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RESUMO

TESE DE DOUTORADO ,

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
DETERMINACAO DE ALUMINIO E FERRO EM FLUIDOS
POS-HEMODIALISE EMPREGANDO VOLTAMETRIA E DECOMPOSICAO DE
AMOSTRAS COM RADIACAO ULTRAVIOLETA
AUTORA: LUCIANA DIDONET DEL-FABRO
ORIENTADOR: PROF. DR. PAULO CICERO DO NASCIMENTO

A determinagéo simultanea de Al(lll) e Fe(lll) em fluidos pds-hemodialise foi
investigada por voltametria adsortiva (AdSV) usando como agente complexante o
violeta de solocromo RS (SVRS). Os analitos formam complexos eletroativos com o
SVRS em pH 4.6. A adsorcdo dos complexos no eletrodo de mercurio (HMDE) foi
investigada através da voltametria de corrente alternada, na presenca dos principais
interferentes presentes nos fluidos pds-hemodialise: uréia, creatinina, acido urico e
acido oxalico. Para avaliar a possibilidade de formacdo de complexos entre os
compostos organicos presentes no fluido pés-hemodidlise com o Al(lll) e o Fe(lll),
investigou-se o perfil dos espectros de absorcao molecular dos complexos Al(llI)-
SVRS e Fe(lll)-SVRS na presenca das espécies interferentes. O ordem de
interferéncia das espécies organicas foi: acido urico > uréia = acido oxdlico >
creatinina. A digestdo das amostras por irradiacdo UV foi investigada para eliminar a
interferéncia da matriz. A irradiacdo UV de amostras diluidas (1:1) durante 2 horas,
com adicdo de HCI concentrado (2,4.10% mol L) e de HxO» 30% (6,86.10° mol L)
no inicio do processo, foi escolhida como a melhor condicdo para a digestao da
amostra. O método proposto foi validado para amostras contendo ou nao Desferal.
Foram coletadas amostras de fluido p6s-hemodialise de 36 pacientes renais. Os
limites de deteccdo de 1,4 pg L™, para o Al(lll) e 1,8 ug L™ para o Fe(lll) foram

calculados. As recuperacdes obtidas ficaram entre 88,1 e 106,7%.

Palavras-chaves:
voltametria adsortiva; fluidos p6s-hemodialise, aluminio, ferro, digestao UV



ABSTRACT

VOLTAMMETRIC DETERMINATION OF AI(lll) AND Fe(lll) AS SOLOCHROME
VIOLET RS COMPLEXES IN POST-HEMODIALYSIS FLUIDS AFTER UV SAMPLE
DIGESTION
AUTHOR: LUCIANA DIDONET DEL-FABRO
ADVISOR: PAULO CICERO DO NASCIMENTO

The simultaneous determination of Al(lll) and Fe(lll) in post-hemodialysis
fluids was investigated by the Adsorptive stripping voltammetry (AdSV) of
solochrome violet (SVRS) metal complexes. The analytes build electrochemically
active complexes with SVRS reagent in acetate buffered medium at pH 4.6. The
adsorption of the complexes on the mercury electrode (HMDE) was investigated by
out of phase altenating current voltammetry in presence of the main matrix interfering
species, urea, creatinine, glucose, uric and oxalic acids. The competitive action of the
matrix relatively to Al(lll) and Fe(lll) SVRS complexes formation apart of the HMDE
electrode was assessed by molecular spectrometry. The interference rank uric acid >
urea = oxalic acid > creatinine was stablished. Sample digestion by UV irradiation
was investigated to overcome the matrix interference on the electrodic reaction and
competition toward the analytes as well. Two hours digestion time at 90 °C in H>O,
acidic solution was enough to assay by AdSV Al(lll) and Fe(lll) as SVRS complexes
in 1:1 diluted real post-hemodialysis samples. The proposed method was valid for
samples containing or not Desferrioxamine B. It was tested to assay Al(lll) and Fe(lll)
in 36 real post-hemodialysis samples obtained from the university hospital. Detection
limits of 1.4 and 1.8 pg L' were calculated for Al(lll) and Fe(lll), respectively.
Recoveries ranging from 88.1 to 106.7% were obtained from spiking experiments.

Keywords
adsorptive voltammetry; post-hemodialysis fluids, aluminum, iron, UV digestion
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1 INTRODUCAO

O numero de pessoas que sofrem de insuficiéncia renal € muito grande e um
dos tratamentos disponiveis para esta patologia é a hemodialise.

A hemodialise € um método de depuracao extra-renal do sangue que permite
manter vivos pacientes com insuficiéncia renal aguda ou crbénica avancada, seja
como método definitivo de tratamento ou temporario (BENNET, 2000 e CINGOLANI,
2004 apud MILHORANSA, 2005).

Antes de uma sessao de hemodidlise, a agua de didlise e duas solucbes de
concentrados salinos sdo misturadas para obter-se a solucdo pré-hemodialise
utilizada para a manutencéo do equilibrio idbnico do sangue dos pacientes durante a
sessdo. Apls o término da sessdao de hemodialise, as solugbes pré-hemodialise,
contendo os solutos toxicos, sdo consideradas residuos para serem posteriormente
descartadas (DAUGIRDAS,1994).Tais solugcbes sdo conhecidas como fluidos pés-
hemodialise.

Devido ao mau funcionamento dos rins, além da retencdo de metabdlitos,
alguns elementos podem ser acumulados no organismo, como o aluminio
(SCANCAR, 2003). O aluminio € considerado a espécie mais toxica para pacientes
com insuficiéncia renal. Estudos relacionam o acumulo de Al(lll) no organismo a
doencas neurolégicas e ao comprometimento da estrutura 6ssea dos pacientes
(OTT, 1982; MCGONILE, 1985 e ALFREY, 1978), onde os 6rgaos mais afetados
Sa0 0s 0ss0s, o figado e o cérebro (MORENO, 1994).

A eritropoetina, que € um horménio produzido pelos rins, na presenca de
ferro, gera a producdo de células vermelhas. Em pacientes com insuficiéncia renal,
devido o mau funcionamento dos rins, ocorre uma diminuicdo na formacdo da
erotropoetina, assim como uma caréncia de ferro, devido ma absorcao deste
elemento por renais crénicos, causando a anemia. (LEGRAIM, 1983).

Assim, a investigacdo da presenca de Al(lll) e Fe(lll) em fluidos péds-
hemodialise € um parametro importante para o acompanhamento da insuficiéncia
renal. A concentracdo dessas espécies deve ser monitorada em amostras de
sangue dos pacientes. Uma alternativa ndo invasiva, ou seja, sem a coleta de

amostras de sangue dos pacientes, € o monitoramento dos niveis de Al(lll) e Fe(lll)
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diretamente em amostras de fluido pés-hemodialise. A existéncia de métodos
analiticos adequados ao controle de Al(lll) e Fe(lll) é de grande relevancia para a
area clinica e deve ser estudado de forma sistematica.

