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RESUMO
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DETERMINACAO VOLTAMETRICA DE CONTAMINANTES
METALICOS (Hg, Ag, Zn, Cd, Pb e Tl) EM CONCENTRADO
POLIELETROLITICO UTILIZANDO ELETRODOS SOLIDOS
AUTORA: ANANDA FAGUNDES GUARDA
ORIENTADOR: PROF. DR. PAULO CiCERO DO NASCIMENTO
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 08 de mar¢o de 2012.

Neste trabalho é descrita a determinacdo voltamétrica de Hg, Ag, Zn, Cd, Pb e Tl
utilizando eletrodos sélidos como eletrodos de trabalho em amostras de concentrado
polieletrolitico de hemodidlise (CPHD). Estas possuem uma elevada forgca i6nica
(~ 4,1 mol L"), o que impossibilita a analise direta em outras técnicas analiticas,
como ETAAS. Métodos voltamétricos mostraram-se adequados para a determinacao
dos analitos em amostras de CPHD, sem ser necessario diluicdo, agentes
mascarantes ou etapas de pré-concentracdo. As condi¢cdes experimentais foram
otimizadas com o objetivo de aumentar a seletividade e sensibilidade dos sinais de
corrente de cada analito. Foram desenvolvidos dois métodos independentes, que
permitem a analise dos metais em estudo com adequada sensibilidade, conforme é
exigido pela legislacdo. Foi utilizado o eletrodo de carbono vitreo como eletrodo de
trabalho e também como suporte para as modificacées. Nesse eletrodo foi possivel
determinar Ag e, sequencialmente, com a formacéao do filme de bismuto, Zn, Cd, Pb.
Com a adicdo de DTPA (Acido Dietilenotriaminopentacético), determinou-se TI.
Buscando a determinagdo de mercurio com adequada sensibilidade, uma segunda
modificacao foi realizada, e o segundo método apresenta a aplicacdo de cisteina
sobre o filme de bismuto. Os métodos foram utilizados nas amostras de CPHD
comerciais, comparando o comportamento individual dos analitos, com um meio
nao-salino. Os valores de limite de quantificagdo variam de 0,23 a 5,32 ug L™, e os
valores obtidos nos ensaios de recuperac¢des variam entre 93,6 a 106,3%.

Palavras-chave: carbono vitreo, bismuto, cisteina, metais, concentrado

polieletrolitico para hemodialise.
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This work describes the voltammetric determination of Hg, Ag, Zn, Cd, Pb and TI
using solid electrodes as working electrodes in samples of dialysate concentrates
(DCs). These contain a very high ionic strengt (~ 4.1 mol L"), which makes the direct
analysis of other analytical techniques such as ETAAS. Voltammetric methods were
suitable for the determination of analytes in samples of DCs without the need for
dilution, masking agents or pre-concentration steps. The experimental conditions
were optimized in order to increase the selectivity and sensitivity of the current
signals of each analyte. Were developed two individual methods, which enable the
analysis of metals in a study with adequate sensitivity required by law. Were used a
glassy carbon electrode as working electrode and as electrode support for the
changes. In this electrode and Ag was determined sequentially with the film formation
of bismuth, Zn, Cd, Pb. With the addition of DTPA (diethylene triamine pentaacetic
acid) was analyzed TI. Searching a second modification, the second method has the
application of cysteine on the film of bismuth, showed that with adequate sensitivity
for the determination of mercury. The methods were used for the analysis of
commercial samples of CPHD, comparing the voltammograms of each analyte with a
non-saline medium. The limit of quantification values ranging from 0.23 to
5.32 pug L™, and the values obtained from tests for recoveries ranging from 93.6 to
106.3%.

Keywords: Glassy carbon, bismuth, cysteine, metals, dialysis concentrates.
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1 INTRODUCAO

Tendo em vista a necessidade de substituicdo do eletrodo classico de
mercurio, devido a sua alta toxicidade, desenvolveram-se, neste trabalho, dois novos
métodos para analise de mercurio (ll), prata (l), zinco (I), cadmio (ll), chumbo (Il) e
talio (Ill) em amostras de concentrado polieletrolitico para hemodialise (CPHD).
Fez-se o0 uso de técnicas voltamétricas em carbono vitreo e com modificagdes.

Cations de metais pesados, os quais podem ser definidos como metais que
possuem uma densidade superior a 5 g cm3, possuem importancia bioquimica em
algumas reacdes celulares. Porém, em elevadas concentracdes, elementos como
cadmio, chumbo, mercurio e télio sdo extremamente tdxicos ao corpo humano
(NIES, 1999).

A presenca de elementos traco nas amostras de CPHD traz grandes prejuizos
a saude de pacientes renais crénicos, levando em consideragcdo que 0s mesmos
realizam o processo de dialise duas vezes por semana €, em casos mais graves,
diariamente, sendo expostos a um grande volume (superior a 300 L/semana) de
dialisato. Portanto, qualquer quantidade minima de contaminante pode levar a uma
elevada toxicidade clinica (TONELLI et al., 2009). Por isso, um rigoroso controle de
qualidade se faz necessario para o dialisato utilizado na sessao de hemodialise, bem
como para seus constituintes que, basicamente, sdo a agua de elevada pureza e o
CPHD (HOENICH, 2006).

Os valores limites existentes para agua de hemodialise sdo estabelecidos por
orgaos internacionais como a AAMI (Association for the Advancement of Medical
Instrumentation’s) com a resolucdo ANSI/AAMI 13958:2009 (Recommended
practices for dialysis water treatment system) e nacionais, como a ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) com a resolugdo RDC 154/2004. No entanto, ndo
h& nenhuma legislacdo que estabeleca um limite de contaminantes para o CPHD,
mesmo sendo conhecida a contaminagdao por metais nos sais (como por exemplo,
KCl e NaCl) que originam o CPHD (SABBIONI et al., 1989; NASCIMENTO et al.,
2011).

Entre os contaminantes presentes nos sais, 0 mais prejudicial a saude é o
aluminio (D’ HAESE, 1996). Porém, a presenca de outros metais como a prata,

cadmio, chumbo, talio e mercurio podem ser prejudiciais a saude humana.
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A técnica analitica atual para a analise dos fluidos de hemodidlise € a
espectrometria de absorcdo atbémica (do inglés, Electrothermal Atomic Absorption
Spectrometry, ETAAS) (NASCIMENTO et al.,, 2011). Porém, a amostra de CPHD
nao pode ser analisada diretamente no forno de grafite, pois esta possui altas
concentragdes de fons cloretos (aproximadamente 400 g L") o que torna o sinal de
fundo muito alto, mesmo com o corretor de fundo por efeito Zeeman. Para corrigir
este problema, é necessaria a diluicido da amostra, o que afeta a sensibilidade da
medida, tendo em vista que os metais pesquisados podem estar em concentracoes
muito pequenas. Outras técnicas podem ser usadas, como pré-concentracao através
de resinas de troca i6nica (BOHRER et al., 1999) e co-precipitagédo (ELCI, 1997),
porém a sensibilidade é afetada e o risco de contaminacao é elevado.

Ja as técnicas voltamétricas se mostram apropriadas para o meio salino, pois
possuem alta sensibilidade, seletividade, baixo custo, e excelente reprodutividade,
sem ser necessaria a diluicado ou pré-concentracdo da amostra.

Frente a isso e a elevada toxicidade do eletrodo de mercurio, a busca por
novos meétodos e, principalmente, novos materiais alternativos, sdo muito desejadas
na area eletroquimica.

O eletrodo de carbono vitreo € um dos materiais mais utilizados em pesquisa
eletroguimica (SHIU, 1998). Algumas modificagdes podem ser feitas na superficie
desse eletrodo, como o filme de bismuto, que é uma alternativa muito atraente
devido a sua alta reprodutividade, alta evolucao de hidrogénio, bom sinal de fundo e
com caracteristicas comparaveis aos eletrodos comuns de mercurio (WANG, 2005).
Além dessa modificacdo, as proteinas tém sido utilizadas como modificadoras de
superficie, devido a sua alta seletividade, que varia de metal para metal,
dependendo da cadeia lateral da proteina. A cisteina, por exemplo, possui alta
afinidade pelo mercurio, através da ligacdo do mesmo pelo grupo sulfidrila presente
na molécula (MAKKUNI et al., 2005).

Neste trabalho dois novos métodos sdo propostos para analise de metais em
concentrados polieletroliticos para hemodidlise utilizando eletrodo sélido e
modificagées. Foram realizadas medidas simultdneas e sequenciais de maneira a
buscar o melhor sinal analitico dos metais e o0 melhor modo de determina-los sem

interferéncia mutua.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Concentrado Polieletrolitico de Hemodialise

Os rins possuem um papel importante na manutencao do equilibrio natural do
corpo. Pois, quando saudaveis, regulam os eletrélitos, o equilibrio acido-base e a
pressao arterial, atuando como um filtro natural do sangue, eliminando na urina,
ureia e amoOnia. Também, sdo responsaveis pela reabsorcdo de agua, glicose e
aminodcidos, além de produzirem hormdnios, como a eritropoietina (FISSEL, 1999).

Quando os rins atingirem a fase terminal, € necessario que um processo
artificial remova os residuos e o excesso de agua do sangue. Existem trés métodos
mais comumente usados no tratamento: a didlise peritoneal, a hemodialise e o
transplante renal.

A dialise peritoneal aproveita a membrana peritoneal do abdome para filtrar o
sangue, com a insergcao de uma solugao polieletrolitica na cavidade abdominal. J4 a
hemodialise usa um tubo formado por uma membrana dialisadora, pela qual uma
grande quantidade de sangue passa, retirando, através do fenbmeno da osmose, a
maioria das impurezas, visto que as células sanguineas, proteinas e outros
constituintes do sangue sdo muito grandes para atravessar a membrana
(BERKOBEN, 1999).

A hemodialise é a forma mais comum de tratamento para pacientes com
doencas renais em estagio final. Esse processo ocorre por um processo de difusao
entre 0 sangue e o dialisato (usado para manter o equilibrio idnico) através de uma
membrana semi-permeavel. Este tratamento, que utiliza como principio uma simples
difusdo, proporciona a remocao de toxinas urémicas e fluidos que seriam
naturalmente removidos pelo rim em uma pessoa saudavel (HOENICH, 2006;
TONELLI et al., 2009).

O CPHD utilizado nas sessdes de hemodialise é produzido de acordo com
elevados padrées de controle de qualidade quimica e microbiolégica, e a
constituicdo da fragdo acida, que é a amostra deste trabalho, é mostrada na Tabela
1.
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Tabela 1 - Descricao da constituicdo do CPHD (fracao acida)

Componente Concentracao (mol L)
NaCl 3,61
KCI 0,05
CaCl 0,06
MgCl 0,03
CH3COOH 0,15

FONTE: Adaptado de rétulo da embalagem da amostra de CPHD.

As solucdes de hemodialise, também chamadas de dialisato, sdo preparadas
misturando na proporcdo 1 parte de CPHD de fracdo acida com 1,225 parte de
fracdo basica, que corresponde a fracdo de bicarbonato 8,4%. Essa mistura é,
entdo, diluida aproximadamente 32 vezes em parte de agua tratada. A mistura final
€ chamada de dialisato, preparada automaticamente pela prépria maquina de
hemodialise e imediatamente antes de cada sessdo. A constituicdo do dialisato é
descrita na Tabela 2.

