl).

O método da adicdo do padrio (n = 3) foi empregado para a
determinag¢dao da concentra¢ao dos analitos nas solugdes de aminoacidos,
pois ¢ possivel fazer a calibracdo nas condi¢cdes da matriz, necessita menor
tempo de saturagdo com nitrogénio entre analises ¢ mais simples do que as

outras formas de calibracao.
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3.7 Etapas de digestdo das amostras

3.7.1 Digestao por irradiagdo com microondas

Dois programas foram testados utilizando o forno de microondas.
Em ambos, o prato do forno usado era giratério e dois pontos foram
marcados no prato: um para um béquer de vidro contendo agua e outro para
colocar o frasco de plastico contendo a amostra. A dgua do béquer era
trocada nos intervalos em que a amostra era resfriada.

Os dois programas foram desenvolvidos para proporcionar uma agao
gradual sobre a amostra, evitando um aquecimento exagerado, que poderia
levar a um aumento da pressao interna e a abertura do tubo com a perda do
material. O primeiro Programa adotado constou das etapas descritas na
tabela 3. Apds cada etapa do procedimento a amostra era resfriada. O
mesmo programa de microondas foi testado utilizando os acidos: nitrico,
sulfirico e tricloroacético (TCA); utilizou-se ainda, hidréxido de sodio,

todos na concentragdao 10% (m/v), na proporcao 9:1 (aminoacido: acido).

Tabela 05 - Programa 1 desenvolvido para o forno de microondas para

abertura das amostras de aminoacidos utilizando solucgéo acida diluida.

Etapa Repeticdes % poténcia  Poténcia (W)  Tempo (s)
1 5 10 174 10
2 5 20 244 5
3 5 30 296 5
4 5 40 348 5
5 5 50 383 5
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Continuac¢ao da tabela 05

6 5 60 453 5
7 5 70 522 5
8 5 80 557 5
9 5 90 610 5
10 4 100 749 4

Outro Programa (P2) utilizado constou da seguinte metodologia: 25 pL de
acido sulfurico concentrado e 50 puL de acido nitrico foram irradiados em
poténcia maxima por 20 s em um frasco de 40 mL. A seguir, adicionaram-
se 100 uL da amostra (aminoacido na concentragdo usual das solugdes NP)
e aquecia-se por mais 20 s e entdo, adicionava alguns mililitros de 4gua. A
cada 20 s adicionava-se 100 pL da amostra até completar 1 mL. A partir
dai, a amostra foi irradiada até completar oito min. ¢ a cada 20 s a amostra
era resfriada e a tampa do frasco aberta para reduzir a pressao. Apds esta
etapa, a amostra era diluida 10 vezes para determinagao voltamétrica.
Alguns parametros como: a diluicao prévia da amostra em 10 vezes e
em seguida a sua adicao em aliquotas de 100 pL e também, o aumento do
tempo total de dura¢do do programa para 20 min foram variados em busca
da otimizacao do processo. ApoOs esses procedimentos, realizavam-se as

medidas voltamétricas para a determinagdo dos metais.

3.7.2 Digestao por via umida

Uma metodologia comumente adotada para determinacdo de chumbo

e mercurio em sangue e urina foi utilizada.[104,105] Foi adicionado 7,5 mL
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de acido nitrico (conc.) 2,5 mL de acido sulfurico (conc.) a 1 mL de
amostra de aminoacido na concentracao usual das formulagdes NP em um
frasco de plastico. Deixava-se em repouso por 24 h. Apds levava-se a
ebuli¢ao por, aproximadamente 3 h e a cada hora, adicionava-se 200 puL de
perdxido de hidrogénio 30% (v/v). Apos, a determinagdo dos metais era

realizada por voltametria.

3.7.3 Digestao por irradiagdo ultravioleta (UV)

Inicialmente, as amostras de aminoacidos foram preparadas nas suas
respectivas concentracoes toleraveis para medida voltamétrica, ja incubada
com determinada concentracdo do padrdo dos metais foram transferidas
para o tubo de quartzo e submetidas (12 tubos no total) a radiacao UV.

O pH de cada solugdao de aminoacido foi ajustado para encontrar-se
entre 6-7 antes da etapa de incubagao.

As amostras de aminoacidos foram transferidas em aliquotas de 10
mL para tubos cilindricos de quartzo e estes eram fechados, de modo a
impedir qualquer perda de algum componente por volatilizagdo. O suporte
dos tubos permite acomodar 12 tubos ao redor do bulbo de uma lampada de
vapor de mercurio de 500 W de poténcia. O sistema possui circulagao de
dgua e um ventilador para circulacio de ar a fim de proporcionar o
resfriamento impedindo o super aquecimento do sistema. Um termometro
de mercurio foi inserido no tubo numero 1 do conjunto. Ha um dispositivo
para controle do tempo, em horas. Neste trabalho foram testadas 2; 4 ¢ 8 h
de digestdo e a temperatura utilizada foi de ~80°C. Antes do inicio da
irradiagdo fazia-se a adicdo de 50 pL de perdxido de hidrogénio 30%

purificado, apds 2 horas fazia-se nova adi¢do. Apds o desligamento da
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lampada, esperava-se em torno de 10 minutos para as amostras retomarem a
temperatura ambiente, logo media-se o pH das amostras para entdo ajusta-lo
a pH 4,55 com o tampao KCI/NaAc, utilizado como eletrélito na medida
voltamétrica. Terminada essa etapa de digestdo, as amostras eram retiradas
dos tubos de quartzo do digestor UV e transferidas para a célula
voltamétrica.

Diversos pardmetros foram avaliados para otimizagdo do pré-
tratamento UV, entre eles estdo: volume da amostra, adicdo de acidos e
peroxido, tempo de irradiacdo UV, tempo de pré-concentragao e diferentes

eletrolitos.

3.8 Purificacdo do perdxido de hidrogénio

Devido a constatagao do reagente H,O, p.a. apresentar concentracdes
de Cd e Pb acima da provavel contaminacdo trazidas pelos aminoacidos,
fez-se necessario a purificagdo do mesmo. Foi utilizada uma resina
cationica (Resina Dowex 50 x 4 (50 — 100 mesh - Fluka), lavando-se 3,2 g
da resina, em coluna de vidro com, aproximadamente, 300 mL de uma
solucdo de cloreto de sodio (1 mol L), com uma vazdo de fluxo de 2 mL
min, a fim de fazer-se a substitui¢io do H" por Na”. Fez-se o controle do
pH do eluido realizando a medida a cada 10 mL eluido até o mesmo
encontrar-se em torno de pH 5,5. A seguir , fez-se eluir através da resina
200 mL de peroxido de hidrogénio p.a. para haver a substituicio do Na"
pelos fons Cd*" e Pb*". A partir dai o perdxido purificado foi armazenado

em frasco &mbar para posterior utilizagao.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacédo voltamétrica de Cd e Pb

A voltametria oferece rapidez na analise, seletividade e sensibilidade
para investigar e estudar a especiacdo de metais pesados dissolvidos em
aguas naturais.[34,35,36,37] A maioria dos metais de significancia
ecotoxicologica sdo determinados por voltametria geralmente no modo
pulso diferencial. [34,38, 105]

Por outro lado, certas espécies de metais dissolvidos, que formam
complexos organicos estdveis, sdo de dificil determinacdo voltamétrica.
Portanto, para determinacdo dessas espécies na forma livre faz-se
necessario um pré-tratamento da amostra.

As solugdes de aminoacidos apresentam-se como matrizes bastante
complexas, por serem compostos organicos. A concentracdo dos metais
presentes nesse tipo de matriz ¢ baixa, o que os torna menos disponiveis
para a determinag¢do direta nos aminoacidos. Como comportamento geral na
determinacdo voltamétrica dos metais, observa-se um aumento da linha de
base para a maioria dos aminoacidos, ou seja, a presenca da matéria
organica encobre os sinais desses metais inviabilizando a analise.

Segundo Van den Berg [106] os compostos organicos interferem na
determinacdo de metais por voltametria: 1) pela formacdo de fortes
complexos com metais, os quais nao sao detectados durante a andlise da
amostra, levando a quantificagdo apenas da fragcdo eletroquimicamente
labil; 2) competindo com o metal pela superficie do eletrodo, diminuindo
assim a intensidade do sinal do analito ou provocando o aparecimento de
sinais interferentes e ainda, 3) pela propria redugdo ou oxidagdo

eletroquimica, aumentando a corrente residual a ponto de impedir a



55

execucao da andlise. Desta forma, no presente trabalho investigou-se
individualmente o comportamento eletroquimico de todos os aminoacidos
presentes nas formulagdes de NP. O critério geral adotado foi a comparagao
das correntes obtidas nas andlises dos metais na presenca e na auséncia dos
aminodcidos. Embora o valor absoluto das correntes em medidas
voltamétricas ndo permita, via de regra, conclusdes sobre a possibilidade ou
nao de determinar os metais na presenga dos aminoacidos, o comparativo
entre estas correntes ¢ valido quando forem obtidas em condigdes tais que
apenas a concentracdo do aminoacido varie. A partir deste estudo, foi
possivel dividir os aminoacidos que compdem as solugdes de NP em trés
grupos de acordo com a necessidade ou nao de abertura de amostra.