A espectrometria de absorcao atdmica por forno de grafite (GF-AAS) tem sido
usada como técnica analitica corrente para a determinacédo de tracos de metais no
que diz respeito a hemodialise (solucbes de diadlise e concentrados salinos)
(FAGIOLI, 1987; WOOLFSON, 1987; KEIRSSE, 1988; HALLS, 1988 e SAVORY,
1992).

Para fluidos pds-hemodialise, ha uma caréncia de métodos analiticos devido
principalmente a variabilidade destas amostras, o que depende de diversas variaveis
associadas ao progresso da hemodialise apresentado por cada paciente. O meio
salino apresentado pelas amostras também causa sérias interferéncias de matriz,
mesmo com o uso de sistemas de correcao de background Zeeman (BERGER,
1986 e SLAVIN, 1980). Algumas alternativas associadas a medidas por GF-AAS
incluem a pré-concentracdo seletiva dos analitos e a eliminagdo do meio salino
(NASCIMENTO, 1993 e BOHRER, 1998).

A voltametria adsortiva de redissolucdo catddica (AdCSV) empregando o
HMDE (eletrodo de mercurio de gota pendente) como eletrodo de trabalho é um
método que ocupa uma posicdo importante entre os métodos eletroanaliticos na
investigacdo de metais, considerando aspectos como a possibilidade de se realizar
determinacdes analiticas em matrizes complexas e os baixos limites de deteccao
alcancados (da ordem de pg L) (WANG, 1985). Neste trabalho, utilizou-se a
AdCSV para a determinagdo simultdnea de Al(lll) e Fe(lll) em fluidos péds-
hemodialise na presenca do ligante violeta de solocromo (SVRS).

Em amostras complexas, como é o caso dos fluidos pds-hemodialise, as
espécies metalicas a serem determinadas podem estar ligadas a matriz orgéanica.
Portanto, antes da determinacao voltamétrica de Al(lll) e Fe(lll), uma etapa de pré-
tratamento da amostra envolvendo a liberagcdo da espécie se faz necessaria. Um
dos métodos mais eficientes empregado para liberacdo de metais ligados a matriz
organica envolve a irradiacdo da amostra por um determinado tempo com irradiacédo
ultravioleta (digestdao UV).

Considerando que o método de GF-AAS apresenta-se inadequado para a
determinacao de Al(lll) e Fe(lll) em fluidos p6s-hemodialise e também a interferéncia
da matriz da amostra, o presente trabalho tem como objetivo investigar a presenca
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de Al(lll) e Fe(lll) em fluidos pés-hemodidlise através da utilizagdo da AdCSV, com a
otimizacdo de uma etapa de pré-tratamento das amostras empregando a radiacéo

UV para a decomposicao dos componentes organicos da matriz.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Insuficiéncia renal

Os rins apresentam fungdes como: eliminar as substancias téxicas pela
filtragdo sanglinea (uréia, acido Urico, creatinina, fosfatos, sulfatos e o excesso de
acidos), manter a homeostasia (equilibrio de liquidos), estimular a fabricacdo de
hormoénios (insulina, testosterona, vitamina D3 e eritropoetina) e regular a pressao
sanglinea (BENNET, 2000 e CINGOLANI, 2004 apud MILHORANSA, 2005).

O numero de pessoas que sofrem de doencas renais € muito grande. Estas
doencas se manifestam de diversas formas e podem ser agrupadas em duas
categorias principais: a insuficiéncia renal aguda e a insuficiéncia renal crénica.

Na insuficiéncia renal aguda, os rins param de funcionar abruptamente, por
completo ou quase. As principais causas da insuficiéncia renal aguda séo:
suprimento sanguineo diminuido ao rim, anormalidades do préprio rim e obstrucao
das vias urinarias. A insuficiéncia renal aguda corresponde a uma diminuicao
abrupta da filtracdo glomerular, resultando em retengdo de produtos nitrogenados,
disturbios eletroliticos e alteracdo do equilibrio &cido-base.

A insuficiéncia renal crénica é a evolugdo da insuficiéncia renal aguda nao
tratada, caracterizando-se pela perda irreversivel da funcdo dos néfrons (GUYTON,
1997).

2.2 Hemodialise

A perda grave da funcdo dos rins € uma ameaca a vida e requer a remogao
dos produtos téxicos do metabolismo e a restauracdo do volume e da composicao
dos liquidos corporais. Este processo pode ser realizado através da didlise com um

rim artificial.
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Nas sessdes de didlise, ocorre a purificacdo do sangue, por processos de
difusdo através de membranas, onde devem ser eliminados metabdlitos que o
organismo produz e ndo é capaz de eliminar através dos rins.

Independentemente do tipo de processo — hemodialise, didlise peritoneal ou
hemofiltracdo (DAUGIRDAS,1994) — h& necessidade do uso de solugdes
dialisadoras, que sao preparadas pela dissolugdo de sais e outras substancias em
grandes volumes de agua, que podem constituir uma fonte de contaminacao se nao
forem adequadamente tratadas.

A solucéo dialisadora (solugcao de dialise, solugao pré-didlise, fluido pré-didlise
ou dialisato) é obtida a partir da mistura de dgua e concentrados salinos acidos e
basicos. Faz-se a mistura de 1 parte de solugcao acida com 1,22 partes de solucao
basica e 32,78 partes de agua para dialise. Esta solugcao contém os solutos que o
sangue deve manter (Na*, Ca?*, Mg®*, K* e CI), para que estes ndo sejam dialisados
(DAUGIRDAS,1994).

A hemodialise € um método de depuracao extra-renal do sangue que permite
manter vivos pacientes com insuficiéncia renal aguda ou crbnica avancada, seja
como método definitivo de tratamento ou temporario. O procedimento consiste em
fazer circular o sangue através de uma membrana semipermeavel que o separa de
uma solucdo de didlise especialmente preparada, com o objetivo de corrigir as
alteragbes metabdlicas observadas na insuficiéncia renal. Os solutos toxicos sao
removidos do sangue através de um gradiente de concentracao por difusdo ou ultra
filtracdo. O sangue do paciente em tratamento percorre um circuito extra corporeo,
passando por um filtro artificial — o dialisador. O acesso venoso para o procedimento
pode ser temporario,(cateteres artério—venosos ou mais usualmente, veno—venosos)
ou permanente, (fistulas artério—venosas) (BENNET, 2000 e CINGOLANI, 2004
apud MILHORANSA, 2005).

Na dialise peritoneal, a solucao de didlise é introduzida na cavidade peritoneal
do paciente, de tal modo que, dentro do abdémen, o sangue é purificado por meio
de trocas que ocorrem por difusdo através da membrana peritoneal. A solucao pré-
didlise deve ser estéril.