Tabela 2 - Descricao da constituicdo do dialisato para hemodialise

Soluto Dialisato (mmol L)
Sadio 130 — 145
Potassio 2,0-3,0
Calcio 1-2
Magnésio 0,25-1,2
Cloreto 90-120
Bicarbonato 32-45
Lactato 0
Glicose 0-12

FONTE: Adaptado de rétulo da embalagem da amostra de CPHD.
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Como os pacientes de hemodialise sdo expostos a um grande volume de
dialisato (cerca de 15 000 a 30 000 L por ano), existe uma grande probabilidade de
contaminacao se os constituintes (agua ultrapura e concentrado polieletrolitico) do
dialisato nao apresentarem adequada pureza (TONELLI et al., 2009).

Existem legislagbes nacionais e internacionais que regulam o valor maximo
permitido para cada possivel contaminante em aguas de hemodialise, como a AMMI
(Association for the Advancement of Medical Instrumentation), além de
estabelecerem praticas do sistema de tratamento de dgua de hemodidlise.

No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria) regulamenta
as boas praticas e valores maximos de possiveis contaminantes nas amostras de
agua de hemodialise, descritas na resolucdo ANVISA/RDC 154 de 15/06/2004 e
também na resolugdo RDC N° 8, DE 2 DE JANEIRO DE 2001. Todavia, nédo existe
nenhuma resolugdo que traga valores de contaminantes para o concentrado
polieletrolitico, somente para a 4gua de hemodialise.

Neste trabalho, consideraram-se os valores maximos permitidos para os
metais presentes na agua de hemodidlise, multiplicados por 32, que é o fator de
diluicdo que o concentrado salino sofre na formagéao do dialisato.

Na Tabela 3 seguem os valores maximos permitidos para todos os metais
estudados, seguido dos valores correspondentes para o concentrado salino.

Tabela 3 - Valores maximos permitidos de contaminantes para o dialisato e o concentrado

polieletrolitico

Componente Dialisato (mg L™) Concentrado salino (mg L")
Mercurio 0,0002 0,0064
Talio 0,002 0,064
Prata 0,005 0,16
Cadmio 0,001 0,032
Chumbo 0,005 0,16
Zinco 0,1 3,2

FONTE: Adaptado de ANVISA/RDC 154, 15/06/2004.
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Sabendo-se que a constituicdo principal do concentrado polieletrolitico de
hemodialise sdo sais, por maior que seja o controle de qualidade, esses sais de
partida trazem contaminacdes de metais pesados naturalmente na sua composicao
(SABBIONI et al., 1989; NASCIMENTO et al., 2011).

Embora o aluminio seja o elemento que mais estd relacionado com
problemas junto aos pacientes de hemodialise, outros elementos traco podem ser
significativos se presentes em concentracoes fora do permitido (O’HAESE 1996).

2.2 Principio da medida

Em voltametria, um potencial é aplicado no eletrodo de trabalho em relacao
ao eletrodo de referéncia. Esse potencial aplicado na superficie pequena do eletrodo
de trabalho faz com que o analito troque elétrons na superficie do mesmo, se
reduzindo ou se oxidando. O consumo do analito, em virtude da pequena éarea
superficial do eletrodo é desprezivel.

A corrente medida € a soma da contribuicdo das correntes individuais, tais
como a corrente capacitiva (i), resultante da formacao da dupla camada elétrica na
interface eletrodo-solucéo e a corrente Faradaica (is), resultante da troca de elétrons
entre o analito e o eletrodo. A i; ndo tem ligacao com a lei de Faraday, e pode ser
negligenciada com o uso do eletrodo estacionario, pois uma vez formada a dupla
camada elétrica, ela permanece estavel (KAPOOR, 1991; ZUTSHI, 2006).
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2.3 Técnicas Voltameétricas

A mais importante caracteristica dos métodos eletroquimicos € o
estabelecimento da relacdo direta entre a concentracdo do analito e alguma
propriedade elétrica como corrente, potencial, condutividade, resisténcia ou carga.
No caso da voltametria, a relacédo direta se da através da relacdo entre concentragéo
do analito e corrente elétrica.

Além do baixo custo e elevada sensibilidade, a voltametria apresenta uma
vantagem que consiste na medida ser realizada diretamente na amostra sem
necessidade de pré-tratamento, fazendo com que as técnicas voltamétricas sejam
cada vez mais utilizadas (SOUZA, 2003).

2.3.1 Voltametria ciclica — Caracterizacao do eletrodo

Embora a voltametria ciclica (do inglés, cyclic voltammetry, CV) nao seja
comumente empregada na analise quantitativa, ela € muito importante para estudos
como ferramenta do diagnéstico que fornece informagdes do mecanismo de reacéo
redox envolvendo produtos formados no eletrodo.

Na CV primeiramente a varredura de potenciais € feita em um sentido e logo
apds é realizada a varredura em sentido contrario, tudo isso enquanto a corrente é
medida. Pode-se realizar apenas um ou varios ciclos. A direcdo da varredura pode
ser tanto positiva, quanto negativa dependendo da composicdo da amostra.

Sao chamados de potenciais de inversao aqueles potenciais nos quais a
reversao de sentido ocorre e devem ser escolhidos de forma que se possa analisar e
observar o pico de reducao ou oxidacao da espécie estudada (SKOOG, 2006).

Devido a sua irrefutavel importancia, a voltametria ciclica pode ser usada para
estudos complexos em eletrodos modificados com filmes (SCHOLZ, 2002).



22

2.3.2 Métodos de pulso

Devido ao avango no desenvolvimento de técnicas eletroanaliticas e a
evolucao da tecnologia na parte da informatica, houve a possibilidade de melhora na
interface com equipamentos eletroquimicos. Este avanco mudou o modo da
perturbacao imposta ao eletrodo de trabalho, assim como a medida do sinal, que
proporcionou o desenvolvimento e o aperfeicoamento de técnicas voltamétricas de
pulso. Na década de 50, a técnica de pulso comecou a substituir outras técnicas
voltamétricas, como a polarografia, que até entdo eram utilizadas e que estavam em
declinio devido a lentiddo e inconveniéncia dos equipamentos, além dos pobres
limites de detecgéo.

Na técnica de pulso, a perturbacao do potencial do eletrodo ndo é linear em
funcdo do tempo, sendo que esta variacdo do potencial segue no formato de
degraus, ou seja, uma sequéncia de pulsos que vao aumentando no sentido positivo
ou negativo. A corrente medida também esta relacionada com a largura do pulso e
com o degrau de potencial que é aplicado.

A diferenca na maneira de como o0s pulsos sado aplicados é que define as
caracteristicas de cada técnica de pulso (SOUZA, 2003).

2.3.2.1 Voltametria de pulso diferencial

Na voltametria de pulso diferencial, os pulsos sdo aplicados na forma de
degrau de mesma amplitude sobre uma rampa de potencial, e a corrente € medida
antes do pulso ser aplicado e no final da aplicacdo do pulso. A subtracdo das
correntes medidas € a corrente final.

Ao medir-se a corrente antes da aplicagao do pulso, é obtida uma corrente
nao-faradaica, no entanto, com o tempo, essa corrente aproxima-se de zero, e é
nesse instante que a nova medida de corrente é feita. Essa segunda medida de
corrente € ainda subtraida da corrente residual ndo-faradaica tornando o sinal-ruido

menor. Isso faz com que esta técnica possua melhor sensibilidade. Esta correcao de
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correntes possibilitada pelo modo de pulso diferencial permite obter limites de
deteccao da ordem de 10 mol L (SKOOG, 20086).

Tipo de
Nome Forma de onda voltametria
Polarografia
gh'[.lso il de pulso
ALl to s diferencial

Pulso sobre varredura linear

Tempo —

Pulso sobre varredura em forma de escada

1 |
50 ms — T
R
s, I < 50mV S
= ° ¥ = .
5] *— — 5] . *
5 , 5 = S5
o5 ’ 3
| oS | ‘
Py | I
S &~ Tempo —»| - i=—Tempo—»
de gotejamento s de gotejamento

Tempo

Tempo

Figura 1 - Grafico tensdo vs. tempo empregado na voltametria de pulso diferencial, onde S; e S,
indicam medidas de corrente. FONTE: SKOOG, 2006.
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2.3.3 Voltametria de redissolucao

A voltametria de redissolucédo possui excelente sensibilidade que € atribuida
a uma etapa de pré-concentragdo com agitacao, juntamente com um processo de
medida que gera um sinal-ruido extremamente favoravel.

Na etapa de pré-concentracao, apenas uma fracdo do analito € depositada no
eletrodo, que necessita que certos fatores como tempo de pré-concentracao,
potencial, tamanho do eletrodo e velocidade de agitacao sejam controlados para que
os resultados quantitativos sejam confiaveis.

Apés esta etapa de pré-concentracao, € feita uma varredura de potencial no
qual o analito é redissolvido (do inglés, stripping) para a solugdo. A analise
voltamétrica por redissolugdo possui duas variantes, sendo uma delas a varredura
no sentido positivo e a outra no sentido negativo.

A quantidade de analito depositado representa uma pequena (porém
reprodutivel) fragcdo do analito presente na solugéo.

Terminada a etapa de deposicao, a agitacao da solucao é encerrada para se
terminar com o transporte de massa, e 0 potencial é, entdo, varrido no sentido
positivo ou negativo, de forma linear ou pulsado (pulso diferencial ou onda
quadrada).

No caso dos metais, durante a varredura no sentido positivo dos potenciais 0s
metais amalgamados sdo reoxidados, sendo redissolvidos do eletrodo para a
solugcdo, numa sequéncia que respeita os seus potenciais padrdes (HENZE &
THOMAS, 2001).
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2.4 Eletrodos de Trabalho

O mercurio tem sido o material de eletrodo utilizado em muitas aplicacoes
voltamétricas. Embora este eletrodo de pequeno volume ofereca um desempenho
atraente, eletrodos com materiais alternativos e com desempenho semelhante sao
urgentemente necessarios para suprir as crescentes preocupacdées em relacdo a
toxicidade, volatilidade, manipulagcdo e o tratamento de residuos desse tipo de
eletrodo (WANG, 2005). Tais preocupacdes sao importantes para estimular o
crescimento de novas alternativas, para que o desafio de se conseguir um eletrodo
solido com caracteristicas semelhantes ao eletrodo de mercurio seja alcangado.

Para a medida voltamétrica possuir essas caracteristicas, a escolha do
eletrodo sélido é fundamental, e dependera fortemente da faixa de potenciais Uteis
na solugao de trabalho e da pureza do material. A faixa de trabalho esta delimitada

por um ou mais dos seguintes fatores:

e Decomposicao do solvente;

e Decomposicao do eletrdlito suporte;

e Envenenamento por contaminacgéao;

e Dissolugcao do eletrodo ou formagdo de uma camada de substancia
isoladora (BRETT, 1996).

Neste trabalho foram utilizados trés eletrodos de trabalho: eletrodo de

carbono vitreo, bismuto e cisteina.

2.4.1 Eletrodo de Carbono Vitreo

O carbono é um dos elementos mais abundantes na Terra, surgindo
livremente na forma cristalina, como grafite ou diamante. Esse tipo de material tem
um papel importante no desenvolvimento de eletrodos soélidos, pois geralmente sdo

de baixo custo e estdo disponiveis em varias formas, além de possuir uma ampla
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janela de potenciais. Além disso, possui propriedades fisicas e quimicas que o torna
um interessante material para eletrodos, como pequena permeabilidade e
porosidade, além de baixa taxa de oxidacao e inércia elevada (JOVANOVIC et al.,
2001; ZITTEL, 1965).