Na tentativa de tornar a determinacdo dos metais presentes nos
aminodcidos mais simples, ou seja, sem a necessidade de realizar a abertura
da amostra, investigou-se qual a influéncia da variagdo de alguns
parametros na determinacao desses metais. Dentre estes estdo o tempo de
pré-concentracdo, a area do eletrodo de mercurio e os limites de detec¢do e

quantificacdo dos metais.

4.1.1 Limite de deteccdo para Cadmio e Chumbo na auséncia dos

aminoacidos

As concentragdes minimas dos metais (Cd e Pb) livres de qualquer
interferéncia e determindveis por voltametria, foram obtidas a partir da
adicdo de padrdes destes metais a célula voltamétrica utilizando-se o acido
perclérico como eletrélito, uma vez que esta espécie ndo forma complexos
estaveis com estes metais. (vide se¢ao 3.6.3)

O célculo do limite de deteccdo (LOD) foi realizado a partir da

avaliacao do desvio padrdo (¢ ) observado em medidas sucessivas da linha
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de base (BL) na auséncia dos analitos. O critério utilizado para o céalculo do
LOD foi (BL + 306). [102] Os valores calculados para Cd e Pb a partir das
curvas analiticas, foram 0,22 nmol L e 0,86 nmol L™, respectivamente. Na
figura 31 estdo mostrados os voltamogramas tipicos dos metais Cd e Pb
obtidos nas condi¢des utilizadas para os célculos dos valores de LOD. Na
figura 2 (item 3.6.3) observa-se as curvas analiticas correspondentes. Apos
realizados estes ensaios, investigou-se a concentracdo minima detectavel
tomando como critério o limite de quantificagdo determinado pela relagao
(B % 100). Este valor foi 1,6 nmol L™ para cadmio e chumbo utilizando-se

um tempo de pré-concentragao no eletrodo de mercario (HMDE) de 90 s.

Figura 03 - Sinais voltamétricos de Cd e Pb obtidos nas condicdes

utilizadas para os calculos dos valores de LOD.

Potencial do Cd: - 550 mV Potencial do Pb: - 350 mV
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4.1.2 Influéncia do tempo de pré-concentracdo na determinacdo de
Cadmio e Chumbo

Diversas andlises voltamétricas foram realizadas variando o tempo
de pré-concentracao entre 30 e 180 s nas concentragdes: 1,6; 4 € 8 nmol L'
dos padroes dos metais de acordo com o procedimento descrito na sec¢ao
3.6.2.4. A figura 04 mostra o comportamento do sinal para Cd ¢ Pb em

funcdo do tempo de pré-concentracao no eletrodo.

Figura 04 - Influéncia do tempo de pré-concentracdo para Cd e Pb
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Considerando-se, neste trabalho, que a concentragdo minima dos
metais detectdvel na célula através das medidas voltamétricas dos metais foi
de 1,6 nmol L'l; na figura 4, observou-se que na menor concentragao
analisada, ndo houve variacdo significativa na corrente quando se utiliza a
faixa de 30 a 180s como tempo de pré-concentragdao. Portanto, definiu-se
90s, por ser um tempo médio dentro desta faixa testada e desta forma, o
tempo ideal para a pré-concentracdo dos metais no eletrodo de Hg na

presen¢a dos aminoacidos.
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4.1.3 Influéncia da area do eletrodo de Hg na determinacédo de Cadmio
e Chumbo

Com o objetivo de conhecer a influéncia da area do eletrodo de Hg
nos sinais voltamétricos dos metais realizou-se os ensaios em uma faixa
ampla de areas.

A medida voltamétrica foi realizada em uma célula contendo uma

~ . -1 , .
concentragdo dos metais correspondente a 1,6 nmol L™ em &gua, variando o

tamanho da gota de mercurio entre 0,29 a 0,60 mm? ilustrado na figura 05.

Figura 05 - Area do eletrodo vs. corrente para cadmio e chumbo
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Utilizou-se a area maxima de 0,60 mm”~ na determinacao dos metais

na presenca dos aminodacidos, pois quando analisados sem interferéncia de

compostos organicos (em agua Milli-Q) apresentam maior valor de corrente

tanto para cadmio quanto para chumbo.
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4.2 O problema da determinacdo voltamétrica de Cd e Pb na

presenca de aminoécidos

Nas condi¢oes estabelecidas neste trabalho, com a utilizagdo do
acido perclorico como eletrolito e considerando a variacdo dos pardmetros
voltamétricos descritos no item 4.1, foi possivel determinar os metais,
cadmio e chumbo em 4gua na concentra¢io minima de 1,6 nmol L™. No
entanto na presenca dos aminoacidos observou-se interferéncias
importantes devido as interagdes com os metais. Um sinal bem
caracteristico observado nos voltamogramas em decorréncia dessa
interferéncia, ¢ a elevacdo significativa de linha base dos metais na
presencga dos aminoacidos em comparagdo ao voltamograma dos metais em

agua pura (figura 06).

Figura 06 - Voltamograma do sinal do Cd livre (esquerda) e sinal do

Cd na solucdo de triptofano (0,81 g L™) (direita)
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4.2.1 Ensaios para deteccdo da quantidade toleravel de aminoacidos na

célula voltamétrica

Inicialmente, preparou-se solucdo estoque de todos os aminodcidos
individualmente na concentragdo média em que cada um encontra-se nas
formulacdoes de Solucdes NP. Neste trabalho foram pesquisadas oito
solucdes mais comumente utilizadas nos pacientes (apéndice 4).

Cada solu¢gdo de aminoacido foi preparada em concentragdao
diferente uma das outras. As concentragdes em g. L' ¢ em mmol L’
encontram-se listadas no apéndice 2.

Medidas voltamétricas de cada aminoacido foram realizadas nas
concentragdes usuais, porém observou-se a impossibilidade de trabalhar
com essas concentragdes, visto que, a presen¢a de aminodcido modifica o
sinal dos metais dificultando a percep¢dao de algum contaminante nestas
solugdes.

Outra modificacdo também observada foi o deslocamento do
potencial de pico dos metais. Para alguns aminoacidos observou-se um
pequeno deslocamento dos sinais de cddmio e chumbo em dire¢do a
potenciais mais catodicos.

Analisando os sinais dos metais nos seus maximos, em meio
contendo aminoacidos ¢ em meio livre de aminoacidos, observou-se
algumas variagdes dos potenciais onde os maximos dos sinais para cadmio
e chumbo eram encontrados. Deste modo, para alguns aminoacidos o
deslocamento dos sinais dos metais ocorreu na dire¢cdo de potenciais mais
catddicos e para outros na dire¢do de potenciais mais anddicos.

Para fenilalanina (2,68 g L™") ocorreu o deslocamento do potencial de
-550 mV para —675 mV do sinal de cadmio, para o 4cido glutimico na

mesma concentragao da fenilalanina, o deslocamento foi de —500 mV para
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—650 mV para cadmio. Entretanto, para o triptofano (0,69 g L™), prolina
(0,05 g L") e ornitina (0,16 g L") ndo ocorreram deslocamento para ambos
os sinais. Para arginina (0,51g L") e serina (0,47 g L") o deslocamento do
potencial foi de 50 mV no sentido de potenciais mais anddicos para o sinal
de Cd. Para leucina (0,64 g L") houve um deslocamento de 75 mV no
sentido de potenciais mais anddicos para o sinal de cadmio. Este fendmeno
tem, provavelmente, correlacio com algum processo de adsor¢do dos
aminoacidos na superficie do eletrodo de mercurio.

A literatura reporta alguns estudos que também observam
semelhangas neste tipo de modificacdo como o trabalho desenvolvido por
Florence e cols. [109, 112] em 4guas naturais e utilizando ASV. Os autores
observaram que efeitos como diminui¢do ou aumento na altura do pico e
alteragdo do potencial podem ser trazidos por substancias naturais (acidos
falvicos e humicos) e por alguns poluentes industriais tipicos como alcoois
e aminas de cadeia longas, originando ainda ondas resultantes da adsor¢do e
dessor¢ao no eletrodo de Hg que sdo eliminados quando a amostra ¢
irradiada com luz UV ou tratada com carvao ativado.[113] Adicionalmente,
Dorten e cols. analisaram metais pesados por voltametria e polarografia em
aguas naturais e constataram que a influéncia da formagao de complexos e
adsorcdo complicam a interpretacdo dos resultados porque a matéria
organica dissolvida ndo comporta-se como uma substincia simples e pode
causar uma mudanca no potencial de pico pela complexagdo apods a
reoxidagao no eletrodo de mercurio. [114]

Assim, para avaliar a interferéncia do meio nas medidas, realizou-se
diversas diluicdoes das solucdes usuais de aminoacidos com objetivo de
alcancar uma concentragdo possivel de determinar os metais na forma livre,
ou seja, nao complexada.