Na hemofiltracdo, € utilizada uma solucdo de re-injecdo estéril, de
composi¢ao semelhante a solucdo de didlise. Também neste caso, ha circulagéo
extra corp6rea do sangue que, submetido a uma forte pressao hidrostatica, perde
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tanto soluto quanto agua através da membrana. O mesmo volume de agua perdido
pelo paciente é reposto pela solugédo de re-injecdo, mas sem os solutos toxicos.

A seguranga do tratamento dialitico tem como um de seus determinantes a
qualidade das solucbes empregadas no processo de didlise. A contaminacao das
solucdes pré-dialise pode ocorrer através da agua utilizada no preparo das mesmas,
através dos concentrados salinos ou ainda dos residuos de agentes quimicos
usados na desinfeccao dos equipamentos de dialise.

Um paciente renal crbnico entra em contato com a solugdo pré-dialise em
uma freqiéncia de 3 vezes por semana, em sessdes de hemodialise, com duracao
de 4 horas cada. Em cada sesséao, o fluxo de solucédo pré-hemodialise é de 500 mL
por minuto, perfazendo um total de 120 L nas 4 horas de tratamento. Desta forma, o
paciente tem contato direto com 360 L de solucdo pré-hemodialise por semana
(GUYTON, 1997). Convém desta forma, que a agua receba certos cuidados para
que contaminantes quimicos, bacteriolégicos e téxicos ndo sejam transferidos para
0s pacientes.

Devido a necessidade de reducdo dos riscos a que ficam expostos o0s
pacientes que se submetem a dialise, a agua tratada utilizada no preparo da solucao
pré-hemodialise deve ser processada de modo que apresente um padrao (ANVISA,
2004). Este padrao estéa representado na tabela 1.
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Tabela 1 — Contaminantes e seus niveis maximos de concentracao em agua de

dialise.
Componentes Valor maximo permitido Freqiiéncia de analise
Coliformes totais Auséncia em 100 mL Mensal
Bactérias heterotroficas 200 UFC mL™ Mensal
Endotoxinas 1ng mL™ Mensal
Nitrato, Calcio 2mg L’ Semestral
Aluminio 0,01 mg L™ Semestral
Cloramina 0,1mglL" Semestral
Cloro 0,5mglL" Semestral
Fluoreto 0,2mg L Semestral
Sédio 70mg L™ Semestral
Magnésio 4mg L™ Semestral
Potassio 8mg L Semestral
Bario, Zinco e Cobre 0,1 mg L Semestral
Sulfato 100 mg L Semestral
Arsénio, Chumbo e Prata 0,005 mg L Semestral
Cadmio 0,001 mg L Semestral
Cromo 0,014 mg L™ Semestral
Selénio 0,09 mg L Semestral
Mercurio 0,0002 mg L Semestral

Fonte: Resolucdo RDC (ANVISA) no. 154, de 15 de Junho de 2004. Diario Oficial da Uniao:
Poder Executivo, de 17 de Junho de 2004.

Um limite de 10 pg L™ para o aluminio é estabelecido para a 4gua usada no
preparo da solucao pré-hemodialise e de acordo com a Comiss&o de Toxicologia da
IUPAC (BOHRER, 1997), as solugbes pré-hemodialise ndo devem conter mais do
que 15 pg L™ de Al(lIl).
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A osmose reversa é o0 método de purificacdo para obtencdo da agua de
didlise, uma vez que gera agua com baixa concentracao de Al(lll), assim como uma
baixa concentracao de outros cations e elimina contaminantes organicos que podem
contribuir com problemas relacionados a hemodialise. A deionizacdo da agua é outro
método de tratamento escolhido, mas sabe-se que ele requer um monitoramento
mais cuidadoso, pois a troca de Al(lll) pela resina pode ser seguida de uma
imprevisivel eluicdo deste analito (SIMOES, 2005).

Quando a agua usada no dialisador é fluoretada o Al(lll) pode atravessar
facilmente a membrana. A presenca de fluoreto em concentracdo equivalente a de
Al(lll) pode formar o mineral criolita (NasAlFg), de dificil remogdo do sistema de
tratamento (HARRISON, 2005).

E importante observar que as solugcdes pré-hemodidlise entram em contato
muito proximo com o sangue dos pacientes, sendo separados apenas pela
membrana semipermeavel, que permite facilmente a transferéncia de ions
(EASTERLING, 1981).

As substancias toxicas presentes no sangue que podem atravessar a
membrana em direcdo a solucdo pré-hemodialise sdo aquelas que apresentam
médio e baixo peso molecular. Moléculas de alto peso molecular, como as proteinas,
nao atravessam a membrana, permanecendo no sangue.

Apbs o término da sessdo de hemodialise, as solugdes pré-hemodidlise,
contendo os solutos toxicos, sdo consideradas residuos para serem, posteriormente,
descartadas. Tais solugdes sado conhecidas entdo como péds-dialisatos
(RADOMSKA, 2004 e OLESBERG, 2004) ou fluidos pds-hemodiélise.

Dentre o0s principais metabdlitos, que atravessam a membrana do

hemodialisador, estao os acidos Urico, oxalico, uréia e creatinina.

2.3 Metabdlitos presentes nos fluidos pés-hemodialise

Os compostos presentes nos fluidos pds-hemodialise, em geral, sdo produtos
finais do metabolismo das proteinas e devem ser removidos do corpo para garantir a
continuacdo do metabolismo protéico normal das células. O acumulo das espécies

nitrogenadas nao protéicas (acido Urico, uréia e creatinina) no sangue, no plasma ou
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no soro gera a uremia (azotemia), que € a sindrome toxica resultante de uma fungao
renal anormal e ocorre simultaneamente com o aumento da quantidade dos
constituintes urinarios presentes no sangue. A uremia inclui as manifestacoes extra-
renais da insuficiéncia renal.

A concentracao destas espécies nitrogenadas, particularmente da uréia, pode
subir até 10 vezes o normal durante uma a duas semanas de insuficiéncia renal
aguda. Com a insuficiéncia renal crénica, as concentragbes sobem
aproximadamente em propor¢cdo ao grau de reducdo dos néfrons funcionais
(GUYTON, 1997). Por esta razdo, a medida das concentracdes destas substancias,
especialmente da uréia e da creatinina, serve para avaliar o grau de insuficiéncia
renal (GUYTON, 1997; VANHOLDER, 1999; RADOMSKA, 2004; TYMECKI, 2006 e
HSU, 2006).

2.3.1 Uréia

A uréia é um produto de degradagcao do metabolismo das proteinas, formada
no figado a partir da aménia e de varios aminoacidos (HAKIM, 1992; KESHAVIAH,
1994; DEPNER, 1996 e apud RADOMSKA, 2004).