Para serem obtidos eletrodos de carbono vitreo de forma reprodutivel, é
necessario um tratamento em sua superficie. Este tratamento é realizado polindo a
superficie com p6 de alumina, disponivel em uma gama de tamanhos de particulas.
No entanto, apdés o polimento o eletrodo ndo esta completamente limpo, e é
necessario um tratamento eletroquimico, aplicando diferentes potenciais, durante
determinados periodos de tempo, para oxidar ou reduzir impurezas, removendo-as
da superficie do eletrodo (WANG et al., 2000).

Apesar do sinal de fundo gerado por impurezas, na fase estacionaria ou pela
formagéo da dupla camada elétrica, eletrodos so6lidos como o eletrodo de carbono
vitreo sao utilizados para diversos fins (ZITTEL, 1965). Devido a elevada atividade
em sua superficie sdo mais susceptiveis a problemas de interferéncia e seletividade.
Apesar disso, o eletrodo de carbono vitreo pode ser usado em determinacbes de
diversos analitos, como a determinacédo de Zn, Cd, Pb e Cu em fluxo, evitando a
formacao de intermetalicos (STADEN, 2000), Mg e Al por voltametria adsortiva (EL-
MAALI et al., 2000), Cu e suas melhores condi¢cdes de analise (SHIU, 1998), Cr
utilizando eletrodo modificado com nanoparticulas de ouro (ZI et al., 2008). Além de
compostos inorganicos, a determinacdo de compostos organicos, como dopamina,
acido ascorbico e acido urico usando um modificador, também é descrita por HU et
al., 2009.

Existe ainda uma grande variedade de trabalhos descritos na literatura que
mostram a versatilidade do eletrodo para inumeros compostos e modificacdes
superficiais (GHONEIM, 2001; WANG et al., 2002; COX, 1984; LAU, 1989; SHI,
2001; SOUZA, 1996; GOYAL, 2006; ANGUIANO et al., 2011; SONG, 2010; ZHAO et
al., 2010; HE et al., 2012).

Ja a determinacédo da prata ndo permite a analise simultanea e/ou sequencial
de outros metais, como o Zn, Cd, Pb e Tl, devido a formacao de compostos
intermetélicos, pois ao formar uma liga muito estavel com o bismuto, torna-se um
forte interferente na determinacao dos mesmos (MIKKELSEN et al., 2003).

Devido a formacéao desta liga, a determinacao sequencial de Zn, Cd, Pb e TI
no eletrodo de bismuto é prejudicada, pois a preferéncia do bismuto pela formacgéo
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da liga Ag-Bi do que pelos outros metais diminui a quase zero o valor da corrente de
pico dos mesmos, comparados as mesmas condicdes, sem a presenca de prata.

Com base nessas informacbes, buscou-se uma forma de minimizar a
interferéncia da prata na analise sequencial. De acordo com KIRCHHOFF, 1996 e
SHARMA, 1969, a prata forma um complexo estavel com o selénio (Ag.Se),
diminuindo assim sua interferéncia, e permitindo a analise sequencial de Zn, Cd, Pb
e Tl

Porém, acima de 2,268 ug de Ag(l) e acima de 3,765 ug de Se(VI), a analise
torna-se inviavel, pois o excesso de selénio forma ligacbes covalentes Se-Se,
deixando a prata livre, e interferindo na analise sequencial de Zn, Cd, Pb e Tl de
forma a ficar abaixo dos valores descritos pela legislacdo. Essa massa de prata
corresponde a massa total da célula, ou seja, a soma das massas das adicées com
a massa da amostra, e a de selénio corresponde a massa adicionada na célula
voltamétrica.

Essa massa pré-definida é muito pré6xima ao valor maximo sugerido das
amostras de CPHD nesse trabalho, fornecendo a possibilidade de andlise com
curvas de calibracdo bem menores do que maxima definida por esse trabalho.

2.4.2 Eletrodo de Bismuto

Eletrodos quimicamente modificados foram introduzidos por MURRAY em
1980 para designar eletrodos com moléculas quimicamente ativas, imobilizadas na
superficie do eletrodo, com o objetivo de modificar e controlar a interface
eletrodo/solucdo. Como a modificacdo na superficie do eletrodo modifica a
reatividade e/ou seletividade das espécies em solucao, possibilita o desenvolvimento
de eletrodos com adequada resposta para varios propésitos (SOUZA, 1997).

Um aspecto importante € a escolha do substrato, ou seja, o eletrodo base
para a modificacdo. Este deve apresentar caracteristicas eletroquimicas apropriadas
e ser adequado para o método de imobilizagdo escolhido. Entre os mais usados
podemos citar: ouro, platina, carbono vitreo, mercurio na forma de filme, fibras de
carbono e pasta de carbono (PEREIRA, 2002).
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Existem varios tipos de agentes modificadores de eletrodos que sao
empregados em determinagdes voltamétricas de metais com fim analitico. Dentre
estes, encontra-se o bismuto, que vem sendo bastante utilizado por possuir
caracteristicas semelhantes as do eletrodo de mercurio, sem o inconveniente da
toxicidade.

O bismuto é um metal cristalino e de coloracao branco avermelhado. Funde a
271,5°C. Forma ions trivalentes e pentavalentes, sendo o mais comum o trivalente,
Bi**. O hidréxido de bismuto, Bi(OH); é uma base fraca, portanto, os sais de bismuto
se hidrolisam rapidamente, conforme a equacéo (1).

Bi3+(aq) + H20(|) = BiO+(aq) + 2H+(aq) (1)

O ion bismutila, BiO*, forma sais insolGveis, como por exemplo o cloreto de
bismutila (BiOCI) com a maioria dos ions. Para manter o ion bismuto em solugéo,
deve-se acidificar 0 meio, pois assim, o equilibrio acima se desloca no dentido da
formacao dos fons Bi** (VOGEL, 1981).

Além disso, o eletrodo de filme de bismuto (da sigla inglesa, BiFE) apresenta
varios pontos favoraveis como amplo intervalo de potencial negativo, alta
sensibilidade e simples preparacao (HUTTON, 2004).

A eletrodeposicdo de bismuto metalico sobre a superficie do eletrodo
normalmente ndo ocorre como uma simples camada monoatémica. A formacédo do
filme acontece em duas etapas: a nucleacdo e o crescimento, onde se da a
formagado dos nucleos de crescimento e o crescimento do filme a partir desses
nacleos. O numero de nudcleos formados depende da qualidade da superficie do
eletrodo, do potencial adequado para a formacao do filme e da composicdo da
solucdo de eletrodeposicdo. Quando o eletrodo de trabalho ndo é composto pelo
material a ser eletrodepositado, é necessaria a criacdo dos nucleos para o
subsequente crescimento do filme. Ja quando o substrato é composto pelo mesmo
material do filme, este cresce a partir da superficie do eletrodo, sendo desnecessaria
a formacgéao dos nucleos de crescimento (BOBROWSKI, 2004).

Existem dois tipos principais de eletrodo de bismuto: o eletrodo de bismuto in
situ e o eletrodo de bismuto ex situ. Existem, ainda, os eletrodos de bismuto
produzidos por nanoparticulas (LEE et al., 2010) e aqueles produzidos por técnicas
de sputtering (ECONOMOU et al., 2007).
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Os eletrodos produzidos in situ sao aqueles que possuem a solucdo de
bismuto concomitante com os analitos de interesse, ou seja, bismuto e analito
competem com a deposicdo no substrato ou formam ligas que se depositam na
superficie do eletrodo sélido. Nesse caso, as condicoes de eletrodeposicdo sao
determinadas pelas condicdes de andlise.

Se a formacao do filme for in situ, essa etapa ocorre simultaneamente com a
etapa de pré-concentragcdo, onde por uma aplicacdo de potencial constante e
agitacao, o analito e o bismuto se eletrodepositam na superficie do eletrodo.

Apbs essa etapa, descrita na equacgdo 4, ocorre a redissolucao do metal,
onde M™ é o metal a ser analisado e M(Bi) é a liga formada entre o metal e o
bismuto, semelhante ao que ocorre na formacdo do amalgama, no eletrodo de
mercurio.

A concentragdo dos ions Bi** devera ser superior a dos analitos a serem
determinados, como forma de evitarem-se problemas de saturacéo no eletrodo. Uma
vez que os ions de bismuto sdo muito susceptiveis a sofrer hidrolise em meios
neutros ou alcalinos, ha certas limitacdes em relacdo aos valores de pH utilizados.
Porém, a utilizagdo da formacéo do filme in situ simplifica e reduz o tempo de
andlise.

Através desse método, diversas analises de metais foram realizadas como,
por exemplo, analise de Pb (WANG et al., 2000; KEFALA, 2003), Cd (COMPTON et
al., 2007), Zn (WANG, 2005), In (ECONOMOQU, 2005), TI (NETO, 2007), Sn (PRIOR,
2005) e Al (ECONOMOU, 2006).

Ja os eletrodos produzidos ex situ tem como caracteristica a formagdo do
filme sobre o eletrodo de carbono vitreo, onde o recobrimento da superficie transfere
as propriedades do bismuto a superficie vitrea. As condicdes de eletrodeposicédo do
filme sado variaveis. Meio acido é sempre recomendado, pois 0 bismuto é facilmente
hidrolisado em pH elevado. Além disso, este meio deve conter uma concentragao
adequada de fons Bi** e o potencial e tempos de eletrodeposicdo devem ser
suficientes para promover a completa formacgao do filme (ECONOMOU, 2005).

No caso do uso desse tipo de formacao do filme, o processo de revestimento
do eletrodo é complicado, e uma cobertura ineficiente de sua superficie pode levar a
degradacao do eletrodo (HWANG et al., 2008). Porém os metais estudados neste
trabalho formam uma liga metalica com o bismuto, e a presenga destes e de Bi** em
solucdo garante a homogeneidade do filme durante a analise.
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A deposicado ex situ, de uma maneira geral, ocorre primeiramente com a
eletrodeposicao do bismuto na superficie do eletrodo, em uma solucdo contendo
fons Bi**, por uma aplicacdo constante de potencial e agitagdo. Em uma solucédo
separada (amostra), ocorre a pré-concentracdo dos metais na superficie do filme. O
meio acido também deve ser mantido, para evitar a degradagéo do filme.

O mecanismo envolvido na deposicao do bismuto na superficie do carbono
vitreo esta descrita nas equacoes (2), (3) e (4) (WANG, 2005):

Bi** + 3¢" > B{’ eletrodeposicao do bismuto 2)
M*"+ ne” = M(Bi) pré-concentragao (3)
M(Bi) > M™ + ne”  redissolugdo (4)

Na etapa de eletrodeposicao do bismuto, ocorre a transferéncia de elétrons
entre a superficie do eletrodo e o Bi®* em solucao, e o Bi** se reduz a Bi°.

Eletrodos de bismuto previamente depositado tém sido utilizados para a
determinacdo de metais como Co (KOROLCZUK, 2005; HUTTON, 2006;
KROLICKA, 2002), Ni (HUTTON, 2005), Cr (CHATZITHEODOROU, 2004), V
(WANG et al., 2006) e U (LIN et al., 2005; KEFALA, 2005).