Porém, a diluicdo ndo pode ser excessiva, apesar do voltamograma

de uma solugao bastante diluida apresentar-se melhor visualmente, por que
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sendo assim a concentragdo do metal como contaminante sera
proporcionalmente menor, impossibilitando muitas vezes a sua
determinacdo. Encontra-se na literatura que a concentracdo de Cd e Pb
presentes como contaminantes de aminoacidos ¢ muito baixa, sendo
encontrada na faixa de tracos. [115]

Portanto, as medidas voltamétricas foram realizadas a partir de
incrementos de concentracdes conhecidas de aminoacidos na célula
voltamétrica ja contendo agua e eletrolito.

Na tabela 06, estdo listadas as respectivas concentracdoes das
solucdes de aminodcidos, as quais foram testadas para encontrar aquela em
que fosse possivel detectar o sinal do cddmio e do chumbo. Os dados na
tabela mostram a concentracdo dos aminoacidos na forma percentual em
que se encontram originalmente nas formula¢des de NP e na concentragdo

efetivaem g L.
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Tabela 06 — Concentracéo das solucbes de aminoacidos utilizadas nos

ensaios para deteccdo da quantidade toleravel na célula voltamétrica

Aminoécidos Percentagem de Concentragdo efetiva (g L)
aminoacido da solucdo
original de NP (%)

Isoleucina (Ile) 50 3,43
Arginina (Arg) 5 0,51
6,1 0,62
6,9 0,70
Leucina (Leu) 5 0,48
5,8 0,55
6,7 0,64
Alanina (Ala) 4 0,46
Acido aspartico (Asp) 2,0 0,18
2,73 0,24
3,33 0,30
Ornitina (Orn) 3 0,10
3.9 0,16
4,6 0,15
Serina (Ser) 10 0,47
Metionina (Met) 8 0,36
8,5 0,38
8,7 0,39
Tirosina (Tyr) 50 0,18
Triptofano (Trp) 30 0,53
39 0,69
46 0,81
Prolina (Pro) 0,5 0,05
13,6 1,43
20,8 2,18
Cisteina (Cys) 1 0,01
6 0,06
Acido glutimico(Glu) 40 2,72
50 3,41
Glicina (Gly) 9 0,86
26 2,47
45 4,28
55,5 5,28
Treonina (Thr) 30 1,37
36,3 1,65

42 1,91




Continuagao da tabela 06

Fenilalanina (Phe) 50 2,68
Lisina (Lys) 30 2,40
42 3,37
Histidina (His) 6 0,27
10 0,46
25 1,14

asparagina (Asn) 1 0,01
3 0,09

8 0,1
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As solugdes de aminodcidos foram divididas em dois grandes grupos

conforme as concentragdes obtidas apds as dilui¢des: faixa de concentragdo

de 0,01 a1l gL' e faixade 1 a6 gL para posterior organizagio dos dados
g

na forma grafica.

A corrente foi medida em trés potenciais distintos: potencial no

inicio da formacdo do sinal(El); potencial referente ao méximo do sinal

(E2) e ainda, o potencial no final do sinal de ambos metais (Cd e Pb)

conforme ilustra a figura 07.

Figura 07 - Voltamograma de uma solucdo de aminoacido isoleucina

(3,43 g L") com adicdo de Pb (10 nmol L™) ilustrando a localizagéo dos

trés potenciais (E1, E2, E3)

El

E2




65

O efeito do deslocamento do potencial de pico dos metais observado
para alguns aminoacidos, quando comparado o sinal do metal livre (Cd)
com o sinal do metal em aminoacido foi demonstrado através da figura 08.
O potencial em que foi medido o maximo do sinal para Cd livre foi de —550
mV.

A figura 08 mostra o deslocamento do potencial (no maximo do sinal
do Cd) dos aminoacidos em duas faixas de concentracdes, de 0,01 a 1 gL' e

dela6 gL' em relacdo ao potencial do sinal do Cd livre.

Figura 08 — Graficos do potencial do sinal de Cd nos aminoacidos em

relacéo ao potencial do Cd livre.
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Entre todos os aminoacidos estudados, somente o acido aspartico e a
histidina na concentragdao de 0,24 ¢ 0,46 g L' respectivamente, ndo foi
observado deslocamento do potencial. Para ornitina e glicina houve
deslocamento do sinal para potenciais mais catodicos e para os demais o
deslocamento do sinal foi no sentido de potenciais mais anddicos.

No grupo dos aminoécidos de concentragio maior (1 a 6 g L"), a
prolina (2,18 g L™), histidina (1,14 g L) e isoleucina (3,43 g L) ndo
apresentaram deslocamento de potencial no maximo do sinal de cadmio.
Entretanto, os aminoacidos acido glutdmico (3,41 g L), glicina (4,28g L™,
fenilalanina (2,68 g L) e lisina (3,37 g L) apresentaram deslocamento no
sentido de potenciais mais catodicos, enquanto a treonina (1,65 g L) foi
deslocado para potencial mais anodico.

A figura 09 mostra o deslocamento do potencial para chumbo (no
maximo do sinal do Pb) dos aminoécidos em duas faixas de concentragdes,
de0,0lalgl'edela6gL'em relagio ao potencial do sinal do Pb

livre.
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Figura 09 — Graéficos do potencial do sinal de Pb nos aminoacidos em

relacdo ao potencial do Pb livre.
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Para o aminoacido glicina (0,86 g L) houve um deslocamento do
potencial, no sentido catédico. Para os aminoacidos leucina (0,48 g L™,
metionina (0,38 g L"), tirosina (0,18 g L™), cisteina (0,01 g L"), histidina
(0,46 ¢ L), asparagina (0,04 g L") e alanina (0,86 g L") deslocaram o
potencial no sentido anddico e para os demais aminoacidos (de
concentracdo entre 0,01 a 1 g L) ndo houve deslocamento do potencial.

No grupo dos aminoécidos de concentragio maior (1 a 6 g L"), a
prolina (2,18 g L") e histidina (1,14 g L") observou-se um deslocamento do
potencial, no sentido de potenciais anodicos. Para os aminodcidos glicina
(4,28 g L") ¢ fenilalanina (2,68g L") os potenciais deslocaram para o

sentido catodico. Para os demais aminoacidos ndao houve deslocamento do
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potencial no maximo do sinal do chumbo em relacdo ao sinal do chumbo
livre.

As correntes obtidas por voltametria com os metais livres na célula
(analito + eletrolito) foram relacionadas com as correntes obtidas na
presen¢a dos aminoacidos.

Os trés sinais de corrente medidos corresponderam a I1: corrente
(nA) medida no potencial do inicio da formacao do sinal; I2: corrente (nA)
medida no maximo do sinal e 13: corrente medida no final do sinal. Os
potenciais onde as correntes sdo medidas ndo sdo fixos, ou seja, nao sdo os
mesmos para todos os aminoacidos, pois cada aminoacido interfere com a
medida voltamétrica de forma particular.

Para os metais cddmio e chumbo livre, as respectivas correntes estao
descritas na tabela 07.

Tabela 07 - Corrente em nA obtida na presenca de Cd ** e Pb*
1,6 nmol L*

I1 12 13
cadmio 2,2 3,1 1,4
chumbo 0,7 1,0 0,8

O critério adotado para rejeitar ou aceitar um dado valor de corrente
da linha base esta vinculado ao sinal obtido em dgua pura na presenga dos
metais na ordem de nmol L™, Correntes obtidas na presenca de aminoacidos
em concentragdes superiores a duas vezes as correntes obtidas na auséncia
deles inviabilizavam a determinagdo das concentragdes minimas desejadas.
Desta forma, para alguns aminoacidos os ensaios foram feitos em
concentragdes mais altas que para outros.

Na figura 10, o grafico relaciona a corrente (nA) medida no potencial
do inicio da formag¢do do sinal (I1), no maximo do sinal (I12) e no final do

sinal (I3) do cadmio livre com as mesmas correntes (I1, 12 e 13) do sinal do
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cadmio nos aminoacidos individualmente. A faixa de concentragdo das

solugdes de aminoacido foi de 0,01a1gL™.

Figura 10 — Gréfico das correntes (nA) I1, 12 e 13 do sinal de Cd nos
aminoacidos, na concentracdo de 0,01 a1 g L™, em relaco as correntes

do sinal do Cd livre.
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Entre os aminoacidos analisados, apenas para os aminodcidos
cisteina (0,01 g L") e histidina (0,46 g L"), ndo ocorreu aumento do sinal
para cadmio quando medido no potencial do inicio da formacdo do sinal
(I1). Para os demais aminoacidos, na faixa de concentragdo de 0,01 a 1 g L
! ocorreu um aumento da linha base.

O mesmo comportamento foi observado para 12, quando apenas para
os aminoacidos cisteina (0,01 g L), glicina (0,86 g L") ¢ histidina (0,46 g
L") ndo ocorreram aumento do sinal para cadmio quando medido no
maximo do sinal. E ainda, quando a corrente foi medida no final do sinal do

cadmio, observou-se que apenas a solucdo de glicina (0,86 g L) ndo
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aumentou o sinal de cddmio quando comparado com o mesmo livre (em
agua pura).