A concentracdo de uréia sanglinea é muito variavel. Os valores normais no
adulto estdo compreendidos entre 3 e 9.10° mol L' (LEGRAIM, 1983). A
concentragdo da uréia urinaria é também extremamente variavel. O débito de uréia
diario é, em dieta estavel, igual a quantidade de produtos nitrogenados da ingestao e
do catabolismo end6geno. O organismo forma diariamente, em média, 25 a 30 g de
uréia, que deve ser excretada na urina, pelos rins, caso contrario, ird se acumular
nos liquidos corporais (GUYTON, 1997).

Os dois fatores principais que determinam a velocidade de excrecédo da uréia
sao a concentracao plasmatica de uréia e a intensidade da filtragao glomerular. Por
isso, possivelmente, a razdo mais importante para a formacao diaria de grandes
quantidades de filtrado glomerular pelos rins seja a excre¢cdo das quantidades
necessarias de uréia. Muitos outros produtos de degradacdao que devem ser

excretados pelos rins obedecem aos mesmos principios de excrecao da uréia, uma
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vez que suas velocidades de excrecdao também dependem da quantidade de filtrado
glomerular formado diariamente (GUYTON, 1997 e VANHOLDER, 1999).

2.3.2 Creatinina

A creatinina sérica provém do metabolismo muscular (fosforilacao da creatina-
fosfato no musculo), ndo sendo, portanto um produto da quebra de aminoéacidos
como a uréia (GUYTON, 1997).

Os niveis séricos de creatinina dependem da massa muscular corporal:
quanto maior a massa muscular, mais elevado o nivel de creatinina tanto no soro
quanto na urina. Os valores de creatinina aumentam apdés as refeicoes, observando-
se elevagdes maiores (20 - 50%) apos a ingestao de carne. A excrecao média é de
5a10.10° mol L' (LEGRAIM, 1983).

A creatinina é essencialmente impermeante a membrana tubular. Por
conseguinte, nao ha quase qualquer reabsorcao da creatinina filtrada, de modo que
praticamente toda a creatinina filtrada pelo glomérulo é excretada na urina
(GUYTON, 1997 e SPENCER, 1986). Como a producdo de creatinina é
relativamente constante, aumentos na concentracdo sérica desta indicam reducéo
na excrecao renal (SPENCER, 1986; GUYTON, 1997 e HSU, 2006).

2.3.3 Acido Urico

O &acido urico é o maior produto do catabolismo das purinas, sendo oriundo do
catabolismo das proteinas da dieta e de fontes enddgenas, concentrando-se
principalmente no figado. O acido urico é excretado principalmente por via renal.
Apenas uma pequena parcela (1/3) é eliminada por via gastrointestinal. Ndo existe
uma relacao direta entre os valores séricos e os valores urinarios. No adulto normal,
a taxa de &cido Urico plasmatico est4d compreendida entre 0,24 e 0,36.10° mol L™,
enquanto que a taxa de &cido Urico na urina pode variar de 3a 5.10° mol L™,
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Os niveis séricos do acido urico sdo determinados pela relacédo entre a dieta,
a producdo enddgena e 0s mecanismos de reabsor¢cdo e de excrecdo. Os
mecanismos de reabsorcdo e de excrecao renais sdo complexos e podem ocorrer
alteragdes na filtracao glomerular, na reabsorcado tubular proximal, na secrecéo
tubular e na reabsorcado apds secrecdo. A hiperuricemia é a forma comum de se
definir o aumento da concentragcado sérica de acido Urico ultrapassando os valores de
referéncia. Esta doenca pode ocorrer através de diferentes mecanismos que estao
associados com o aumento da producédo ou com a diminuigdo da excrecao renal de
acido urico. O &cido uUrico ocorre nas dietas ricas em carnes, especialmente visceras
(figado e rim), vegetais leguminosos e trigo. Os niveis séricos do acido urico podem
apresentar-se alterados em uma gama de situacdes clinicas, incluindo a gota. O
excesso de acido urico no soro pode também ser considerado o fator determinante
para o desenvolvimento de calculo renal (WANG, 1998, GUYTON, 1997 e
(LEGRAIM, 1983).

2.3.4 Acido Oxalico

O acido oxalico é formado nas plantas através da oxidacdo incompleta de
carboidratos, por fungos (aspergillus niger) ou bactérias (acetobacter) e nos animais
através do metabolismo de carboidratos via ciclo do acido tricarboxilico. A urina
humana contém uma pequena quantidade de oxalato de calcio (normalmente o
acido oxalico apresenta-se na forma de sais) (AIROLDI, 1986).

O acido oxalico é também considerado uma toxina urémica (MYDLIK, 2001) e
o0 acumulo de seu sal de calcio pode gerar a hiperoxaluria. A biodisponibilidade
aumentada do oxalato leva a supersaturacdo e precipitacdo sob forma de cristais
principalmente nos rins, coracao, retina, ossos, articulacdes e vasos sanguineos
(WATTS, 1990). Nos rins, ela €& responsavel pela formacdo de calculos,
nefrocalcinose e insuficiéncia renal crénica (IRC) (BRUNNER, 1990 e GARCIA,
1998).

Como o oxalato € excretado apenas pelos rins, na insuficiéncia renal aguda e
cronica ha um acumulo do oxalato que pode propiciar a supersaturacao e
conseqlente precipitagdo dos cristais nos tubulos renais. O nivel sérico de oxalato
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nos doentes com insuficiéncia renal sobe cerca de 10 a 30 vezes o normal, o que
comprova o acumulo. A Unica via de excrecdo € renal, onde € eliminado sem
metabolizacdo por filtracdo e secrecao tubular (SANDERS, 1997 e PETRALULO,
1994).

A figura 1 apresenta a estrutura molecular das principais espécies organicas

constituintes dos fluidos pds-hemodialise.
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Figura 1 — Estrutura das principais espécies organicas que constituem o fluido
pés-hemodialise. A) uréia, B) creatinina, C) acido oxalico, D) acido urico.

Devido ao mau funcionamento dos rins, além da retencdo de metabdlitos,
alguns elementos podem ser acumulados no organismo, como o aluminio
(SCANCAR, 2003). O aluminio € considerado a espécie mais toxica para pacientes
com insuficiéncia renal. (SCANCAR, 2003).

A eritropoetina, que € um horménio produzido pelos rins, na presenca de
ferro, gera a producdo de células vermelhas. Em pacientes com insuficiéncia renal,
devido o mau funcionamento dos rins, ocorre uma diminuicdo na formacao da
erotropoetina, assim como uma caréncia de ferro, devido ma absorcao deste
elemento por renais crénicos, causando a anemia. (LEGRAIM, 1983).

Assim é importante investigar a razdo Al/Fe em renais cronicos, devido ao

acumulo de aluminio e a anemia normalmente apresentada por estes pacientes.
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2.4 Aluminio e ferro no organismo

O aluminio pode ser considerado um elemento bastante comum, pois esta
presente em quase todas as esferas da atividade humana. As iniUmeras aplicagdes
em diversos setores da industria e a freqliente presenca no dia a dia (até em
produtos farmacéuticos) ilustram bem a sua importancia (CONSTANTINO, 2002).