Por permitir que o processo de deposicdo do filme de bismuto e a
determinacao dos analitos sejam controlados em processos individuais, a formacao
de filmes de bismuto ex situ € mais versatil do que a in situ, porém é um método

laborioso, demandando maior tempo de analise.

2.4.3 Eletrodo de Cisteina

O acido 2-amino-3-mercaptopropandico (L-cisteina) € um aminoacido com
papel importante nos setores como medicina e quimica dos alimentos. E
considerado um aminoacido ndo essencial quando em condigbes fisiolégicas
normais, quantidades suficientes do mesmo sdo originadas da dieta e do
metabolismo do aminoacido essencial metionina e do aminoacido nao essencial
serina. No entanto, a L-cisteina é estabelecida como condicionalmente essencial em

certas condicbes, como em casos de neonatos prematuros (SHEW et al., 2005).
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Existem trabalhos que propdem a utilizacdo de proteinas como modificacao
de eletrodos para a determinacdo de uma série de analitos, que variam de acordo
com a proteina utilizada e o tipo de eletrodo que agira nesse caso como suporte
(GULABOSKI et al., 2011).

Essas proteinas podem se arranjar de muitas formas para a determinacgéo de
varios metais. Suas cadeias laterais polares podem atuar como ligantes para ions
metalicos com base na teoria de acidos e bases duros e moles. A teoria HSAB (do
inglés, hard soft acids bases) é descrita por Pearson em 1963 e relata as interagbes
entre ions metalicos (4cido de Lewis) e ligantes (bases de Lewis). Ficou
convencionado que cations duros sao aqueles que formam complexos estaveis com
ligantes duros e cations moles com ligantes moles.

De acordo com esta classificagdo, ions duros sédo caracterizados por pequeno
raio e grande carga, portanto, ligantes duros também, resultando apenas atragcéo
eletrostatica na combinacdo de ambos. Ja ions moles, ou seja, grande raio e
pequena carga, combinados com ligantes moles formam entre si complexos
estaveis.

A seletividade entre ions metalicos e ligantes depende da natureza dos dois e
também de fatores como o tamanho do ion e o pH do meio (PEARSON, 1963).

A complexacdo de metais por aminoacidos é dada pela reacdo do grupo
amino e do grupamento carboxilico com a formagdo do anel. Quando este
aminodcido possuir outro grupo funcional além do grupamento amino e carboxilico
pode atuar como um ligante tridentado.

Quando o aminoacido possui nitrogénio como doador na sua cadeia lateral
como histidina, lisina, arginina ou possui enxofre como doador, como a cisteina, eles
tém forte preferéncia de ligagdo para a classe B de metais (Ag*, Hg*, Cd?*, e Au®)
(YUSOF, 2011; MAKKUNI et al., 2005). A Figura 2 mostra a estrutura da molécula
de cisteina.
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Figura 2 — Estrutura da molécula de cisteina.

Existem muitos trabalhos que descrevem a adsorcdo de L-cisteina sobre o
eletrodo de ouro devido a alta afinidade desse elemento pelo enxofre da molécula da
proteina (HERNANDEZ, 2002; HIBBERT, 2001; RISO et al., 2000).

Com a atual conscientizacdo ambiental sobre o impacto de metais pesados
no meio ambiente, cada vez mais se faz necessario o monitoramento desse tipo de
contaminacao. Mercurio € um dos mais perigosos contaminantes ambientais e com
sérias implicacbes na vida humana devido a sua afinidade pelos ions sulfidrila,
grupos presentes nas proteinas, levando a inibigdo inespecifica de células
enzimaticas (CHEN, 2011; JALILEHVAND et al., 2006). A busca pela determinacao
desse elemento em concentragdes cada vez mais baixas exige métodos analiticos
cada vez mais sensiveis (ROMANENKO, 2005).

Segundo TAN et al. o filme de cisteina teria melhor resposta sendo aplicado
sobre uma modificacdo no eletrodo de carbono vitreo, visto que isso aumenta a
resposta do eletrodo, pois diminui 0 sobrepotencial associado aos processos no
eletrodo, aumentando a corrente oxidativa dos compostos sulfidrila presente na
proteina.

Autores confirmam que a aplicacdo do eletrodo de bismuto sobre o eletrodo
de carbono vitreo proporciona a superficie adequada para a deposicao eletroquimica
da cisteina, seguindo a equacéo (5) (XU, 2008; SOTIROPOULOQOS et al., 2008):

Bi + 3CySH - Bi(CyS)s + 3H" + 3¢ (5)
Como foi constado experimentalmente, o sinal do mercurio ndo € observado

no eletrodo de carbono vitreo e filme de bismuto nas quantidades sugeridas por este

trabalho, mesmo com tempos de pré-concentracao elevados, de até 10 minutos.
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Sabe-se que existe uma faixa de concentracdo de bismuto que é necessaria
para que a espessura do filme proporcione a melhora dos sinais. Tanto baixas
quanto altas concentracdes interferem negativamente na formacdo de sitios de
nucleagao do bismuto na superficie do eletrodo de carbono vitreo.

A concentragdo 6tima de bismuto é de 0,01 a 1 mg L' (COMPTON et al.,
2007), sendo que a escolhida nesse trabalho foi de 0,6 mg L. No entanto, mesmo
alterando a espessura do filme, ndo se obteve a sensibilidade re querida para o0s
valores estipulados para as amostras de CPHD nos eletrodos de bismuto e carbono
vitreo. Buscou-se entdo uma modificagdo na superficie do eletrodo de carbono vitreo
ou bismuto que proporcionasse a sensibilidade requerida.

Um grupo de pesquisadores tem investigado o desenvolvimento de
biossensores eletroquimicos baseados em peptideos para a deteccdo de metais
pesados, pois os estes podem apresentar um numero grande de ligacdes com
diversos metais (YUSOF, 2011; MAKKUNI et al., 2005).

Com base na afinidade dos ions de mercurio pela sulfidrila, o aminoacido
cisteina foi escolhido para a modificacdo do eletrodo (HEYROVSKY et al., 1997). A
descricao da formacado do composto Bi(Cys)s; € apresentada pela literatura e, com
base nesse composto, a determinacao de mercurio € proposta a partir da interacao
do mesmo com o eletrodo modificado de cisteina (SOTIROPOULQOS et al., 2008;
XU, 2008).

Quando exposta ao ar ou no interior de proteinas, a cisteina se oxida para
cistina, que é um dissulfeto formado pela oxidacao de duas moléculas de cisteina.
Para evitar a oxidacado, a solucdo preparada de 1% de L-cisteina era desaerada
antes e apos a solubilizagdo da mesma em ultrassom (SAGARA, 1993).

A formacdo do composto Bi(CyS); € favorecida em valores de pH mais
elevados do que o usado nesse trabalho (pH 4,7), pois os grupos tiol e amina séo
protonados. Porém, medidas experimentais e relatos na literatura (SOTIROPOULOS
et al., 2008) mostram que em valores de pH elevados, ocorre a formacédo de
hidréxido de bismuto durante a aplicacdo do potencial, impedindo a formag¢do do
filme de cisteina.

A determinacdo de mercurio pela aplicacao do filme de cisteina sobre o de
bismuto em um eletrodo de carbono vitreo ndo é descrita pela literatura. Apenas é
possivel verificar a existéncia da formacado dos compostos Hg-Cis e Cis-Bi e,

portanto, pode-se sugerir que, com a aplicacao do filme de cisteina sobre o eletrodo
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de bismuto, a determinacédo de mercurio € possivel obedecendo aos limites impostos
pela legislacao.

Amostras salinas com concentracdes de ions cloreto entre 2.10° a 0,5 M
aumentam o valor de corrente de mercurio, devido & formacéo de HgCl,*. Porém as
amostras de CPHD possuem concentracdes de ions cloretos muito superior a estes
valores (~ 400 g L") e a formagdo de HgzCl> nesse tipo de amostra é favorecida,
diminuindo o sinal analitico do mercurio (RISO et al., 2000).

Apesar da formagdo de Hg.Cl, pela alta concentracdo de ions cloreto
presente na amostra, o método possui sensibilidade suficiente que atenda aos

valores estipulados nesse trabalho para esse tipo de amostra.
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2.5 Caracteristicas dos metais analisados

2.5.1 Mercurio

Este elemento pode estar presente na forma organica (metilmercurio) ou
inorganica. Atualmente, o mercurio € usado em conservantes, em algumas vacinas e
em produtos comerciais, como lampadas, baterias, termémetros e medidores de
pressao artérial.

A forma mais comum de intoxicacdo por mercurio pela populagdo de uma
forma geral incluem vapores de mercurio inorganico, amalgamas dentarias (que hoje
nao sao mais usadas) e mercurio organico derivado do consumo de peixes
(CLARKSON, 2003; NUTTAL, 2004).

Os 6rgaos do corpo humano que sofrem por intoxicacdo de mercurio sao os
rins e o sistema nervoso. Levando em consideragdo os pacientes urémicos que
passam pelo processo de hemodidlise, estes ndo devem se contaminar neste
tratamento, pois ndo podem excretar a contaminacao (TONELLI et al., 2009).

Os sintomas de uma contaminacao grave por mercurio a partir de vapores
incluem: pneumonite, tremor intencional, sintomas psiquiatricos e gengivite. Os
sintomas de mercurio metilado podem demorar de semanas a meses para
ocorrerem, sendo eles: ataxia e constricdo do campo visual.

Varios estudos tém sugerido que o aumento dos niveis de mercurio na unha,
cabelo ou no sangue (na forma organica ou inorganica) estdo associados a um risco
maior de infarto do miocérdio ou outros eventos vasculares (KAZANTZIS, 2002;
HOUSTON, 2011).
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2.5 2 Prata

A prata pode ser absorvida pelo corpo humano através da ingestéo,
administracdo topica ou inalacdo. Devido as suas caracteristicas, como excelente
condutividade térmica e baixa resistividade, este elemento possui inimeras
aplicacoes.

Prata metdlica € utilizada para a fabricacdo de proteses, fungicidas e
cunhagem. Prata soluvel é usada para o tratamento de doencas mentais, epilepsia,
doencas infecciosas incluindo gonorreia e sifilis.

A industria fotografica utiliza propriedades fotossensiveis do cloreto de prata.
Ja a medicina, a combinacado da prata mais conhecida é com a sulfadiazina como
agente topico para evitar infeccoes em queimaduras, além de possuir excelente
atividade bactericida.

Estudos oftalmoldgicos afirmam que o decréscimo da visdo noturna é devido
a deposicao da prata na cérnea ocular (DRAKE, 2005).

Quando h& exposicao por tempo prolongado por diferentes compostos de
prata, como o lactato de prata, nitrato de prata, e algumas proteinas de prata, como
o Protargol apresentam efeitos téxicos no sistema nervoso central e nas células glia
(PANYALA, 2008).

Pessoas que ingerem a prata coloidal, além de possuirem aparéncia de pele
azulada e serem fotossensiveis, podem apresentar outros problemas, tais como:
hiperlipidemia, hipertensdo, diabetes, doengca do refluxo gastroesofagico,
hipertrofia prostatica benigna, e transtorno de estresse pdés-traumatico (CHANG,
2006).