Na figura 11, o grafico relaciona os mesmos dados da figura 13,
porém com as solugdes de aminoacidos na faixa de concentracidode 1 a6 g

L-l

Figura 11 — Gréfico das correntes (nA) 11, 12 e 13 do sinal de Cd nos
aminoacidos, na concentracdo de 1 a 6 g L™, em relacéo as correntes do

sinal do Cd livre.
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Entre os aminoacidos analisados, apenas a solu¢do de aminodcido glicina
(4,3 g L") ndo foi observado aumento do sinal para cadmio quando medido
no potencial do inicio da formacdo do sinal (I1). Para os demais
aminodcidos, na faixa de concentragdo de 1 a6 g L, ocorreu um aumento
da linha base.

O mesmo comportamento foi observado para 12, quando apenas os

aminoacidos glicina (4,3 g L") e fenilalanina (2,68 g L) ndo houve
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aumento do sinal para cddmio quando medido no maximo do sinal. Quando
a quando a corrente foi medida no final do sinal do cddmio (I3), observou-
se que as solugdes dos aminoéacidos prolina (4,26 g L™), glicina (0,86 g L™)
e fenilalanina (2,68 g L), o sinal de ciadmio nio aumentou quando
comparado com o sinal livre (em agua pura).

Na figura 12, o grafico relaciona a corrente (nA) medida no potencial
do inicio da formag¢do do sinal (I1), no maximo do sinal (I12) e no final do
sinal (I3) do chumbo livre com as mesmas correntes (I1, 12 e 13) do sinal
do chumbo nos aminoacidos individualmente. A faixa de concentragao das

solugdes de aminoacido foi de 0,01 a1 gL™ .

Figura 12 — Gréfico das correntes (nA) 11, 12 e 13 do sinal de Pb nos
aminoacidos, na concentracdo de 0,01alg L em relacdo as correntes

do sinal do Pb livre .
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Entre as solugdes de aminoacidos analisadas, com concentragao na
faixa de 0,01 a 1 g L, apenas o aminoacido glicina (0,86 g L)

permaneceu com o mesmo sinal do Pb livre medida no potencial do inicio
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da formacao do sinal (I1) e no maximo do sinal (I12). As demais solucoes
de aminodcidos (figura 12) sofreram um aumento no sinal do chumbo
quando comparado com o mesmo sinal em dgua pura, ou seja, houve um
aumento significativo da linha base para todas as solu¢des analisadas na

faixa de concentragao (0,01 — 1 g L.

Figura 13 — Gréfico das correntes (nA) 11, 12 e 13 do sinal de Pb nos
aminoacidos, na concentracdo de 1 a 6 g L™, em relacéo as correntes do

sinal do Pb livre.
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Entre as solucdes de aminoacidos analisadas, na faixa de
concentracio de 1 a 6 g L™, foi observado o aumento da linha base nas trés
correntes medidas (I1, 12, 13) para chumbo em relagao ao sinal do chumbo
em agua pura (livre), com excecdo de glicina (4,28 g L) que diminuiu o

sinal do Pb em I1 e 12.
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4.3 Estudo da interacdo aminoacido - metais

Diversos aminoacidos formam complexos com diferentes metais
pesados, entre eles cadmio e chumbo. Dependendo das propriedades de
cada aminoacido este tera um comportamento especifico com determinado
metal. As constantes de estabilidade conhecidas para espécies metal-
aminoacido explicam razoavelmente a presenca de Cd e Pb como
contaminantes em determinadas solugdes de NP. No entanto, sao
conhecidas um numero limitado de constantes de estabilidade (tabela 08) e
as informacdes sobre a distribuicdo dos contaminantes entre os aminoacidos

sdo investigadas.

Tabela 08: Constantes de estabilidade dos aminoacidos com cadmio e

chumbo
Aminoacido Cadmio (logK) Chumbo (logK)
histidina 5.66 5.94
ornitina nao encontrado nao encontrado
cistina 8.22 nao encontrado
arginina 3.27 nao encontrado
metionina 3.68 4.39
isoleucina 3.64 nao encontrado
leucina 3.84 nao encontrado
valina 3.72 nao encontrado
fenilalanina 3.62 4.63°
asparagina 4.07° 4.91°
tirosina 3.57 4.14
cisteina 10.1 12.2
triptofano 4.48° 5.08
prolina 4.27 nao encontrado
glicina 4.25 4.72
acido aspartico 4.35 6.08

acido glutamico 3.8 4.5
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alanina 3.98 4.15

treonina 3.9 4.43
serina 3.77 4.41
lisina 3.06 nao encontrado

Estudos realizados por Simdes Gongalves e cols. mostram que,
embora a estabilidade dos complexos seja bastante semelhante, visto que os
grupos quelatos dos ligantes sdo os mesmos, a taxa de dissociacdo dos
complexos pode ser diferente. O aspecto cinético dos complexos de cadmio
com aminoacidos em agua do mar (0,7 M NaClO,4) foi estudado por
voltametria ciclica sob a influéncia dos tipos de adsor¢ao, mostrando ser
possivel determinar a constante de dissociacdo do complexo quando a
adsorcao ¢ forte, pois os picos os picos de difusdo e adsor¢ao apresentam-se
bem separados. Aminoacidos do tipo HL ou HL (acido glutamico e acido
aspartico) sao fracamente adsorvidos no mercurio. J4 os aminoacidos de
longa cadeia de hidrocarbonetos (lisina e isoleucina), com grupos S em sua
estrutura (metionina) ou ligacao n (histidina) apresenta alta interacdo com a
interface do mercurio. No mesmo trabalho, os autores perceberam que o
aumento do carater polar das aminas ou acidos resultam na diminuicao de
suas atividades de superficie e concluiram que, dos compostos organicos as
espécies neutras sao mais adsorvidas do que as com carga, visto que o Hg ¢
uma substancia hidrofobica e as espécies sem carga terdo mais afinidade
por ele. Por outro lado, deve-se considerar as forgas fisicas, de carater
eletrostatico, visto que o eletrodo possui uma carga e as moléculas possuem

grupos negativos ou positivos. [116]
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4.3.1 Incubacéo para ligacdo de Cadmio e Chumbo aos aminoacidos

A partir das constantes de estabilidade ¢ possivel inferir quais os
aminodcidos mais contaminados pelos metais. Contudo os aspectos
cinéticos ndo sao considerados pelos valores das constantes. Desta forma,
foram realizados ensaios de incubacao tomando como referéncia o estudo
feito por Pomblum e cols. [117] com a finalidade de fornecer o tempo
necessario de reacdo e condicdoes adequadas de reagdo. Portanto, no
presente trabalho, utilizou-se um tempo de 24 h para que o efeito cinético,
que nao ¢ contemplado pela constante, se tornasse desprezivel. Os ensaios
de incubagdo estdo descritos na se¢ao 3.6.2.

As solugdes, apos incubadas, foram levadas a célula voltamétrica
para determinagcdo dos metais. A partir dos sinais obtidos foi possivel
observar que alguns metais se ligaram fortemente aos aminoacidos devido a
completa supressdao dos sinais. Em outros casos, esta supressao era apenas
parcial ou, at¢é mesmo nao ocorria. Diante destes resultados as tabelas 09 e
10 indica a necessidade ou ndo de um processo de digestdo da amostra para

cada um dos aminoacidos analisados.

Tabela 09 — Resultado do ensaio de incubacdo (24h) do Cd com os
aminoacidos e avaliacdo dos aminoacidos provaveis de estarem

contaminados por Cd

Conc.(%) Conc. (g L") Cd adicionado (nmol Recuperacio do sinal cleanup
-1

aminoacido ) do metal (%) *
fenilalanina 30 2,68 10 40 *
fenilalanina 10 0,54 10 69 +
asparagina 8 0,10 10 56 +
treonina 42 1,91 10 100 -
acido glutAmico 50 3,41 10 90 +
Glicina 9 0,86 10 100 -

triptofano 39 0,69 10 100 -
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Lisina 30 2,40 10 72 +
arginina 5 0,51 10 44 +
isoleucina 50 3,43 10 97 -
cisteina 6 0,06 10 100 -
histidina 25 1,14 10 100 -
Alanina 4 0,46 10 75 +
Leucina 6,7 0,64 10 100 -
4cido aspartico 3,33 0,30 10 100 -
tirosina 50 0,18 10 100 -
Serina 10 0,47 10 86 +
metionina 10 0,45 10 100 -
Prolina 0,5 0,05 10 100 -
ornitina 4 0,13 10 100 -

* + = necessario o cleanup das amostras

* - = desnecessario o cleanup das amostras

Para a quantificagdo dos metais presentes nestes aminodcidos
utilizou-se o método de adicao do padrao na célula, porém observou-se que
nos aminoacidos serina, alanina, arginina, lisina, acido glutamico,
asparagina e fenilalanina o padrao de cddmio adicionado nao foi totalmente
recuperado, significando que houve ligagdo do metal com esses
aminoacidos durante as 24h de incubagdo, sendo necessario um pré-

tratamento da amostra antes da medida voltamétrica.