Embora constitua apenas cerca de 1% da massa da Terra, € o primeiro metal
e o terceiro elemento quimico (O = 45,5%; Si = 25,7%; Al = 8,3%; Fe = 6,2%; Ca =
4,6%; outros = 9,7% em massa) mais abundante da crosta terrestre
(CONSTANTINO, 2002 e ATWOOQD, 2000).

No organismo dos seres humanos, os elementos traco podem ser divididos
em essenciais e nao-essenciais.

Os essenciais sdao fundamentais para o desenvolvimento e a manutencao da
vida, devido a sua participacdo em diversos processos bioquimicos. Sua deficiéncia
ou auséncia na dieta ocasiona patologias carenciais. Por outro lado, o excesso
destes elementos pode causar efeitos toxicos ao organismo.

Os elementos n&do-essenciais s&o aqueles que n&o participam do
metabolismo humano e podem gerar sérios danos a saude. O aluminio é um
elemento ndo essencial, porém, esta presente no organismo humano.

A exposicdo a este elemento se d4, principalmente, via oral, através de
alimentos e medicamentos, ou ainda, através de solu¢des de nutricdo parenteral
(GREGER, 1997). Por inalagdo, a absorcdo € praticamente insignificante, pois
representa menos de 5%. Com a idade, o conteldo do aluminio nos pulmodes
aumenta, por causa das particulas de p6é que inalamos que contém este metal.
Estas particulas vao sendo retidas nos pulmdes ocasionando um acumulo do
aluminio, assim como de outros metais, mas isto ndo atinge 5% do que entra no
corpo. Existem algumas preocupacgdes em relacao a absorcéo cutdnea, mas isto néo
€ comprovado em seres humanos. Ha modelos animais nos quais isto foi
demonstrado, mas nao existe evidéncia de uma absorgao significativa do aluminio
por via cutdnea em seres humanos (ANANE,1995).

A absorcdo do aluminio depende da presenca do ion Al(lll) livre, no fluido
gastrintestinal. Dessa maneira, o critério de absor¢cdo do aluminio, bem como de
outros metais, é a solubilidade do ion Al(lll) no suco gastrintenstinal. Devido ao pH e
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a possibilidade de complexagcdo, as espécies neutras que podem ser formadas
atravessam por difusdo a membrana intestinal. Além disso, ha possibilidade de
passagem pelo epitélio paracelular, por arraste de solvente, devido ao elevado grau
de hidratacao do ion Al(lll) (BIRCH, 1995).

Em individuos saudaveis existe uma baixa capacidade do aluminio em ser
absorvido. Os efeitos toxicos do aluminio sdo mais evidentes em individuos com a
funcdo renal comprometida, onde o seu acumulo esta relacionado com doencgas
como: osteodistrofia, encefalopatia e anemia microcitica (OTT, 1982; MCGONILE,
1985 e ALFREY, 1978).

A sindrome caracteristica destes pacientes foi primeiramente atribuida pela
contaminacao direta de aluminio, contido na agua usada na dialise (ALFREY, 1984).
Apls a persisténcia dos sintomas, mesmo com a etapa de purificacdo da agua de
didlise, atribuiu-se aos aglutinantes fosfatados contendo aluminio administrados
oralmente a todos o0s pacientes renais como a maior causa da intoxicacao
(ANDREOLI, 1984 e ALFREY, 1980). Extensivos trabalhos foram realizados para
identificar todas as possiveis fontes de contaminacéao: preparagdes farmacéuticas
(principalmente antiacidos contendo aluminio (KAEHNY, 1977 e CARMICHAEL,
1984), medicamentos intravenosos, nutrientes (SEDMAN, 1985; MCGRAW, 1986),
produtos sanguineos (FELL, 1986), vacinas (SHIRODKAR, 1990), leite formulado
(MCGRAW, 1986 e BISHOP, 1989), comidas e bebidas (KOCH, 1988), incluindo
outros aditivos ou contaminantes (LIONE , 1984 e DUGGAN, 1992).

O incentivo decisivo para o aumento da importancia dada a toxicidade do
aluminio, foi a sua possivel relacdo com o mal de Alzheimer (PERL, 1986; LISS,
1986; MASON, 1993 e MUNOZ, 1994).

Outro ponto em questao € de que o depdsito de aluminio em tecidos é menor
em pacientes com funcao renal normal do que em pacientes com insuficiéncia renal
cronica. Os érgaos mais freqiientemente afetados e com maiores concentracbes de
aluminio sdo os 0ssos, o figado e o cérebro (MORENO, 1994).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), é
recomendado que o Al(lll) sérico dos pacientes em tratamento hemodialitico regular
seja determinado anualmente. A quantificacdo do Al(lll) sérico é um indicador util do
grau de contaminacdo do paciente, quando determinado em intervalos regulares
(JOST, 2005).
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O nivel do Al(lll) sérico em pacientes renais deve ficar abaixo de 30 pg L.
Para pacientes cujo nivel exceder este valor, é recomendado o tratamento com o
agente quelante desferal ou desferroxamina (DFO) (MERIAN, 1991 e KRUCK,
1995). O DFO é a unica droga amplamente aceita e usada para a remocao da
sobrecarga de Al(Ill) no organismo. Pacientes intoxicados por Fe(lll) também séo
tratados com DFO através de infusbes intravenosa, intramuscular ou
preferencialmente subcutanea. O DFO forma complexos estaveis com Al(lll) e
Fe(lll), eliminados em sessodes de dialise (De BROE, 1993).

O ferro € um elemento essencial a vida humana e participa em inumeras
reacdes bioquimicas, como catdlise, sintese do DNA, transporte de oxigénio e
transferéncia de elétrons (MERIAN, 1991).

O ferro que circula pelo corpo pode ser absorvido naturalmente através da
alimentacdo ou de transfusées de sangue. No organismo humano, o ferro esta
disponivel como elemento funcional ou reserva (de 3 a 5 g). A maior parte do
elemento estd envolvida em ciclos, na eritropoese e na homeostase. A segunda
maior fracdo do elemento esta na forma de ferritina e hemosiderina. No tecido
humano, esta presente na hemoglobina e em células enziméticas. Apenas 4 mg
estao ligados a transferina no plasma sanguineo, cuja fungcéo é o transporte de ferro
e sua troca entre os tecidos (MERIAN, 1991).

A absorcao do elemento no organismo humano pode ser explicada, de forma
simples, como um processo de transposi¢cdo do elemento no tecido intestinal. A
absorcao de ferro envolve a digestdo de alimentos, interacbes entre suas formas
livres e componentes de alimentos e a transferéncia de ferro da mucosa intestinal
para o interior do organismo pela circulagcdo sanguinea. Apos ser absorvido pelo
duodeno e pelo jejuno proximal, o ferro é rapidamente ligado a transferina que o
transporta para todas as células do corpo.