Quando o processo de hemodialise ndo ocorre de forma eficiente, ou quando
ha contaminacao nas solucbes usadas no tratamento de insuficiéncia renal, o
paciente pode vir a se intoxicar e o processo de dialise nao é capaz de retirar a prata
que fica ligada aos tecidos do corpo (SUE et al., 2001).
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2.5.3 Cadmio

A intoxicacao por cadmio pode ser principalmente por via respiratéria, oral ou
parenteral, resultando em sintomas como: vOmitos, tonturas, sincope, dificuldades
de respiragdo, perda da consciéncia, retardo do crescimento, comprometimento da
reproducado, hipertensado, risco de cancer, caibras e diminuicdo de absorcdo de
célcio no sistema gastrointestinal.

Mesmo assim, este elemento & usado em anti-helminticos, anti-sépticos,
acaricidas e nematicidas. O cadmio também € usado como estabilizador e em
plasticos, baterias Ni-Cd recarregaveis, na constituicdo de materiais semicondutores,
em esmaltes ceramicos e outros (ROBARDS, 1991; NORDBERG, 2009).

O cadmio que aparece no meio ambiente ocorre como resultado das
emissdes vulcanicas, que por sua vez também é liberado pela vegetacao.

A permanéncia do cadmio no corpo humano varia de 5 a 30 anos e a maior
concentragao se encontra no figado.

Os niveis séricos de cadmio em pacientes com insuficiéncia renal crénica que
fazem hemodialise, possuem valores aumentados (cerca de 114%) em relagéo a
pacientes que nao passam pelo processo.

Como a presenca desse elemento pode estar agregada a cosméticos,
poluicdo do ar e agua, os pacientes que ainda nao tem perda total da funcéo renal
podem vir a acumular elementos téxicos que podem contribuir para a deteriozacao
dos rins (EL-SHERBENY, 2006).



38

2.5.4 Chumbo

O chumbo é utilizado em uma grande variedade de produtos, como baterias,
corantes, tintas para colorir o cabelo e cosméticos em geral. Exposi¢cao ocupacional
pode ocorrer em minas, fundigdes e fabricas de baterias.

Na area ambiental e médica, a exposicdo ao chumbo continua a ser um
importante problema em termos de impacto e saude publica (PAN et al., 2010).

O chumbo pode causar danos a saude humana através de trés rotas:
inalacdo, ingestao e contato com a pele.

Os niveis de chumbo sdao medidos através do sangue, em microgramas de
chumbo por decilitro de sangue (ug dL ™), onde acima de 70 ug dL™ o paciente deve
ser internado imediatamente.

Os efeitos tdéxicos do chumbo envolvem varios sistemas de érgaos dentro do
corpo humano, e variam desde sutis efeitos bioquimicos, que sao, na verdade,
biomarcadores de exposicdo, até manifestacoes de efeitos clinicos. Anemia
hipocréomica pode ocorrer em 80 pg dL’, enquanto a reducdo da producdo de
hemoglobina ocorre acima de 50 pg dL™ em adultos e 40 pg dL™ em criancgas. Sua
toxicidade também €& associada a esterilidade, abortos e mortalidade neonatal
(JUBERG, 1997).

O tratamento da ingestdo aguda de chumbo é feito com lavagem géastrica com
solucdo de sulfato de magnésio a 1%. As célicas sao tratadas com atropina e
gluconato de calcio e a agitagdo e convulsdo com benzodiazepinicos. Quando
houver auséncia de encefalopatia, procede-se a infusdao endovenosa de EDTA
calcico em concentragdes abaixo de 3% por 5 a 7 dias, prosseguindo com
penicilamina oral, na dose de 20 mg kg dia™". Na vigéncia de encefalopatia associa-
se ao EDTA (12,5 mg kg™), o BAL 3 mg kg a cada 4 horas por via intramuscular
(VALENTINE et al., 1976).

Apoés a absorgado do chumbo, o fluxo sanguineo elimina o mesmo em até 35
dias, no entanto, leva de anos a décadas para a eliminacao do chumbo aderido ao
0sso. Em periodos como a lactacdo, gravidez e menopausa ha um aumento da
incorporacao de chumbo, ao invés de calcio nos ossos (LU et al., 2011).

Recentes investigacdes mostram que a exposicao ambiental ao chumbo esta

relacionada com a insuficiéncia renal progressiva em pacientes com ou sem
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diabetes. Em pacientes em estagio final da doenca renal, o chumbo acumulou-se
nos 0ssos, e 0s niveis de chumbo no sangue aumentaram com a manutengédo da
hemodialise (LIN et al., 2010).

Devido ao grande volume a que sdo expostos os pacientes de insuficiéncia
renal, durante o processo de hemodialise, substancias presentes no dialisato e nao
no sangue tendem a acumularem-se nos pacientes, podendo levar a toxicidade de
elementos traco (D’HAESE et al., 1999; RUCKER, 2010).

2.5.5 Zinco

O zinco é um elemento que representa cerca de 0,02% da crosta terrestre e é
0 23° elemento mais abundante.

O zinco é associado a mais de 50 distintas metalo-enzimas, que tem uma
gama diversificada de fungdes, incluindo a sintese de acidos nucléicos e proteinas
especificas, tais como horménios e seus receptores. Por estas razdes, o zinco
desempenha um papel muito importante no crescimento celular e metabolismo.

A absorcdo do zinco se da no intestino delgado, que também regula a
absorcao fracionada de zinco, como a excrecao no suco pancreatico e em outras
secrecgdes gastrointestinais (KENNETH, 2000).

Tanto o excesso como a deficiéncia desse elemento é prejudicial ao corpo
humano. A falta de zinco diminui a condugdo nervosa, a cicatrizacdo, causa
infertilidade, lesdes de pele. Ja o excesso apresenta um disturbio respiratério apds a
inalacdo de zinco, nauseas, vémitos, diarreia e um elevado risco de cancer de
préstata (PLUM, 2010).

Relatos na literatura indicam que pacientes submetidos ao processo de
hemodialise perdem consideraveis niveis de zinco, sendo necessaria a ingestao do
mesmo na forma de comprimidos. Ja a contaminagdo nesse processo nao é
relatada, porém nao pode ser descartada (RUCKER, 2010; THOR et al., 1978;
AGGETT, 1979).
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2.5.6 Talio

As concentracbes meédias de talio na Terra sdo da ordem de
0,1 — 1,7 mg kg™, presente principalmente no minério de sulfeto de zinco, chumbo,
cobre e também no carvao.

No passado, este elemento foi extensivamente utilizado para fins medicinais.
Foi dado a criangas para produzir a queda de cabelo para o tratamento de micoses
no couro cabeludo, no tratamento de doencgas venéreas, tuberculose e malaria.
Atualmente, os principais usos do mesmo estdo nas industrias de ponta de
eletrénica, presentes em dispositivos eletrénicos semi-condutores, termdémetros de
baixa temperatura e equipamentos de laser. A liga com chumbo, zinco, prata, e
antiménio aumenta a resisténcia a corrosao, entre outros (KAZANTZIS, 2000).

Talio é considerado um veneno cumulativo, pois seus compostos sao
prontamente absorvidos no corpo humano. A sua exposicao pode seguir trés rotas
diferentes: ingestdo de alimentos contaminados, cutanea ou respiratéria. Uma vez
que entra no corpo, a gravidade da intoxicacao vai depender da quantidade de talio
absorvido, reacao imunolégica e intolerancia individual ao veneno.

No corpo humano, os rins mostram o mais elevado nivel de contaminagéo,
seguido em ordem decrescente por: 0ssos, estdbmago, intestinos, baco, figado,
musculos, pulmao e cérebro. No cérebro, o metal atravessa a barreira hemato-
encefadlica, provocando a neurodegeneracdo, desmielinizacdo, e acumulo de
produtos finais da oxidacéao lipidica. A principal via de excrecdo em humanos é a
renal e fecal.

A dose letal minima de sais soluveis de télio foi estimada em
10 mg kg™ a 15 mg kg de massa corporal (CVJETKO, 2010; PETER, 2005).

Como os sais de partida para a fabricagdo do CPHD (classificados como
Suprapur pela Merck) possuem em sua constituicdo natural mais de 0,1 ppm de
cadmio, chumbo e talio, fica evidente a necessidade de um rigoroso controle
qualidade ndo somente no dialisato, como também nas amostras de CPHD.



3 ADVERSIDADES E SOLUCOES

Na busca por novos métodos para a analise de metais que sao relatados pela

legislagdo brasileira para amostras de CPHD, utilizando eletrodos sélidos como

eletrodos de trabalho e como substrato para modificacbes, houve as seguintes

adversidades, as quais modificaram a sequéncia de analise:

A andlise simultdnea desses metais nao é possivel no carbono vitreo,
pois ha formacao de compostos intermetalicos. O Unico analito que nao
altera seu pico devido a presenca de outros metais € a prata
(COMPTON et al., 1999; HART et al., 2002);

Tendo como base de informagdo o item |, procurou-se uma
modificacdo para o eletrodo de carbono vitreo. Para analise de Zn, Cd,
Pb e Tl a que se mostrou mais eficiente foi a aplicagcdo do filme de
bismuto sobre o eletrodo de carbono vitreo. A analise sequencial de
todos esses metais com a prata é estudada (WANG et al., 2000;
CARVALHO et al., 2007; NETO, 2007);

A determinagdo de mercurio é possivel com o eletrodo de bismuto.
Porém, sua sensibilidade para a amostra de CPHD nao € alcangada
nas condi¢cdes usadas. Entdo, investigou-se outra modificacdo capaz
de proporcionar a sensibilidade requerida. Com base na literatura, fez-
se 0 uso de um filme de cisteina sobre o filme bismuto. Com isso, a
analise de mercurio para as amostras de CPHD é possivel e sera

apresentada nesse trabalho.
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Portanto, foram criados dois métodos independentes para a analise de Ag,
Zn, Cd, Pb, Tl e Hg:

Método I: Determinacao de mercurio (ll) em eletrodo de carbono vitreo
modificado com L-cisteina sobre o filme de bismuto;

Método II: Determinacdo sequencial de prata (I), zinco(ll), cadmio (ll),
chumbo (ll) e talio (I) em concentrados polieletroliticos, com eletrodo de carbono
vitreo para a prata, e de bismuto in situ para os demais.

A determinacao de talio é possivel, pois neste pH (3,78), o talio se comporta
como um metal alcalino, apresentando uma constante de formacao desprezivel para
um possivel complexo com DTPA, estando na forma livre, para poder se depositar
sobre a superficie do eletrodo. Ao contrario do talio, Zn (ks = 18,61), Cd (ks = 17,85) e
Pb (ki = 18,90) apresentam um valor de constante de estabilidade bastante alto com
o DTPA, de modo a proporcionar a adequada seletividade para o ligante
(NASCIMENTO et al., 2011; CROUCH et al., 2001).



4 MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo deste trabalho, todas as medidas de corrente foram
registradas utilizando um processador 693 VA e 694 VA Stand (Metrohm, Suica).
Um fio de platina foi utilizado como eletrodo auxiliar, e todos os potenciais foram
aplicados contra um eletrodo de Ag/AgCI/KCI 3 mol L™ como eletrodo de referéncia.

As medidas voltamétricas foram feitas em wuma célula voltamétrica
convencional, e 0 volume total utilizado foi de 20 mL.

Para a quantificacdo dos analitos, o método da adicdo do padrao foi
empregado através das medicdes de corrente de pico de cada analito.