Tabela 10 — Resultado do ensaio de incubacdo (24h) do Pb com os
aminoacidos e avaliacdo dos aminoacidos provaveis de estarem

contaminados por Pb

Conc.(%) Conc. (gL Recuperagio do sinal cleanup
Aminoacido Pb adicionado (nmol ) do metal (%) *
Fenilalanina >0 2,68 10 100 i
Fenilalanina 10 0,54 10 100 -
Asparagina 8 0,10 10 20,5 +
Treonina 42 1,91 10 83.6 +
4cido glutimico 50 3,41 10 12,3 +
Glicina 9 0.86 10 71,5 +
Triptofano 39,1 0,69 10 100 -
Lisina 30 2,40 10 36,8 +
Arginina 5 0,51 10 18,9 +
Isoleucina 50 3,43 10 100 -
Cisteina 6 0,06 10 85,9 +

Histidina 25 1,14 10 78,5 +
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Alanina 4 0,46 10 62,6 +
Leucina 6,7 0,64 10 100 -
4cido aspartico 3,33 0,30 10 54 +
Tirosina 50 0,18 10 95,3 -
Serina 10 0,47 10 90,7 +
metionina 10 0,45 10 90,8 +
Prolina 0,5 0,05 10 100 -
Ornitina 4 0,13 10 100 -

* + = necessario o cleanup das amostras

* - = desnecessario o cleanup das amostras

Para o chumbo a medida voltamétrica realizou-se da mesma forma,
porém os aminoacidos tiveram diferente reagdo na presenca de chumbo. A
partir da tabela 10 nos aminodcidos: metionina, serina, acido aspartico,
histidina, cisteina, arginina, lisina, asparagina, treonina, acido glutamico e
glicina ndo houve recuperagdo total do padrao de chumbo adicionado, ou
seja, houve ligacdo do metal com esses aminoacidos durante as 24h de
incubacdo sendo necessaria um pré-tratamento da amostra antes da medida

voltamétrica.

4.4 Pré- tratamento das amostras

Em geral, a decomposi¢ao de material organico ou bioldgico por via
umida implica em aquecimento da amostra na presenga de um acido
mineral oxidante concentrado ou da mistura de acidos oxidantes. Os acidos
oxidantes mais comumente utilizados na decomposi¢ao por via imida sao:
nitrico, sulfurico e o perclorico, podendo ser usados individualmente
(exceto o perclorico) ou combinados uns com os outros. Utiliza-se este tipo
de pré-tratamento para determinacdo de baixas concentragdes de metais em

varios tipos de amostra.
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Outro tipo de pré-tratamento bastante utilizado ¢ a radiagdo
microondas, utilizadas em muitos campos da quimica. [118] A energia
eletromagnética das microondas que ¢ absorvida é convertida em energia
térmica (calor), com o conseqiiente aquecimento do meio reacional. A
utilizagdo da digestdo assistida por microondas oferece vantagens
como:seguranca, versatilidade, controle da energia dispensada na amostra
em andlise e a programacao da adi¢do de alguma solug@o no processo.

E comum a agdo conjunta de acidos concentrados com microondas,
ou seja, a combinacao de dcidos com microondas. Amostras organicas, tais
como Oleos, geram grande quantidade de gases durante a digestdo acida e o
uso da digestdo assistida por microondas minimiza esse efeito,
proporcionando maior seguranca. A eficiéncia da digestdo pode ser ainda
melhorada pela adicdo de H,SO, para alcancar temperaturas mais altas
como 250°C. [119] Tradicionalmente, a digestdo umida ¢ o método de
destruicdo da matéria organica dissolvida em aguas naturais. Geralmente
esse método utiliza reagentes como acidos oxidantes ou perdxidos para
destruir a matéria organica, apresentando a desvantagem de oferecer um
alto risco de contaminacao, principalmente no caso de amostras com tragos
de metais. A radiacdo UV que se caracteriza por ser um método de
preparacdo de amostra limpo e que ndo requer a adi¢do de grandes
quantidades de oxidantes. A fonte de radiagao UV ¢ uma lampada de vapor
de Hg geralmente de 500 W, podendo variar até 1000W dependendo do tipo
de amostra. [115]



79

4.4.1 Digestdo via umida

Stoeppler e cols. analisaram tracos de cadmio em amostras de sangue
total e observaram que a digestdo com &cido perclérico ou misturas de
acido perclorico e sulftrico, entre outros, levam a completa destruigdo da
matéria organica. Porém o uso de solucdes fortemente oxidantes com
aquecimento na digestdo ndo ¢ vantajoso para analises de ultra tragos e
abaixo de 1 ppb, valores normais de Cd em sangue total, ndo sendo
recomendado este tratamento para esse tipo de matriz devido a volatilidade
(acima de 400°C) de alguns compostos formados com Cd. [120]

A determinacdo dos metais (Cd e Pb) utilizando, como pré-
tratamento nas amostras, uma digestdo com adi¢do de acidos nitrico e
sulfurico como descrito na sec¢ao 3.7.2; ndo alcancaram resultados
satisfatorios pois o procedimento testado ndo foi eficiente para romper as
ligacOes existentes entre os metais € os aminodcidos e assim ser possivel a
determinacdo voltamétrica. Esse fendomeno pode ser justificado devido a
elevada quantidade de 4cidos presentes no meio a ser analisado, e sabendo-
se que esses acidos trazem em sua composi¢do uma certa quantidade de
metais pesados, principalmente chumbo, a qual passa a ser significante
quando a quantidade a ser determinada na matriz € na faixa de tragos. Deste
modo, a contaminacdo ja contida nos acidos foi superior a esperada nas

solucdes de aminodacidos.
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4.4.2 Digestao por radiacdo de microondas

A utilizagdo do pré-tratamento com radiagdo microondas associado
com acido, conforme descrito na sec¢ao 3.7.1 ndo alcangou a eficiéncia
necessaria. Os resultados das medidas voltamétricas obtidos apds o
procedimento de pré-tratamento tanto com o programa 1 como com o
programa 2 (seccdo 3.7.1) nao foram satisfatérios, uma vez que, a
recuperagao da concentracdo adicionada dos metais aos aminoacidos foi
bastante baixa. Outro fator significativo para a ineficiéncia do método foi a
contamina¢do oriunda dos acidos utilizado no cleanup, geralmente em
concentracdo superior a existente originalmente nas amostras de
aminodacidos, tornando invidvel a andlise, uma vez que a concentragdao dos
metais como contamina¢ao dos aminoacidos ¢ a nivel de tragos.

Embora o programa 2 (vide Metodologia (se¢do 3.7.2)) utilizar uma
concentragdo de acidos mais baixa que o primeiro, a digestdo, para a
maioria dos aminoacidos, alcancou no maximo 50% de sua eficiéncia, ou
seja, quando adicionada uma concentra¢ao conhecida de metais, os mesmos
eram recuperados aproximadamente a metade. Na maioria das amostras os
sinais dos metais eram encobertos pela presenca do aminoacido,
visualizando-se pela elevacdo da linha base no voltamograma. Foi
constatado que a presenca de matéria organica no meio reacional € sobre o
eletrodo, confirmando a nao eficiéncia do processo de abertura. Houve
algumas excegdes como a asparagina (10% da concentragdo usual) que
recuperou 68,5% do sinal para o chumbo, uma recuperacdo maior do que
quando usada a abertura por radiacdo UV (47%). Para a histidina houve
uma recuperagdo de 100% apresentando uma contaminagdo de 50 nmol L™
para chumbo, enquanto que com o uso da radiacdo UV a histidina na

concentragdo de 25 % da usual encontrou-se uma contaminacao de 21,5
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nmol L. Para a serina (concentragio usual) observou-se uma contaminago
de 2,65 nmol L' para cadmio e 0,2 pmol L™ para chumbo e para metionina
(concentragdo 50 % da usual) 1,21 umol L™ para cadmio e 0,17 pmol L™

para chumbo.

4.4.3 Digestao por radiacdo UV

O pré-tratamento por radiagdo UV da amostra sem diluicdo nao foi
eficiente para nenhum dos aminoacidos, portanto utilizou-se diferentes
dilui¢des para cada aminoacido.

Inicialmente, a irradiacdo UV era efetuada apenas com a adigao de
peroxido de hidrogénio (conc.30%) purificado. Nesta adi¢do alguns
parametros foram variados como o volume (50 a 200 pL) e intervalo de
tempo de adigcdo(1 e 2 horas) , porém estes ensaios ndo foram realizados
com todas as amostras. Observou-se maior eficiéncia com a adi¢do de um
volume total de 100 pL de peréxido e com intervalo de adi¢ao de 2 horas,
principalmente aquela anterior ao término da irradiacao.

Além da adicdo do perdxido durante a irradiacdo, estudou-se a
adicao de acidos durante o processo. Entre os acidos testados (nitrico e
sulfirico), o acido sulfurico (concentrado) mostrou-se eficiente para a
digestao de alguns aminoacidos conforme descrito na tabela 12.

Diferentes tempos de irradiagdo UV foram comparados, como
periodos de 4h e 8h de irradiacdo UV com a adicdo de 50 pL de H,0O, a
cada 2 horas de irradiagdo UV, com e sem adi¢cdo de acido sulfurico
concentrado (100 pL). Para alguns aminoédcidos um tempo de irradiagdo de

4 horas foi suficiente para a digestao, obtendo uma boa recuperacao do sinal
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dos metais. Entretanto, para outros aminoacidos foi necessario um tempo
maior (8 horas) para a realizacdo de uma digestao eficiente.