A ligacao do ferro a eritropoetina, que € um hormdnio produzido pelos rins,
gera a producao de eritrocitos. O mau funcionamento dos rins diminui a formacao
desse horménio, causando anemia. Para que os eritrécitos sejam formados alguns
elementos, tais como a vitamina B, o acido folico e principalmente o ferro, devem
estar presentes em quantidades corretas. A diminuicao da producao da eritropoetina
e do ferro é a principal responsavel pela anemia presente em pacientes com
insuficiéncia renal (LEGRAIM, 1983).
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O acumulo do ferro se da em individuos com extremamente elevadas taxas
de eritropoese (pacientes com talassemia), assim como em portadores da desordem
genética hemocromatose. Nestas condicdes, quantidades elevadas de ferro sao
acumuladas pelo intestino, de forma anormal. Na hemocromatose, o acumulo de
ferro pode ser tratado com flebotomia, pela qual se pode remover cerca de 20 g de
ferro por ano (MERIAN, 1991).

O ferro é excretado pela urina, fezes e pele, de forma lenta, na ordem de
0,5 mg por dia. A deficiéncia do elemento é mais comum em criangas e mulheres
gravidas, que dele necessitam com mais intensidade. Os efeitos da deficiéncia séo
decorrentes da anemia e do esgotamento de enzimas essenciais para os tecidos.
Na deficiéncia de ferro, a absorcao de metais pesados pode se intensificar e os
individuos ficam particularmente vulneraveis ao cadmio e ao chumbo. Assim, doses
terapéuticas de Fe(lll) sdo administradas como tratamento até a normalizacédo do
seu nivel.

O ferro € um elemento de baixa toxicidade. Concentracées acima de 200 mg
por dia sdo consideradas toxicas para seres humanos. O nivel de ferro aceitavel em
agua potavel varia de 100 a 300 mg L' (MERIAN, 1991). A droga DFO pode ser
administrada em casos de intoxicagdo aguda de ferro por ingestdo acidental de
medicamentos (CAO, 1992).

O nivel de Fe(lll) em agua de didlise e solugdes de concentrados salinos
ainda nao é regulamentado por 6rgaos de controle.

2.5 Determinacoes simultanea de Al(lll) e Fe(lll) através do uso de agentes
complexantes

Diversos agentes complexantes tém sido usados para a determinacao
simultanea de Al(lll) e Fe(lll) em diversas matrizes.

Cromazurol S (CAS) e Acido etilenoglicoldiaminitetracético (EGTA) foram
usados como agente complexantes para a determinacao espectrofotométrica de
Al(lll) e Fe(lll) em amostras de ligas metalicas (MALEKI, 2004) e amostras de

rochas, vidros e cimento (EL-SAYED, 1996), respectivamente.
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Eriocromo cianina R (ECR) e laranja de xilenol foram usados como agentes
cromogénicos para determinar Al(lll) e Fe(lll) simultaneamente por
espectrofotometria em amostras de ligas metélicas (SAFAVI, 2003) e de plantas
(COSCIONE, 2000), respectivamente.

Na literatura, existem poucos relatos que utilizam agentes complexantes para
a determinacao simultanea de Al(lll) e Fe(lll) por voltametria. Locatelli (2003) usou o
complexante violeta de solocromo (SVRS) para a determinagao simultanea de Al(lll)
e Fe(lll) em concentrados salinos utilizados na hemodialise por voltametria adsortiva
de redissolucao catédica.

Existe uma caréncia de métodos que envolvam a determinagcéo de espécies
quimicas em fluidos pés-hemodidlise. Recentemente, a determinacao simultanea de
Al(lll) e Fe(lll) usando a espectrofotometria molecular com a calibragdo mutivariada
em fluidos pds-hemodidlise foi descrita por Nascimento (2006). Nesse trabalho
utilizou-se o agente cromogénico violeta de pirocatecol (VPC). A caréncia de
métodos para acessar espécies quimicas em fluidos p6s-hemodiadlise pode estar
relacionada a complexidade e variabilidade das amostras e, em parte, devido ao fato
de que tais amostras sdao simplesmente consideradas residuo e descartadas apés o
término da sessédo de hemodialise.

2.6 Complexos

2.6.1 Reacao de formacao de complexos

Apesar da amplitude do conceito de compostos complexos, se considera
normalmente uma reacao de formacao de complexos aquela na qual uma ou varias
moléculas do solvente sdo deslocadas por outras espécies quimicas. Estas espécies
quimicas unidas ao ion central sdo denominadas ligantes (L) e o nUmero maximo de
atomos doadores dos ligantes (n), numero de coordenacdo do ion central. A
equacao 1 mostra a reagao de formacao de complexos:
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M(H20), + L <> M(H20)n1L + H20 (1)

O ligante pode ser monodentado, bidentado, tridentado..., dependendo do
numero de sitios de ligacdo envolvidos na formacdo do complexo (MARTI, 1994).
Quelante é o ligante com no minimo dois grupos funcionais participando da
formacgédo do complexo quelato, apresentando maior estabilidade do que complexos
monodentados (YOKEL, 2002).

A formacao do complexo é o resultado de uma interacao acido-base de Lewis,
na qual o atomo central com um orbital vago atrai um par de elétrons de um atomo
doador do ligante. Para isto, o ion central deve dispor de orbitais simetricamente
adequados, estericamente disponiveis e de baixa energia. O ligante deve ter atomos
(N, O, S, etc.) com pares eletrébnicos nao compartilhados (MARTI, 1994).

2.6.2 Reacdes de coordenacéao

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

equacao (2):
A+B« AB (2)
A formacdo de complexos metal-ligantes (M-L) em solucdo pode ser
exemplificada pela equacao (3), o que também constitui uma reacao acido/base,

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

M+ L« ML (3)
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A estabilidade resultante do complexo ML, assim como seu comportamento
cinético, sdo consequéncias das interacoes fortes ou fracas dos orbitais d dos
metais de transigdo com os orbitais ligantes.

Os metais sao classificados em acidos duros e moles (MERIAN, 1991). Esta
classificacdo se baseia no numero de elétrons disponiveis na esfera de
coordenacdo. Os cations metélicos do Tipo A possuem a configuragdo eletrénica
dos gases inertes (d°) e, por isso, correspondem aos cations de “esfera dura”. Estes
ions podem ser visualizados como esferas simétricas, que nao sdo deformadas por
outros ions (pouco polarizaveis). Os metais do Tipo B sao altamente influenciados
por outros ions, ou seja, sdo altamente polarizaveis e sao classificados como
“esferas moles”.

Ha duas regras basicas para as reacdes acido/base de Lewis:

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

acidos moles, a bases moles.

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

moles, com bases moles.