Medidas de pH foram realizadas através da medida de um eletrodo de vidro
combinado (Metrohm), medido diretamente na célula voltamétrica.

As solucdes foram ambientalizadas a 23 * 1°C e purgadas com nitrogénio por
300 s antes da andlise. Pouco antes do uso, a ceélula voltamétrica foi
descontaminada com uma mistura de 10% HNOjz; em etanol (v/v) e lavados com
agua desmineralizada utilizando um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA).

4.1 Otimizacao das condicoes experimentais

Foram realizadas investigagcdes sobre os potenciais de pré-concentracao,
tempo de pré-concentracdo, pH da célula, taxas de varredura de potenciais,
amplitude de pulso e concentracao de reagentes.

Para encontrar um potencial de pré-concentracdo onde os analitos se
depositassem sobre a superficie do eletrodo de trabalho, de forma a ser
suficientemente sensivel em CPHD, o mesmo foi variado no intervalo de -1,400 a
-1,000 V para bismuto, zinco, cadmio, chumbo e télio, -0,800 a 0,400 V para cisteina
e mercurio.

O tempo de pré-concentracao foi variado de 0 a 600 s. O pH da célula foi
testado de 4,6 a 8,0. As variagbes da taxa de varredura foram de 0,010 a
0,120 V s™. Os testes com amplitude de pulso variaram de 0,025 a 0,100 V.



44

4.2 Método I: Descricao dos materiais e métodos para a determinacao de Hg
no eletrodo de cisteina

4.2.1 Aplicagéo do filme de bismuto sobre o eletrodo de carbono vitreo

Para a determinacéo de Hg, foi utilizado um eletrodo de carbono vitreo como
suporte para a aplicacao do filme de bismuto e, logo apés, a aplicagao do filme de
cisteina.

Porém, antes de cada medida, foi realizado o polimento com alumina (0,3 um)
seguido de lavagem com agua ultra-pura e etanol.

Todas as solucdes foram feitas a partir do seu respectivo sal, sendo estes
diluidos em agua Milli-Q. Somente os padrdoes dos metais foram feitos a partir da
diluicdo do padréo certificado do NIST-USA Specsol 1 g L.

Para a aplicacao do filme de bismuto sobre o eletrodo de carbono vitreo,

utilizou-se como constituicdo da célula voltamétrica:

e 15 mL de uma solucdo salina com a mesma forca ibnica da amostra
(~ 4,1 mol L);

e 5 mL do tampao acetato (pH 4,7);

e 30 pL da solugdo de Bi(NO3)s.5H,O 400 mg L™, totalizando uma
concentracdo de 0,6 mg L™ de Bi(lll) na célula voltamétrica.

Logo apds, aplicou-se as condi¢cdes descritas na Tabela 4, para a deposicao
do bismuto sobre o eletrodo de carbono vitreo. Apos essa aplicacdo de potencial,

fez-se a lavagem do eletrodo.



Tabela 4 - Condi¢des otimizadas para a formagao do filme de bismuto

Parametros Condicoes
Potencial de pré-concentracao -1,4V
Tempo de pré-concentragéao 300 s
pH da célula 3,78 (25°C)
Agitacéo 3000 rpm

4.2.2 Aplicagdo de cisteina sobre o eletrodo de bismuto
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Para a aplicacdo da cisteina sobre o bismuto, utilizou-se a mesma célula do

item 3.1.1, fazendo-se ainda a adicao de:

e 200 pL da solugdo 1% (m/v) de L-cisteina diluida em tampao acetato

(pH 4,7).

Logo apds, aplicou-se as condicbes descritas na Tabela 5, para que a

deposicao da cisteina no eletrodo de bismuto fosse realizada. Apo6s aplicagdo do

potencial, fez-se a lavagem do eletrodo com agua ultra-pura, estando o eletrodo

pronto para a determinagao de mercurio.

Tabela 5 - Condigdes otimizadas para a aplicagdo de cisteina

Parametros Condicoes
Potencial de pré-concentracao 0,2V
Tempo de pré-concentragao 300 s
pH da célula 3,78 (25°C)

Agitacao 3000 rpm
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4.2.3 Determinacdo de Hg no eletrodo de cisteina

Para a determinacao de Hg utilizando como eletrodo de trabalho o eletrodo de

cisteina, e nessa etapa a célula voltamétrica foi constituida por:

e 15 mL de amostra de CPHD;
e 5 mL do tampéo acetato (pH 4,7);

O resumo das modificacdes superficiais nos eletrodos esta descrito na Figura
3 e as condicbes utilizadas para a determinacdo de mercurio estdo descritas a
seqguir, na Tabela 6.

Metodo |

Carbono Vitreo

15 mL de CPHD

5 mL de tampdo acetato pH 4.6
0,6 mg L de Bi(lll)

-1,4 W por 300s

Bismuto

200 pL da solugdo 1% (mfiv)
0.2V por 300s

Cisteina

Determinagéo de Hg

Figura 3 - Resumo das modifica¢des nas superficies dos eletrodos — Determinagéo de Hg.
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Tabela 6 - Condi¢des otimizadas para a determinagao de mercurio

Parametros Condi¢coes Otimizadas
Potencial de pré-concentracao -0,8V
Tempo de pré-concentragcao 600 s
Potencial inicial -0,8V
Potencial final 0,4V
Potencial de pico +0,05 V (£0,03 V)
Velocidade de varredura 0,06 Vs
Amplitude de pulso 0,05V
pH da célula 3,78 (25°C)
Agitacéo 3000 rpm

4.3 Método Il. Descricao dos materiais e métodos para a determinacao
sequencial de Ag, Zn, Cd, Pb e Tl no eletrodo de carbono vitreo e bismuto

Para a determinacdao de prata no eletrodo de carbono vitreo, fez-se o
polimento do mesmo com alumina, seguido de lavagem com &gua ultra-pura e
etanol, previamente a cada medida.

Nessa etapa, a célula voltamétrica foi constituida por:

e 15 mL do CPHD ou agua Milli-Q;
e 5 mL do tampéao acetato (pH 4,7);

As condi¢des otimizadas da varredura sao descritas na Tabela 7.
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Tabela 7 - Condigdes otimizadas para a determinacao de Prata

Parametros Condi¢coes Otimizadas
Potencial de pré-concentracao -1,0V
Tempo de pré-concentragcao 60 s
Potencial inicial -1,0V
Potencial final 0,4V
Potencial de pico +0,185V (0,03 V)
Velocidade de varredura 0,06 Vs
Amplitude de pulso 0,05V
pH da célula 3,78 (25°C)
Agitacao 3000 rpm

Apé6s as adicbes de prata, adicionou-se 166,66% de Selénio em relagdo a
massa de prata adicionada, para que a prata ndo gere interferéncia na analise
sequencial de Zn, Cd, Pb e TI.

Existe um limite estabelecido para que a quantidade de prata e selénio nao
interfira na analise sequencial, que seria que a quantidade total de prata (massa das
adicdes + massa da amostra) ndo ultrapasse 752 ng.

Apés as adicbes de prata e de selénio, fez-se a adi¢do de 30 uL da solucao
de Bi(NOs)3.5H,0 400 mg L', para uma concentracao final de 0,6 mg L™ de Bi(lll) na
célula.

Em seguida, iniciou-se a aplicacdo do potencial de pré-concentracao e
posterior varredura, nas condi¢des descritas na Tabela 8.
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Tabela 8 - Condi¢gdes otimizadas para a determinacao de Zn, Cd, Pb e Tl

Parametros Condicoes Otimizadas
Potencial de pré-concentracao -1,4V
Tempo de pré-concentragcao 60 s
Potencial inicial -1,4V
Potencial final 0,4V
Velocidade de varredura 0,06 Vs’
Amplitude de pulso 0,05V
pH da célula 3,78 (25°C)
Agitacao 3000 rpm

Apos as adigdes de Zn, Cd, Pb, adicionou-se na célula voltamétrica 200 L de
DTPA 0,05 M para a determinacdo sequencial de Talio. Usou-se as mesmas
condicdes da Tabela 8.

Na Figura 4, é mostrado o resumo das modificagdes na superficie do eletrodo

de carbono vitreo que permitiu a analise sequencial.

Metodo ||

Carbono Vitreo

Determinacédo de Ag

Adicdo de Selénio
Adicdo de 0,6 mg L' de Bi(lll)

Determinacdo de Zn, Cde Pb

Adicdo de OTPA 0,05 M

Determinacédo de Tl

Figura 4 - Resumo das modificagdes nas superficies dos eletrodos — Determinagéo de Ag, Zn, Cd, Pb
e Tl



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao do eletrodo

Para a caracterizagdo da modificacao realizada na superficie de um eletrodo,
sao usados varios métodos, como a microscopia eletrénica (CARUSO et al., 1998), a
voltametria ciclica (HIBBERT, 2001) e a espectroscopia de impedéancia eletroquimica
(SOLAK, 2009).

Neste trabalho, empregou-se a voltametria ciclica por fornecer caracteristicas
relativas ao reconhecimento da modificacao da superficie do eletrodo.

Os voltamogramas ciclicos do eletrodo de carbono vitreo (a), do bismuto (b) e
da cisteina (c), observados na Figura 6, foram obtidos em tampao acetato (pH 4,7)
na faixa de potencial de -1,4 V a 0,3 V. A diferenca de intensidade entre os sinais e

o deslocamento entre os potenciais de pico na Figura 5, sugerem a modificagdo do
eletrodo.

i (UA)

-1.4 -1.2 -1.0 0.8 -0.8 -0.4 -0.2 0.0 0.2
U{V) vs. Ag|AsCl|KCl 3 mol L

Figura 5 - Voltametria ciclica da modificacdo do eletrodo de carbono vitreo (a), (b) bismuto e (c)
cisteina.
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No voltamograma ciclico (a), somente o carbono vitreo € responsavel pelo
voltamograma. Quando se adiciona o bismuto na solugdo, obtendo-se o
voltamograma ciclico (b) ha o surgimento de um sinal analitico, sugerindo o
recobrimento da superficie do carbono vitreo pelo bismuto. O voltamograma (c)
representa a insercao da cisteina na célula voltamétrica, e o surgimento de um sinal
analitico maior do que o apresentado pelo bismuto, sugerindo o recobrimento do
eletrodo de bismuto pela cisteina.

O pico (c) sugere que a cisteina é associada ao filme de bismuto e a estrutura
BiFE-Cys pode ter melhor resposta ao sinal do mercurio devido a ligacao Hg-S na
superficie do eletrodo. Quando a cisteina esta ausente, de tal forma que somente o
filme de bismuto esteja presente, a resposta é baixa quando comparada a

modificacdo com cisteina.

5.2 Otimizacao das condicoes experimentais

A otimizagdo de parametros voltamétricos, como o potencial e o tempo de
pré-concentracdo, pH, velocidade de varredura e amplitude de pulso, visando a
aplicacdo da metodologia em amostras reais, € de grande importancia para a
realizacdo de medidas mais sensiveis, precisas e reprodutiveis.

Para encontrar um potencial adequado de deposicéo tanto para a modificacao
do eletrodo de carbono vitreo quanto para a determinagéo dos metais, o potencial de
pré-concentracdo foi variado de -1,0 a 0,4V para a determinagdo da prata no
eletrodo de carbono vitreo e de -1,4 a -1,0 V para a deposi¢cao do bismuto, zinco,
cadmio, chumbo e talio, pois o potencial de aplicacdo do filme in situ é o mesmo da
deposicao dos metais. Ja para a deposicao da cisteina sobre o eletrodo de bismuto
e a determinacao de mercurio, o potencial foi variado de -0,8 2 0,4 V.