A utilizagdo dos dois tipos de eletrdlitos (acido perclorico e tampao
KCl/NaAc, pH 4,55) mostrou-se eficiente na andlise voltamétrica dos
metais nas solucdes de aminoacidos. Para verificar que a utilizagdo de um
em relagdo ao outro nao altera a medida voltamétrica, realizou-se um ensaio
adicionando 10 puL de acido perclérico na célula voltamétrica contendo 10
mL de 4gua com uma concentracao padrdo conhecida dos metais. O mesmo
ensaio foi realizado, porém utilizando o outro eletrdlito (KCl/NaAc, pH
4,55). Deste modo, os dois voltamogramas foram analisados e comparados,
verificando os mesmos sinais dos metais (cddmio e chumbo) com a
utilizacao dos diferentes eletrolitos.

Na digestdo com radiagdo UV utilizou-se, inicialmente, uma
lampada de Hg de poténcia menor (250 W) e os aminodcidos triptofano,
tirosina, histidina, alanina, lisina, e treonina, na concentra¢ao usual das
formulacdoes de NP, foram submetidas & luz UV por 4 horas. Apds as
amostras de aminoacidos deixarem o digestor, observou-se uma coloragao
diferente daquela em que apresentam-se as solugdes de NP, ou seja, uma
coloragdo escura resultado da ineficiéncia da irradiacdo nas condigoes
empregadas.

Testou-se também a radiagdo UV com o tempo de apenas 2 horas
com as amostras de aminoacidos na concentracao 25% da usual, porém, na
medida voltamétrica ndo se detectou sinal para cadmio nem chumbo, ou
seja, o tempo nao foi suficiente para destruigdo da matéria organica,
encobrindo qualquer sinal dos metais.

Ainda utilizando a lampada de 250 W por 4 horas de irradiacdo e
com adi¢ao de peroxido de hidrogénio a cada hora, observou-se que para os
aminoacidos fenilalanina, arginina, na concentragao 25 % da usual, foi

possivel determinar cadmio, para glicina, na mesma concentracao de 25 %
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da wusual, determinou-se cddmio e chumbo e, ainda para tirosina
(concentrac¢do 25 % da usual), metionina (10 % da usual) e triptofano (75 %
da concentra¢do usual) foi possivel determinar chumbo por voltametria sem
digestao da amostra.

Embora com alguns aminoacidos ndo tenha ocorrido interferéncias
nas determinacdes dos metais, testou-se a irradiagdo com uma lampada de
UV com poténcia de 500 W para todos eles.

Todos os aminoacidos foram submetidos a radiacao UV (500 W) por
4 h e foi possivel dividir os aminoacidos em trés grupos.

O grupo 1 compreende os aminodcidos para os quais nao foi
necessario cleanup com radiacdo UV para a determinagdo voltamétrica dos
metais, apenas a diluicdo da amostra (tabela 11). No grupo 2 da tabela 11,
estdo listados os aminoacidos que, na concentragdo em torno de 50 % da
usual, apds o cleanup com radiacdo UV, ndo foi possivel a determinagio
voltamétrica, pois o sinal para os metais continuavam encobertos mesmo
apos a adicao do padrao. E no grupo 3 encontram-se os aminoacidos (50 %
da concentracdo usual) para os quais foi possivel determinar, por

voltametria, os metais com 4 h de radiagao UV.

Tabela 11 — Grupos de aminoacidos conforme digestéo

Grupol Grupo 2 Grupo 3
Serina Lisina Prolina
Ornitina Acido glutamico Glicina
Metionina Isoleucina Arginina
Tirosina Fenilalanina Alanina
Triptofano Cisteina
Leucina
Histidina

Acido aspartico
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Treonina

Asparagina

Grupo 1 - desnecessario cleanup com radiagdo UV

Grupo 2 — impossibilidade de determinagdo voltamétrica dos metais nas solugdes de aminoacidos
(concentragdo em torno de 50 % da usual encontrada nas formulagdes comerciais de NP), apos o
cleanup com radiagdo UV,

Grupo 3 - aminoacidos (50 % da concentragdo usual) nos quais foram determinados os metais Cd e

Pb por voltametria, ap6s 4 h de radiacdo UV.

Entretanto, para alguns aminoacidos, foi preciso irradiar por 8 h para
otimizar o processo de digestao e obter melhores resultados (tabela 12).

Em todos os pré-tratamentos de digestdao testados neste trabalho,
como digestdo Umida, radiacdo por microondas e radiacdo por UV,
constatou-se que os melhores resultados foram obtidos com a radia¢do por
UV e com o tempo de 8 h.

Na tabela 12 estd descrito os pré-tratamentos utilizando UV para
todos os aminoacidos que dele necessitaram, bem como as condigdes
utilizadas, como concentra¢ao da amostra, tempo de irradiagdo, eletrélito e
a percentagem de recuperacdo para cada metal (Cd e Pb) individualmente
para cada aminoacido.

Para cada solucdo de aminoacido, individualmente, foi feita a
incubagdo de Cd e Pb, cuja concentracao final desses metais na célula foi de
10 nmol L™

Porém, para alguns aminoacidos o aumento do tempo da irradiagao
para 8 h diminuiu a eficiéncia. Observando o aminoacido isoleucina quando
foi irradiado 8 h a recuperagdo do sinal do cddmio diminuiu de 85,7% para
67%. Para cisteina e para histidina constatou-se 0 mesmo comportamento
conforme tabela 12. Essa constatagdo pode ser relacionada a provavel

presenca de subprodutos do processo de irradiacao UV.
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TABELA 12 - Condicdes dos pré-tratamentos utilizados para cada

aminodacido com suas respectivas taxas de recuperacao

Aa

Concentragdo

% da

usual

Efetiva
(gL

Condig¢oes da abertura

Observagoes

Cd

recuperado

Pb

recuperado

Phe

50 2,68

4h UV (*1)
100 uL H,O, a cada 2h
(total: 2 adigdes)

Formagao de ppt e
espuma na medida

do Pb

32,6%

Phe

10 0,54

4h UV (*1)
100 uL H,O, a cada 2h
(total: 2 adigdes)

39,2%

100%

Phe

10 0,54

8h UV(*2)
25 uL H,O,a cada 2h
100puL H,SO4 conc.

100%

100%

Lys

30 2,40

4h UV(*1)
100 uL H,0; a cada 2h
(total: 2 adigdes)

Formagao de ppt ¢
espuma medida para

ambos metais

Lys

10 0,80

4h UV (*1)
100 uL. H,O, a cada 2h
(total: 2 adigdes)

64,8%

Lys

10 0,80

8h UV (*2)
25 uL H,O,a cada 2h
100 pL H,SO4conc.

85%

66,15%

Gly

10 0,95

8h UV (*2)
25 uL H,0O, a cada 2h
100 uL H,SO, conc.

75%

63,4%

Glu

50 3,41

4h UV(*1)
100 uL. H,O, a cada 2h
(total: 2 adigdes)

Formacao de
precipitado e
espuma na medida

de ambos metais

Glu

10 0,68

4h UV (*1)
100 pL H,O, a cada 2h
(total: 2 adigdes)

Contaminacao pelo
H,0, na medida do
Pb

52,1%

Glu

10 0,68

8h UV(*2)
60 lJ.L H202
100puL H,SO4 conc.

85,3%

74%
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%da

usual

Efetiva
(gL

Condig¢des da abertura

Observagoes

Cd

recuperado

Pb

recuperado

Glu

10

0,68

8h UV(*2)
100 uL H,0, a cada 2h
100 uL H,SO, conc.

100%

100%

Asn

90

1,17

4h UV (*1)
100 puL. H,O, a cada 2h
(total: 2 adigdes)

46%

8%

Asn

10

0,13

8h UV(*2)
100 uL H,0, a cada 2h
100 pL H,SO4conc.

54,4%

47%

Asp

3,33

0,30

4h UV(*1)
100 pL H,O, a cada 2h
(total: 2 adigdes)

90%

100%

Asp

3,33

0,30

8h UV (*2)
100 uL H,0, a cada 2h
100 uL H,SO, conc.

100%

100%

Thr

42

1,91

4h UV (*1)
100pL H,O, a cada 2h
(total: 2 adigdes)

Formagao

precipitado

de

(S

espuma na medida

de ambos metais

Thr

10

0,45

4h UV (*1)
100uL. H,0, (a cada 2h
— total: 2 adigdes)

Contaminagao pelo

H,0,

65,6%

Thr

10

0,45

8h UV (*2)
100pnL H,O, a cada 2h
100uL H,SO, conc.

100%

100%

Leu

Leu

6,7

6,7

0,64

0,64

4h UV (*1)
100 uL H,O, a cada 2h
(total: 2 adigdes)

33.8%

95,8%

8h UV (*2)
100 uL H,0, a cada 2h
100 uL H,SO, conc.