Qualquer atomo deficiente em elétrons pode agir como um &acido de Lewis.
Muitos compostos dos elementos do Grupo IlIA, como B e Al, sdo acidos de Lewis,
pois estes atomos s6 tém um sexteto de elétrons na camada externa. Muitos outros
compostos que tém atomos com orbitais vacantes também agem como &acidos de
Lewis, como os haletos de Zn(ll) e Fe(lll) usados em reagdes organicas (MERIAN,
1991).

O AI(Ill) e o Fe(lll) sdo acidos duros que apresentam raios idnicos similares
(54 and 64 pm). Geralmente os quelantes que formam complexos com o Fe(lll) sdo
0s mesmos que formam complexos com o Al(lll) (YOKEL, 2002).

Os dois metais formam complexos preferencialmente com bases duras, ou
seja, com fluoretos e ligantes que possuem oxigénio como atomo doador
(MARTELL, 1996, p.1).

Os complexos formados com o Fe(lll) sdo mais estaveis do que aqueles
formados com o Al(lll), devido a habilidade do Fe(lll) preencher os orbitais 3d

durante a formagédo do complexo hexadentado (YOKEL, 2002).



34

Agentes quelantes contendo apenas nitrogénio ou enxofre como atomos
doadores nao formam complexos de estabilidade apreciavel com Al(lll) e Fe(lll), pois
nao complexam adequadamente metais do Tipo A (MERIAN, 1991).

Neste trabalho, o agente complexante utilizado para a determinagao de Al(lIl)
e Fe(lll) por voltametria foi o violeta de solocromo (SVRS). Investigou-se também o
comportamento dos analitos na presenca do ligante desferal (DFO).

2.7 Desferal

O desferal ou desferroxamina é a droga mais utilizada em pacientes
intoxicados por Fe(lll) desde 1960 e vem sendo usada, desde 1980 (ACKRILL,
1980) no tratamento de sobrecarga de Al(lll) em pacientes portadores de
insuficiéncia renal terminal.

O DFO um acido trihidroxamico, derivado da ferrioxamina, um composto ferro-
sideréforo que foi isolado em 1960 do Streptomyces pilosus (BICKEL, 1960 apud
KRAEMER, 1998). Em pH fisiolégico, a desferroxamina ocorre como forma
protonada com a auséncia do metal e possui a estrutura molecular apresentada na
figura 2 (KISS, 1998 e YOKEL, 2002):

OH 0 0] OH

|
H

!
@) OH O O

Figura 2 — Estrutura molecular do desferal.

Este composto é um efetivo agente quelante capaz de complexar o Al(lll) e o
Fe(lll) e formar complexos hexadentados muito estaveis na proporcao 1:1 com
ambos os metais: a aluminoxamina: Al(lll)-DFO e a ferroxamina: Fe(lll)-DFO (em pH
7,0) que apresentam constantes de estabilidade 10%* (SNOW, 1969) e 10°
(KEBERLE, 1964), respectivamente. A figura 3 mostra a estrutura do complexo

metalico formado com o DFO.
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Figura 3 — Estrutura molecular do complexo Me-DFO. Me = metal.

Nota-se na figura 3 que o complexo (aluminoxamina ou ferroxamina)
apresenta uma estrututa octaédrica com seis atomos de oxigénio doadores,
formando um complexo bastante estavel. Como o Al(lll) € um ion metalico duro, ele
tem uma alta afinidade por anions duros, como o ion hidroxido. Desta forma, seus
complexos de maior estabilidade sdo formados por ligantes multidentados com
oxigénio doador (MARTELL, 1996).

O desferal forma complexos estaveis com o Al(ll) e com o Fe(lll)
preferencialmente em pH 7,0 (DAY, 1993) os quais absorvem nas regides do
ultravioleta (UV) (LEUNG, 1985) e do visivel (Vis) (BANNER, 2004),
respectivamente.

A afinidade do DFO por ions divalentes tais como Fe(ll), Cu(ll), Zn(ll), Ca(ll) é
substancialmente menor do que por ions trivalentes como o Al(lll) e o Fe(lll). Este
fato pode ser observado através das constantes de formacdo dos complexos
formados entre o DFO e os ions divalentes, que sdo préximas a 10" (KEBERLE,
1964).



36

2.8 Violeta de solocromo

O violeta de solocromo é encontrado usualmente na forma de &cido livre. E
um solido cristalino de coloragédo vermelha e facilmente solivel em agua, dando uma
solucdo também vermelha em pH < 7, o qual possui a estrutura molecular

apresentada na figura 4:

HO4S

Figura 4 — Estrutura molecular do violeta de solocromo.

Este composto é conhecido também como: acido violeta de alizarina N
(AAVN), violeta de eriocromo B, violeta escuro de dmega cromo D, violeta intenso de
cromo B, violeta de pontacromo SW, violeta de palatincromo e mordente violeta 5.

O SVRS é um azo-composto que apresenta dois anéis aromaticos que estao
ligados pelo grupo cromoféro azo -N=N- e na posicao orto a este grupo azo estao os
substituintes auxocrémicos -OH. Os azo-compostos oferecem sitios doadores em
condicdes de formar quelatos com anéis de 5 ou 6 membros, para que os produtos
finais sejam suficientemente estaveis.

A coordenacao do metal ao SVRS envolve um grupo auxocrémico, assim o
espectro de absorcao € modificado com a formacédo do complexo, resultando uma
mudanca acentuada na cor especialmente se o metal estiver ligado também ao
grupo azo (DANTAS, 1997). Este quelante apresenta bandas de absorcéo na regiao
do visivel, com maximos em 500 nm, 510 nm e 555 nm.

O SVRS foi bastante usado em técnicas voltamétricas para a determinacéao
de Al(lll) (HOLLECK, 1969; WANG, 2001, SUN, 2002 e LOCATELLI, 2003) e Fe(lll)
(WANG, 1987; MANNINO, 1992, NAUMANN, 1994 e LOCATELLI, 2003). O primeiro
a sugerir a utilizacao deste ligante foi Willard (1950), referindo que o complexo
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Al(II-SVRS, em pH 4,7, necessita de 5 horas para se formar a temperatura
ambiente, 5 minutos a 50 °C e 2 minutos a 60 °C.

Embora dados potenciométricos indiquem que os complexos do Al(lll)-SVRS
sejam 1:1 e 1:2 (COATES, 1961), Perkins (1958) sugeriu a existéncia de dois
complexos distintos: em pH entre 4,2 a 5 a relagao Al(lll)-SVRS é de 1:2 e em pH 6
a razao é de 1:3, ambos voltametricamente redutiveis, embora os proprios autores
questionem esta estequiometria de 1:3 uma vez que ela exigiria do Al(lll) um
improvavel numero de coordenacgao 9.