Os resultados que proporcionaram a escolha do potencial de pré-
concentracdo estao descritos na Figura 6, onde se relaciona o potencial aplicado
com a corrente obtida para cada analito.
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1200 1400

1000

800
=4=Zinco

Corrente {(nA)
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== Cddmio —4—Merclirio
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Chumbo 400 == Prata

==Tilio

-1,6 15 -14 13 -1,2 11 1 09 08 -15 -1 0,5 0 0,5
Potencial (V) Potencial (V)

Figura 6 — Relagao potencial de pré-concentragédo e corrente dos analitos.

Como se pode observar, o potencial que apresenta maior corrente para Zn,
Cd, Pb e Tl é o de -1,4 V. Nao aplica-se potencial mais negativo que esse no
eletrodo de bismuto, por ocorrer a evolucao do hidrogénio.

Para o mercurio, o potencial mais adequado para a deposicdo do metal, de
acordo com a Figura 7 foi de -0,8 V.

Ja para a prata o potencial mais adequado foi o de -1,0 V.

O tempo de pré-concentracao estudados variaram de 0 a 600 s, onde para os
analitos Zn, Cd, Pb e Tl o tempo de 60 s é suficiente para um sinal analitico com
sensibilidade suficiente. Ja o mercurio necessita de um tempo maior, 600 s, para
atingir a sensibilidade estipulada para o tipo de amostra.

O pH para a anélise de Ag, Zn, Cd, Pb e Tl nas amostras de CPHD utilizando
eletrodo de bismuto se restringem ao pH acido (< 6), pois a formagéo do filme nao é
realizada com sucesso (ver equacao 1). O pH que se mostrou apropriado para essa
medida foi o de 4,6.

Ja para o mercurio, 0 mesmo pH mostrou-se satisfatorio, visto que a formacgao
do filme de bismuto € um dos passos para esta analise.

Tanto a taxa de varredura quanto a amplitude de pulso n&do modificaram

significamente o valor de corrente dos analitos.
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5.3 Método I. Determinacao de mercurio — Aplicacao de cisteina sobre o
filme de bismuto

Apés a escolha das melhores condicbes experimentais, a determinacdo de
mercurio foi realizada nas duas amostras de CPHD de lotes diferentes, utilizando o
eletrodo de cisteina.

Nao ha relatos na literatura da utilizacdo desse tipo de eletrodo (carbono
vitreo + bismuto + cisteina), somente a utilizacdo da cisteina como modificadora da
superficie de eletrodos soélidos (HIBBERT, 2001; WANG, 2004).

A utilizacao deste eletrodo se mostrou eficiente para a analise de mercurio,
devido a afinidade da molécula de cisteina pelo metal. O novo método descrito
nesse trabalho possui sensibilidade adequada para os limites maximos permitidos

previstos anteriormente.



Comente (L)
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5.3.1 Voltamogramas Hg

A Figura 7 mostra os voltamogramas obtidos para a determinacdo de
mercurio em A) agua Milli-Q, B) CPHD industrial LOTE: 090249012 VALIDADE:
03/02/2011 e C) CPHD industrial LOTE: 410259811 VALIDADE: 03/02/2012, onde

cada adicdo do padrdo (a-d) correspondem a 2,4 ug L™ de mercurio.

Comente (L)

a) eletrdlito
b) 2,4 ug L
c) 4,8 ug L
d) 7,2 pug L

Comente (LA)

—

A =
— 3
T 1

Potencial (¥} vs. AglagCl 2 mol L™

Figura 7 - Voltamograma das andlises de mercurio no eletrodo de cisteina em A) agua Milli-Q, B)
CPHD industrial LOTE: 090249012 VALIDADE: 03/02/2011 e C) CPHD industrial LOTE: 410259811
VALIDADE: 03/02/2012.
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Comparando os voltamogramas obtidos nas amostras de CPHD industrial (B
e C, Figura 7) com a agua Milli-Q (A, Figura 7), observa-se que o sinal analitico do
mercurio no concentrado polieletrolitico é deslocado cerca de 200 mV mais negativo
do que em relacdo a agua pura. Esse comportamento pode ser explicado pela
formacao de Hg.Cl, na solucao (RISO et al., 2000).

A formacao desse composto e o deslocamento do sinal a partir deste, pode
ser explicada quando se compara a voltametria direta, onde nao ha a etapa de pré-
concentracdo. Desse modo, quando ha algum complexante na solucao, o metal ira
precisar de um potencial mais negativo para que ele consiga se desligar do ligante e
se reduzir na superficie do eletrodo, o que acarretaria no deslocamento do sinal no
sentido negativo dos potenciais, 0 que nao acontece nesse caso. Isso ndo acontece,
pois foi utilizado voltametria de redissolucao, ou seja, acontece uma etapa de pré-
concentracdo antes da varredura, que previamente reduz parte do metal na
superficie do eletrodo. Quando acontece a varredura no sentido positivo dos
potenciais, 0 mercurio que esta no estado Hg® passara para Hg*, e depois para Hg**.
Nessa passagem para o estado mais oxidado, o composto podera formar
clocomplexos, devido a elevado concentracdo de cloreto na solucao, fazendo com
que seja necessario um potencial mais positivo para que o metal retorne a solucao
na sua forma original, deslocando assim, o sinal analitico no sentido positivo dos
potenciais.

O deslocamento de sinal analitico entre as duas amostras (B e C, Figura 7)
pode ser justificado pela diferenca da forca ibnica entre as duas amostras de lotes
diferentes.

Ja o deslocamento do potencial de pico nas amostras entre as adicbes, é
devido a formacao de clorocomplexos com o mercurio (ABOLLINO et al., 2008).
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5.4 Método Il. Determinacao de Prata

Apés a escolha das melhores condicbes experimentais, a determinacdo de
prata foi realizada nas duas amostras de CPHD de lotes diferentes, utilizando o
eletrodo de carbono vitreo.

Como dito anteriormente (ver item 3.4.1), o valor de massa maxima existente
na célula voltamétrica, que proporcione sensibilidade suficiente para a andlise
sequencial de Zn, Cd, Pb e Tl é de 2,268 ug de prata. Essa massa equivale a soma
da massa adicionada para a curva de calibracdo com a massa ja possivelmente pré-
existente na amostra. Caso esse valor seja extrapolado, a medida sequencial é
prejudicada e nao possuira sensibilidade suficiente. Neste caso, poderdo ser
realizados 0s seguintes passos:

e O valor da massa das adi¢cdes podera ser diminuido, pois o método
desenvolvido nesse trabalho é bastante sensivel a pequenas massas.

e Se ainda assim o valor for extrapolado, o método sequencial podera
ser realizado de forma separada, apenas com o polimento do eletrodo,
a troca da célula voltametria e a aplicacao do filme de bismuto.

e Se 0 valor extrapolar, mesmo com a diminuicdo da massa adicionada
na curva de calibracao, deve-se tomar cuidado, pois € muito provavel
que a massa pré-existente na amostra esteja elevada, e a amostra nao
esteja apta a utilizacdo. Justifica-se isso, por esse valor maximo de
prata ser proximo ao valor maximo estipulado nesse trabalho para as
amostras de CPHD.

Tabela 9 — Valores méximos para a prata

Massa maxima da célula Massa max. estipulada para CPHD

2,268 ug 2,4 ug
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5.4.1 Voltamogramas Ag

A Figura 8 mostra o voltamograma obtido para a determinacao de prata em A)
agua Milli-Q, B) CPHD industrial LOTE: 090249012 VALIDADE: 03/02/2011 e C)
CPHD industrial LOTE: 410259811 VALIDADE: 03/02/2012, onde cada adicdo do
padréo corresponde a 18,8 pg L' de prata.

Cormente L&)

=

a) eletrolito

b) 18,8 ug L
c) 37,6 ug L
d) 56,4 ug L

Comente (L)

Figura 8 - Voltamograma das analises de prata no eletrodo de carbono vitreo em A) 4gua Milli-Q, B)
CPHD industrial LOTE: 090249012 VALIDADE: 03/02/2011 e C) CPHD industrial LOTE: 410259811
VALIDADE: 03/02/2012.
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O deslocamento do sinal analitico da prata, que € cerca de 100 mV mais
negativo nas amostras de CPHD (B e C, Figura 8) do que na agua Milli-Q (A, Figura
8), pode ser justificado pela formagao de um complexo sollvel, que é formado pelo
excesso de cloreto presente naturalmente na amostra (SCHILLER, 1969), descrito

nas equacoes (6) e (7):

AgC|(S) + C|_(aq) > AgC|2_(aq) (7)

5.5 Método Il. Determinacao de Zinco, Cadmio, Chumbo e Talio

A determinacao de Zn, Cd, Pb e TI é realizada com a aplicacao do filme de
bismuto sobre o eletrodo de carbono vitreo. Esta analise € citada por WANG et al.,
2000, LUO, 2008 e NETO, 2007.

O filme de bismuto in situ, utilizado nesse trabalho, provoca simultaneamente
a reducdo dos fons Bi** e dos analitos na superficie do eletrodo. Com isso, o filme é
constituido ndo so6 por bismuto, mas também pelos metais a serem determinados.

Durante a varredura no sentido positivo dos potencias, sdo registrados o0s
valores de corrente para os metais reduzidos no filme de bismuto e, em um potencial
préximo a -200 mV obtém-se a oxidagdo do bismuto indicando, assim, a
redissolucao do filme e o retorno a superficie original.

Nas atividades experimentais e, bem como em relatos descritos por
OGOREVC et al., 2002 nota-se claramente que a deposicdo do bismuto sobre o
eletrodo de carbono vitreo, juntamente com o acumulo do metal sobre o filme, esta
fortemente ligada a forca ibnica do meio. Em meios com elevada forca i6nica, no
caso semelhante a amostra, o filme de bismuto mostrou-se reprodutivel, estavel e
sensivel aos analitos nas suas devidas concentracdes sugeridas nesse trabalho.

Isso pode sugerir que, 0 aumento da forca ibnica até certo limite, proporciona
menor resisténcia ao meio e conduz de forma mais eficaz o analito até a superficie

do eletrodo para que ocorra a troca de elétrons.
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5.5.1  Voltamogramas Zn, Cd e Pb

A Figura 9 mostra os voltamogramas obtidos para a determinacdo de zinco,
cadmio e chumbo em A) agua Milli-Q, B) CPHD industrial LOTE: 090249012
VALIDADE: 03/02/2011 e C) CPHD industrial LOTE: 410259811 VALIDADE:
03/02/2012, com adi¢des de 50 ug L de zinco, chumbo e 12 ug L™ de cadmio.