100%

81,25%

Arg

0,51

4h UV (*1)
100 uL. H,O, a cada 2h
(total: 2 adigdes)

31%

100%
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%da

usual

Efetiva
(gL

Condig¢des da abertura

Observagoes

Cd

recuperado

Pb

recuperado

Arg

10

1,02

8h UV (*2)
100 uL H,0, a cada 2h
100 pLL H,SO4 conc.

100%

100%

Ile

Ile

50

10

3,43

0,68

4h UV (*1)
100 puL. H,O, a cada 2h
(total: 2 adigdes)

Formagao de
precipitado e
espuma na medida

de ambos metais

4h UV (*1)
100 pL H,O, a cada 2h
(total: 2 adigdes)

Contaminacao pelo
H,0, na medida do
Pb

85,7%

Ile

Ala

10

0,68

0,46

8h UV (*2)
100 uL H,0, a cada 2h
100 uL H,SO, conc.

67%

61,1%

4h UV (*1)
100 puL. H,O, a cada 2h
(total: 2 adigdes)

96,4%

22.2%

Ala

0,46

8h UV (*2)
100 uL H,0, a cada 2h
100puL H,SO4 conc.

99%

92,3%

Cys

Cys

0,06

0,06

(a cada 2h - total: 2
adicdes) eletrolito

HCIO,

100%

100%

8h UV (*2)
100 uL H,0, a cada 2h
100pL H,SO4 conc.

72,8%

91%

His

His

25

25

1,14

1,14

4h UV (*1)
100 pL H,O, a cada 2h
(total: 2 adigdes)

100%

100%

8h UV (*2)
100 uL H,0, a cada 2h
100 uL H,SO, conc.

74%

55%

*1 = eletrolito: HCIO,4
*2 = eletrolito: tampao KCI/NaAc pH 4,55
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Diversos aminoacidos alcancaram 100% de recuperacao dos metais
adicionados, conforme mostrado na tabela 12, confirmando a eficiéncia do
método de digestao por UV empregado.

Para alguns aminoécidos, como: fenilalanina, acido glutdmico acido
aspartico treonina, leucina, arginina, cisteina e histidina, na qual a
recuperagdo dos metais foi representada na tabela 12 como maior que
100%, foi possivel determinar a contaminagao por Cd e Pb existente nesses
aminoacidos, ou seja, a concentracdo desses metais contido nesses
aminoacidos como contaminante.

A quantificacdo das contaminag¢des encontradas nesses aminodcidos

esta representada na tabelal3.

Tabela 13 — Contaminacdo por Cd e Pb encontrada em algumas

solucBes de aminoacidos apo6s digestdo por UV

aminoacido Concentracao Contaminag¢ao Contaminagao
por Cd por Pb
gL’ %dausual * nmolL" pgL' nmolL' pg L~

Fenilalanina 0,54 10 0,15 0,017 3040 340
Acido glutimico 0,68 10 38 4,27 53 6
Acido aspartico 0,3 3,3 49 55 42 4,7
Treonina 0,45 10 770 86,5 780 200
Leucina 0,64 6,7 320 36,0 - -
Arginina 1,02 10 1310 150 1560 300
Cisteina 0,06 6 11,1 1,25 1,4 0,3
histidina 1,14 25 81,6 9,2 21,5 4,4

*percentagem da concentracdo média utilizada nas formulagdes de NP.
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Conforme os dados apresentados na tabela 13, a contaminacao por
Pb nas solugdes de treonina, fenilalanina, e arginina foi acima de 100 ug L™,
concentracao considerada toxica ao organismo.

Para as solu¢des dos aminoacidos acido aspartico, treonina, histidina,
leucina, arginina e histidina a contaminacdo por Cd encontrada foi muito
acima de 5 pg L, concentragdo foi considerada toxica ao organismo,
conforme legislacdo do Ministério da Saude [21]. Apenas para as solugdes
dos aminoacidos fenilalanina, dcido glutdmico e cisteina a contaminagdo
por Cd ficou abaixo das consideradas téxicas ao organismo. Para as
solugdes dos aminoacidos: acido glutdmico, acido aspartico, cisteina e
histidina, a contaminagdo por Pb também ficou abaixo das consideradas
toxicas ao organismo.

Entre todos os aminodcidos analisados, houve alguns que ndo
necessitaram de abertura por digestdo UV, pois no periodo de 24 h a 37°C
os metais nao formavam ligagdo com os aminoacidos (tabela 14).

Adotou-se o critério de até 10% de desvio para selecionar os
aminoacidos que necessitavam, ou ndo, de um processo de abertura da
amostra, ou seja, acima de 90% de recuperagdo do sinal dos metais medido
por voltametria apos a etapa de incubagdo; o aminoacido correspondente

nao foi submetido ao processo de abertura.

Tabela 14 - Aminoacidos ndo submetidos ao pré-tratamento de

radiacdo UV
Aa(conc. Conc.(nmol L) Cd Pb
% da usual) metais incubado i i
recuperado contaminagdo recuperado  contaminagio
Orn (4) 8,69 100% 6,4 nmol L' 100% 6,7 nmol L'
(0,72 ug L (138 ug LY
Met (10) 10 100% 2,8 nmol L' 90,8 % -

(031 pgL™)



Tyr (50)

Trp (39,1)

Pro (5)

10

10

10

100%

100%

100%

1,8 nmol L™
(020 pg L")
2,0 nmol L!
(022 pg L)

95,3 %

100%

100%

90

4,2 nmol L'
(0.87 ng L
8 nmol L

(01,65 ng L™




5 CONCLUSOES

Devido ao grande emprego dos concentrados de aminoéacidos como
solucdes de nutricdo para pacientes debilitados e com falta de nutrientes, e
ainda, a toxicidade do cddmio e chumbo para o homem, metodologias
adequadas a quantificagdo destas espécies em nivel de tracos em solucoes
de NP comerciais sdo de grande importancia.

A determinag¢do dos metais, cddmio e chumbo, por voltametria em
solucdes de aminoacidos constituintes das solugdes de NP ¢é possivel,
utilizando o eletrodo de mercurio, sendo observada uma alta sensibilidade
na determinagao dos analitos em estudo por voltametria de pulso diferencial
empregando o HMDE. Estas espécies apresentaram um comportamento
voltamétrico com um potencial de reducdo caracteristico em —800 mV e
—450 mV (vs. Ag/AgCl), num eletrdlito de HCIO4, para o cadmio e
chumbo, respectivamente.

No presente trabalho, buscou-se verificar quais os aminoacidos que
interferem com a determinacdo dos metais (cddmio e chumbo) por
voltametria, e a partir dai, buscar alternativas para que a determinagdo seja
possivel sem a interferéncia dos aminodcidos, por meio de pré-tratamentos
das amostras.

Optou-se por trabalhar com os aminodcidos individualmente, para
conhecer o comportamento de cada um com os metais em estudo (cadmio e
chumbo), uma vez que, nas solucdes comerciais de NP os aminoacidos
encontram-se em concentragdes variadas, o que dificulta a determinagao
dos metais devido a alta concentragdo de alguns destes aminoacidos contido
na formulacao.

Neste estudo foram desenvolvidas diversas metodologias para
cleanup dos aminoacidos entre elas a radiagdo UV, digestdo acida e

radiacdo microondas associada com acidos.
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Observou-se que o pré-tratamento de maior eficiéncia, entre os
aminoacidos utilizou a radiagdo UV. O cleanup por radiagdo UV oferece
vantagens como menos riscos para o analista e menor contaminacdo das
amostras, estes dois fatores estdo relacionados com o baixo ou nenhum
consumo de acidos durante a digestao.

Na existéncia de uma formula¢ao contendo somente os aminoacidos
ornitina, metionina, tirosina, triptofano e prolina serd possivel determinar
diretamente alguma contaminacdo existente de cadmio e chumbo, sem
necessidade de clean-up.

Para outras formulac¢des, contendo os demais aminoacidos um tempo
de 8h de radiacdo UV foi suficiente para possibilitar a determinagao
voltamétrica de tracos dos metais sem a interferéncia de compostos
0rganicos.

Entre os todos os aminoacidos analisados, a contaminagao por Pb nas
solucdes de treonina, fenilalanina, e arginina foi considerada téxica ao
organismo (acima de 100 pg L™). Para as solu¢des dos aminoacidos acido
aspartico, treonina, histidina, leucina, arginina e histidina a contaminagao

por Cd também foi considerada toxica ao organismo (acima de 5 pg L™).



6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Atualmente, ainda sdo poucas as metodologias que viabilizam a
analise dos contaminantes cadmio e chumbo em aminoacidos constituintes
das solugdes de NP. As metodologias desenvolvidas neste trabalho podem
ser complementadas correlacionando os resultados com outras técnicas
como a espectroscopia.

H4 a necessidade de investigar a origem da contaminac¢do por Cd e
Pb destas solugdes, que pode ser da matéria-prima ou dos recipientes onde
as mesmas sdo armazenadas.

Também ¢ importante a otimizagdo dos procedimentos
desenvolvidos para a aplicagdo no conjunto de aminoacidos (conjuntos de
aminoacidos crescentes até alcancar a quantidade de aminodcidos que

constitui as formula¢des comerciais de NP).



7 APENDICE

Apéndice 01
Parametros utilizados na voltametria
- HMDE

Volume do eletrolito: 10 mL

Tempo da gota: 600 ms

Tempo de pré-concentragdo na gota: 90 s

Velocidade de varredura: 10 mV.s™

Amplitude de pulso: 50 mV

Duragao do pulso: 40 ms

Tamanho da gota: 0,60 mm”

Faixa de potencial de varredura: - 800 mV a — 160 mV

Potencial de pré-concentracao: - 800 mV
- CELULA VOLTAMETRICA

Célula voltamétrica de vidro transparente e formato conico
convencional (Metrohm, referéncia 6.1415.210), com didmetro inferior de
2,0 cm e didmetro superior de 6,5 cm. E necessario um volume minimo de
10 mL de solugdo para que os trés eletrodos sejam apropriadamente

imersos. O volume maximo da célula é de 90 mL.
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Apéndice 02

Concentragdes meédias (estoque) de cada aminodcido que compde as

solucdes de nutrigdo parenteral

Aminoacido gL” Aminoacido gL”’
Triptofano 1,766 L-tirosina 0,35
L-histidina 4,550 L-cisteina 0,986
L-isoleucina 6,850 L-ornitina 3,20
L-alanina 11,540  L-fenilalanina 5,360
L-leucina 9,530 L-asparagina 1,30
L-serina 4,66 Glicina 9,505
L-lisina 8,011 L-acido aspartico 8,90
L-prolina 10,48 L-treonina 4,550
L-metionina 4,500 L-acido glutamico 6,81

L-arginina 10,204




Apéndice 3 — Estrutura dos aminoacidos
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COOH COOH
|
HsN™ C‘—H HsN — c—H
| |
COOH COOH
HaN* C‘_H HaN™— C—H
| |
COOH
H3N+—C‘—H
|

COOH
H3N+—(‘3—H
COOH
HNZ —Cc—H
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TOOH COOH COOH
HNZ—C_—H H3N+_C‘;_H HN. —C—H
HN — C\Hz CH, HyC— c—H
H,C CH, CH
2
/
CH,
CH;,
PROLINA FENILALANINA ISOLEUCINA
COOH
TOOH TOOH ‘
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CH, ‘ CHy
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CH CH;
AW |
3 3 S
CHs
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N/
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COOH COOH
HaN* (‘:—H HN"— C—H
CH2 THZ
CH, COOH
COOH
ACIDO GLUTAMICO ACIDO ASPARTICO
COOH COOH C‘OOH
HaN’ (‘3—H HaN™ (‘Z—H HN=—C —H
(‘3H2 CH, ‘CHZ
THZ CH, HC:C\
CH, oH H'N NH
| ’ N/
NH H
‘ CH,
77\
HZ*N/ NH, NH,
ARGININA LISINA HISTIDINA




Apéndice 4

Composicdo quimica das solugdes de nutri¢do parenteral (g L)

AMINOSTERIL Hepa 8%

L - Isoleucina 104 ¢
L - Leucina 13,1 g
L - Lisina Acetato 6,9 ¢g
L - Metionina ILlg
L - Cistina 0,5¢g
L - Fenilalanina 09¢g
L - Treonina 44 ¢
L - Alanina 4,6 g
L - Prolina 58¢g
Acido Aminoacético (Glicina) 55¢g
Acido Acético 12 ¢g
Nitrogénio Total 129gL"
Agua q.s.p. 1000 mL
pH 5,7-6,3
Osmolaridade Tedrica 770 mosm L™

Fabricante: FRESENIUS LABORATORIOS LTDA.
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AMINON 20

L - Leucina

L - Isoleucina

L - Lisina acetato

L - Metionina

L - Fenilalanina

L - Treonina

L - Triptofano

L - Valina

L - Arginina

L - Histidina

L - Alanina

L - Prolina

Acido L - Aspartico

L - Asparagina

L - Cisteina Cloridrato
Acido L - Glutamico
L - Ornitina Cloridrato
L - Serina

N - Acetil L - Tirosina
Glicina

Nitrogénio Total
Agua q.s.p.

Conteudo calorico

pH

Osmolaridade teodrica

890 ¢g
5,10 g
790 ¢
3,80 g
5,10 g
4,10 g
1,80 g
4,80 g
9,20 g
5,20 g
13,70 g
8,90 ¢g
1,30 g
330 g
0,72 g
4,60 g
320g
240 g
1,60 g
7,90 g
155gL"
1000 mL
400 keal L™
6,0-6,3
939 mosm L™

Fabricante: JP INDUSTRIA FARMACEUTICA S.A .
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SORAMIN 10%

L- Fenilalanina 54¢g
L - Isoleucina 37¢g
L - Leucina 98 g
L - Lisina 59¢g
L - Metionina 53¢
L - Treonina 89¢g
L - Triptofano 1.8¢g
L - Valina 53¢g
L - Alanina 103 g
L - Asparagina 38¢g
L - Acido Aspartico 2,7¢
L - Acido Glutimico 25¢g
Acido Aminoacético 80¢g
L - Cistina 0,3¢g
L - Ornitina 2,6 g
L - Prolina 84¢g
L - Serina 25¢g
L - Tirosina 1,6 g
L - Arginina 10,6 g
L - Histidina 4,6 g
Nitrogénio Total 155gL"
Agua q.s.p. 1000 mL
Conteudo Calérico 400 keal L™
pH 6,0-6,7
Osmolaridade tedrica 890 mosm L

Fabricante: DARROW LABORATORIOS S/A
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AMINOPLASMAL L-10*

L - Leucina 89¢g
L - Isoleucina S51g
L - Lisina Acetato 79 g
L -Metionina 38¢g
L - Fenilalanina S51g
L - Treonina 4,1¢
L - Triptofano 1,8 g
L - Valina 48 ¢
L - Arginina 92¢g
L - Histidina 52¢g
L - Alanina 13,7 g
L - Prolina 89¢g
Acido L - Aspartico 13¢g
L - Asparagina 33g
L - Cisteina Cloridrato 0, 65g
Acido Glutamico 4,6 g
L - Ornitina Cloridrato 32¢g
L - Serina 24¢
N - Acetil L - Tirosina 1,6 g
Glicina 79 g
Nitrogénio Total 155gL"
Agua q.s.p. 1000 mL
Conteudo Calérico 400 keal L™
pH 6,0 -7,0
Osmolaridade tedrica 890 mosm L

Fabricante: LABORATORIOS B. BRAUN S.A .
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AMINOSTERIL 10%

L - Isoleucina 50¢g

L - Leucina 74 ¢

L - Lisina Acetato 6,6 g

L - Metionina 43¢

L - Fenilalanina 51lg

L - Treonina 44¢g
L - Triptofano 20¢g

L - Valina 6,2¢g

L - Arginina 12,0 g
L - Histidina 30¢g
L - Alanina 150¢g
L - Prolina 150g
Acido Aminoacético (Glicina) 14,0 g
Acido Acético 8,0¢g
Nitrogénio Total 16,4gL"
Agua q.s.p. 1000 mL
pH 5,7-6,3
Osmolaridade Tedrica 939 mosm L™

Fabricante: FRESENIUS LABORATORIOS LTDA.
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AMINOPED 10%

L - Isoleucina 6,40 g
L - Leucina 10,8 g
L - Lisina 7,1¢g
L - Metionina 4,6 g
L - Cisteina 0,4¢g
L - Fenilalanina 4,6 g
L - Treonina 52¢g
L - Triptofano 1,8¢g
L - Valina T,1g
L - Arginina 6,4¢g
L - Histidina 4,1¢g
L - Alanina 72 g
L - Serina 90¢g
L - Prolina 16,2 g
L - Tirosina 55¢g
L - Acido Milico 4,8 ¢
Acido aminoacético 4,1 ¢
Nitrogénio Total 144 ¢
Agua q.s.p. 1000 mL
Osmolaridade Teoérica 848 mosm L™

Fabricante: FRESENIUS LABORATORIOS LTDA
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AMINOSTERIL NEFRO

L - Isoleucina 75¢g
L - Leucina 11,4 ¢
L - Lisina 9,6 g
L - Metionina 6,6 g
L - Fenilalanina 7,8 g
L - Treonina 6,8 ¢g
L - Triptofano 29¢
L - Valina 95¢g
L - Histidina 49 g
L - Acido malico 6,5¢g
Sorbitol 250¢g
Xilitol 250¢g
Nitrogénio Total 88¢g
Agua q.s.p. 1000 mL
Osmolaridade Tedrica 835 mosm L™

Fabricante: FRESENIUS LABORATORIOS LTDA
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NEFROAMINO

L - Isoleucina 7,0 g
L - Leucina 110g
L - Histidina 55¢g
L- Lisina acetato 113¢g
L - Metionina 11,0g
L - Fenilalanina 110g
L - Treonina 50g
L - Triptofano 25¢g
L - Valina 80¢g
Nitrogénio Total 8,8¢g
Agua q.s.p. 1000 mL
Osmolaridade Teorica 545 mosm L'
pH 5,7-6,0

Fabricante: LABORATORIOS B. BRAUN S.A
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