Carerke
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Potencial (V) vs. Ag/AgCIKCI 3 mol L Potencial (V) vs. Ag/AgCIKCI 3 mol L
7=
]l o
7 Pb
d
i Zn e Pb Cd
| a) eletrolito a) eletrolito
b) 50 pug L b) 12 ug L
3 - c) 100 pg L c) 24 ug L
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Potencial (V) vs. Ag/AgCIKCI 3 mol L

Figura 9 - Voltamograma das analises de Zn, Cd e Pb no eletrodo de bismuto em A) agua Milli-Q, B)
CPHD industrial LOTE: 090249012 VALIDADE: 03/02/2011 e C) CPHD industrial LOTE: 410259811
VALIDADE: 03/02/2012.
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Os sinais analiticos de Zn, Cd e Pb possuem melhor resolu¢cdo nas amostras
de CPHD (B e C, Figura 9) em relacao a agua Milli-Q (A, Figura 9), o que se pode
justificar pela mudanca da forca i6nica da amostra. A sensibilidade dos analitos é
diminuida ou melhorada pela qualidade da formacgéo do filme de bismuto. Esta pode
ser melhorada pela presenca de ions cloreto na solucdo. Porém, na amostra ha um
excesso desses ions, o que pode levar a ma formacao do filme. Isso varia com a
quantidade de cloretos na solucéo, superficie do eletrodo, qualidade da formacao do
filme, pH. Como se pode observar, ocorre uma variagdo na corrente de pico para
cada analito, tanto quanto ao compararem-se as amostras com a agua Milli-Q,
quanto entre as amostras. Isso pode ser justificado pela diferenca de superficie do
eletrodo a cada medida.
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5.5.2 Voltamogramas Tl

A Figura 10 mostra os voltamogramas obtidos para a determinacao de talio
em A) agua Milli-Q, B) CPHD industrial LOTE: 090249012 VALIDADE: 03/02/2011 e
C) CPHD industrial LOTE: 410259811 VALIDADE: 03/02/2012, com adicbes de
24 pg L™ de talio.

Cormente (LA

a) eletrdlito
b) 24 ug L
c) 48 ug L
d) 72 pg L

Figura 10 - Voltamograma das andlises de talio no eletrodo de bismuto em A) agua Milli-Q, B) CPHD
industrial LOTE: 090249012 VALIDADE: 03/02/2011 e C) CPHD industrial LOTE: 410259811
VALIDADE: 03/02/2012.
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O sinal analitico do talio nas amostras de CPHD é deslocado no sentido
positivo dos potenciais, quando comparado a agua Milli-Q em consequéncia da
formacao de clorocomplexos de talio (log ki = 0,52) (LURIE, 1978). A melhora na
sensibilidade e resolucdo em relacdo a agua Milli-Q, pode ser justificada pela
formacao desses compostos.

Como se pode notar na Figura 10 C), encontrou-se o valor de 20,8 pg L' de
talio na amostra B. No entanto este valor ainda esta abaixo do valor estipulado para
o CPHD (64 ug L"), podendo ser utilizada com seguranga pelos pacientes de
hemodialise.

5.6 Aplicacao em amostras reais e possiveis interferentes

Os métodos descritos acima foram aplicados a 2 amostras diferentes, que sédo
elas:

Amostra 1. CPHD industrial LOTE: 090249012 VALIDADE: 03/02/2011
Amostra 2. CPHD industrial LOTE: 410259811 VALIDADE: 03/02/2012

As amostras de concentrado polieletrolitico industrial foram obtidas no setor
de nefrologia do Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM), no campus da
Universidade Federal de Santa Maria, cidade de Santa Maria — RS.

Estas, supostamente, ndo devem possuir os contaminantes metalicos aqui
estudados e nenhum outro descrito pela legislacdo para agua de hemodialise.
Porém, se a producdo do CPHD utilizar d4gua e/ou sais de baixa qualidade,
contaminantes podem estar presentes nas amostras e interferir nas andlises. Os

seguintes interferentes sao relatados na literatura:

e A determinacdo de Zn é prejudicada pela presenca de cobre. Esta
interferéncia € solucionada com a adicdo de galio na solucdo. Este
estudo sera realizado posteriormente (KOROLCZUK, 2007).



Na Tabela 10, seguem os resultados obtidos para cada uma das amostras
nos dois métodos propostos nesse trabalho, juntamente com o ensaio de

recuperacao para todos os analitos.

A determinacdo de Hg pode ser afetada pela presenca de ferro, que

possui

interferéncia pode ser sanada com a adicdo de fosfato ou fluoreto

(HATLE, 1987).

potencial de pico muito préximo ao do mercurio. Sua

Tabela 10 - Resultados e recuperacgdes para as duas amostras de CPHD

Analito Amostra Amostra Concentracao Concentracao

1 2 adicionada encontrada %
(mgL")  (ugL?) (g L) (ng L)
Hg <LD <LD Amostra Amostra
1)1,2 1) 1,26 104,9
2)1,8 2) 1,83 101,6
Ag < LD < LD 1) 18,8 1) 18,7 99,4
2)9,4 2) 8,8 93,6
Zn < LD < LD 1) 7,5 1) 7,9 106,3
2) 6 2) 6,21 103,5
Cd < LD < LD 1)1 1) 18,1 100,2
2) 1 2) 11,34 94,5
Pb < LD < LD 1) 25 1) 23,5 94,0
2) 50 2) 42,9 95,2
Tl < LD 20,8 1) 24 1) 23,3 97,0
2) 19,2 2) 19,7 102,7
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5.7 Caracteristicas analiticas

Uma forma de assegurar a aplicabilidade e o alcance de um método é
estabelecendo os limites destes paradmetros por meio da estimativa das
caracteristicas analiticas. Estas sao, portanto, indicadores quantitativos do bom
desempenho de uma determinada técnica.

No Brasil, os dois 6rgdaos que regulamentam a validacdo de métodos
analiticos sao a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Instrumental (INMETRO).

Neste trabalho os parametros avaliados para a obtencao das caracteristicas
analiticas para a determinacado dos metais Hg, Ag, Zn, Cd, Pb e Tl foram de acordo
com a ANVISA: faixa linear, limite de deteccao (LD) e limite de quantificagéo (LQ).

5.7.1 Linearidade

De acordo com a resolucao n® 899, de 29 de maio de 2003 da ANVISA, a
linearidade € definida como a capacidade de uma metodologia analitica de
demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracao
do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado.

Neste trabalho, a curva analitica foi feita através da adigdo do padrdo com
trés pontos, obtendo-se um coeficiente acima de 0,99 para todos os metais.

A faixa linear obtida neste trabalho para o mercurio é de 0,10 a 500 pg L™,
prata é de 0,47 a 400 ug L™, zinco é de 0,31 a 650 ug L™, cadmio é de 1,15 a 1000
ug L, chumbo é de 0,10 a 3000 pg L™, talio € de 0,96 a 100 pg L™

A faixa de trabalho varia para cada metal estudado, e € mostrado nas figuras

a seguir.
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5.7.2 Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacao (LQ)

A resolucdo RE n® 899, de 29/05/2003 da ANVISA diz que sob as condicbes
experimentais, o limite de deteccao (LD) € a menor quantidade de analito que pode
ser detectado, porém sem ser necessariamente, quantificado. No caso de métodos
instrumentais, o limite de deteccédo é feito com base na férmula abaixo, onde o
desvio padrao da interseccdo da curva de calibracdo é representado (S), e o
coeficiente angular da curva analitica por (b).

Ix5

LD =—;
b

O limite de quantificacado, também definido pela ANVISA, representa a menor
concentracdo do analito em andlise que pode ser determinada com um nivel de
incerteza aceitavel. O desvio padrao da interseccdo da curva de calibracdo é
representado por (S) e o coeficiente angular da curva analitica por (b).

Os limites de deteccao e quantificacéo obtidos para cada metal se encontram
na Tabela 11.

Tabela 11 - Limites de deteccao e quantificacdo dos metais estudados

Metais LD (ug L™ LQ (g L)
Ha 0,03 0,10
Ag 0,14 0,47
Zn 0,09 0,31
Cd 0,35 1,15
Pb 0,03 0,10

Tl 0,29 0,96
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Pode-se destacar os menores limites de deteccdo e quantificacdo, que
correspondem aos do mercurio e chumbo. Todos os valores estariam abaixo do
limite maximo estipulado nesse trabalho para cada metal, como mostrado na Tabela
3. Esses valores foram calculados a partir de medidas experimentais na prépria
solucdo de CPHD, uma vez que as respostas voltamétricas dos analitos nesta matriz

e no branco sdo diferentes.



6 CONSIDERACOES FINAIS

As amostras de CPHD se tornam inconvenientes em outras técnicas
analiticas devido a elevada concentracdo de cloretos presentes nestas, nao
permitindo a determinacao direta de metais com baixos limites de deteccédo descritos
pela legislacdo, como mercuario, prata, zinco, cadmio, chumbo e talio. A
determinacao direta da amostra, ou seja, sem a necessidade de diluicdo ou outro
pré-tratamento da amostra diminui os riscos de perda do analito ou contaminacao
externa e possibilita determinacdes sensiveis dos analitos nesse tipo de matriz.

Métodos voltamétricos mostram-se como alternativa eficaz em amostras
salinas, permitindo analise simultdneas e/ou sequenciais com excelente
sensibilidade. Além disso, a utilizacdo de eletrodos sélidos atende a atual
necessidade ambiental de se utilizar eletrodos que ndo sejam agressivos ao meio
ambiente e que gerem residuos de facil tratamento.

De acordo com a proposta deste trabalho, a determinacéo voltamétrica de Hg,
Ag, Zn, Cd, Pb e TI utilizando eletrodos sélidos foi realizada, aplicando diferentes
modificagées na superficie do eletrodo de carbono vitreo, a fim de se realizar a
analise desses metais com sensibilidade suficiente para atender a legislacdo que
rege esse tipo de amostra.

Empregaram-se o filme de bismuto e cisteina como modificadores da
superficie do carbono vitreo. Otimizaram-se parametros analiticos objetivando-se a
melhor resposta concentracdo vs. corrente de pico para cada analito e o melhor
potencial de deposicdo de cada filme, visando a cobertura superficial eficiente do
eletrodo de carbono vitreo.

Observaram-se repostas lineares de corrente para os metais em uma ampla
faixa de concentragdo, além de 6timos limites de quantificacdo, que atendem a
legislagéo vigente para CPHD. Além disso, as novas metodologias otimizadas se
mostraram eficientes nas amostras investigadas, e confirmou-se a exatiddo dos
métodos pela recuperacao, variando entre 93,6 e 106,3%.

Descreveu-se a aplicacao dos dois novos métodos voltamétricos em amostras
reais de CPHD, comparando-se esses resultados com um meio ndo salino. Avaliou-

se o efeito da forga ibnica, que por se tratar de uma matriz com alta concentracao de
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cloretos, resultou em deslocamentos apreciaveis dos potenciais de pico, em
comparacao com meios nao salinos ou com teor salino menor.

As vantagens principais dos dois novos métodos sdo: medidas diretas sem
necessidade de pré-tratamento da amostra, baixos e apropriados limites de
quantificacao, baixo custo e a utilizacdo de eletrodos ambientalmente corretos. A
sensibilidade do método permite a quantificacdo de valores menores para a agua de
hemodialise que aqueles regulamentados pela resolugao ANSI/AAMI RD 52 e 62 e
ANVISA/RDC N.? 154 de 15/06/2004.



7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Estudar a possibilidade de insercdo de mais analitos nos métodos, como o Cu

ou outros analitos;

e Diminuir do tempo de pré-concentragdo de analise do mercurio, através do
estudo de diferentes eletrélitos e/ou diferentes modificacoes;

e Utilizar de outros eletrodos solidos, como a Ag, Pt ou diamante dopado com
boro;

e Automatizar o sistema: possibilidade do método ser realizado em fluxo.
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