O Fe (Ill) forma um complexo marrom com o SVRS na proporcao 1:1 (WANG,
1987) em pH de 4 a 5,3 e ndo ha indicacao da formacao de onda para o Fe(ll), o que
nao significa necessariamente a ndo formagédo do complexo (COATES, 1962). A
reacdo de formacado do complexo Fe(lll)-SVRS ocorre a temperatura ambiente
(HUA, 1988; MANNINO, 1992; NAUMANN , 1994 e LOCATELLI, 2003).

Neste trabalho, utilizou-se o0 SVRS como agente complexante do Al(lll) e do
Fe(lll) para posterior determinagédo destes metais por voltametria. De acordo com a
literatura, além de Al(lll) e Fe(lll), o violeta de solocromo complexa outros cations
metalicos como Ti(IV), V(III), V(V), Mo(lll), Cd(Il), Ga(lll), Y, Zr, TI(l), Mg(ll), Ca(ll),
Sr(ll), Ba(ll) (KHALIFA, 1961; WANG, 1985; WILLIE, 1987; JAGNER, 1993;
PLINECANU, 1975 apud DANTAS, 1999 WANG, 2005 e FARIAS, 2005), que
baseado na constante de formacdo de cada complexo pode ou nao interferir na
determinacao de Al(lll) e Fe(lll). Na tabela 2 podem ser observados alguns valores
das constantes de formacao de complexos formados com o SVRS (GARMATZ,
2007).
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Tabela 2 — Valores das constantes de formacao de alguns complexos a 25 °C.

B (constantes de formacao)

Espécie metalica SVRS

Al(IN) 10278
Fe(lll) -

Zn(11) 10718
cd(ll) 1010°
Pb(ll) 1012
Cu(ll) 10"
Ni(I1) 108

2.9 Determinacao de metais por voltametria

A voltametria estuda as relagcdes entre a voltagem, a corrente e o tempo,
durante a eletrélise numa célula. Normalmente o procedimento envolve o uso de
uma célula com trés eletrodos: 1) um eletrodo de trabalho no qual ocorre a eletrélise
que se esta investigando; 2) um eletrodo de referéncia que é 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 (VOGEL, 1992).
Assim, nessa técnica, as informagdes sobre o analito sdo obtidas por meio da
medicdo da magnitude da corrente elétrica que surge no eletrodo de trabalho ao se
aplicar um potencial entre um eletrodo de trabalho e um eletrodo auxiliar. O
parametro ajustado é o potencial (E) e o parametro medido é a corrente resultante
(i). O registro da corrente em fungao do potencial € denominado voltamograma e a
magnitude da corrente obtida pela transferéncia de elétrons durante um processo de
oxireducao (reacao 4) pode ser relacionada com a quantidade de analito presente na
interface do eletrodo/solucao e consequientemente, na célula eletroquimica (WANG,
1985 e HENZE, 2001).
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Ox+ne” < Red 4)

Sendo Ox a forma oxidada do analito e Red a forma reduzida.

O uso do HMDE, como eletrodo de trabalho, apresenta como vantagem o fato
de que cada nova gota pode ser facilmente formada e este processo de renovacao
remove problemas que possam ser causados por contaminacdo de uma analise
prévia.

A voltametria ocupa uma importante posicao entre os métodos eletroquimicos
para a investigacdo de compostos organicos (CARVALHO, 2003). Muitos grupos
funcionais podem ser oxidados ou reduzidos no eletrodo de trabalho, o que torna
possivel a determinacédo de uma grande variedade de compostos (SKOOG, 1992). A
voltametria oferece potencialidades para investigar e estudar a especiacdo de
metais pesados dissolvidos em aguas naturais (BAREK, 1991). Por outro lado,
certas espécies de metais, 0s quais formam complexos orgénicos estaveis, sao
inacessiveis para a determinagado voltamétrica. Neste caso, faz-se necessario um
pré-tratamento para eliminar a matéria organica e transformar todo o contetdo
desses metais acessiveis de se determinar por voltametria.

Existem diversas técnicas voltamétricas: voltametria de pulso normal (NPV),
voltametria de pulso diferencial (DPV), voltametria de pulso reverso (RPV),
voltametria de onda quadrada (SWV) e voltametria de corrente alternada (AC). A
escolha de uma delas depende do analito e da concentracdo do mesmo, entre
outros fatores.

O curto tempo de analise e a seletividade combinada com alta confiabilidade,
devido a boa exatiddo nas medidas, tem feito da voltametria uma boa alternativa
para analise de tracos de metais em diversas matrizes. Associado a isto, tem-se
ainda o baixo custo analitico, rapidez de detecc¢éo, alto potencial de automatizagao e
possibilidade de determinacéo simultanea de diversos metais (NURNBERG, 1980).
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2.9.1 Voltametria adsortiva de redissolucao catodica

A determinacado de metais por voltametria de redissolugdo é extremamente
sensivel e esta fundamentada na literatura (NURNBERG, 1983; FLORENCE; 1986
HENZE, 2001 e THOMAS, 2001).

A voltametria adsortiva de redissolugédo catddica empregando o HMDE como
eletrodo de trabalho é uma técnica amplamente empregada na determinacao de
Al(lll) e Fe(lll). A AdCSV é formada por duas etapas: a etapa de pré-concentracao e
a etapa de redissolucao.

A etapa de pré-concentracéo € feita pela adsorcédo da espécie eletroativa na
superficie do eletrodo e pode ocorrer de trés formas, que estdo demonstradas nas
reacoes 5a 10:

1) O analito forma um complexo com o ligante na solucao e € adsorvido:

M™ + L < ML," (5)
Ml—nnJr — MLy" ags (6)

2) O ligante é adsorvido no eletrodo e a complexacao ocorre na superficie:

n Ln <~ N Lads (7)

M™ + nlags <> MLn" ags (8)

3) O analito é reduzido ou oxidado e complexa com o ligante em solu¢do ou

na superficie:

M™* +me < MOEM (9)

M(nim)"'(nim)l—solouads (10)

Dessa maneira a etapa de deposicdo ndao depende da solubilidade do metal

no mercurio, como no caso da voltametria de redissolucdo convencional, mas sim da
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adsorcado do complexo formado, possibilitando a determinacdo de espécies pouco
solaveis no mercurio.

A pré-concentracao € feita eletroliticamente aplicando-se o potencial de pré-
concentracao (Eq4) durante um determinado tempo e com agitacdo da solucdo. O
tempo de pré-concentracao (t4) é escolhido em funcao da espécie eletroativa durante
o qual a espécie de interesse sera adsorvida sobre a superficie do eletrodo. A
agitacdo faz com que o transporte de massa por conveccdo mantenha a
concentracao da espécie eletroativa junto a superficie do eletrodo igual a do seio da
solucdo. Essa agitacdo deve ser feita a velocidade constante e controlada com
precisdo. (WANG, 1985).

Apbs o término da etapa de pré-concentrcdo, procede-se a redissolugao,
fazendo-se a varredura usualmente na direcao catédica de potenciais. Na AACSV ha
a possibilidade de tanto o ligante quanto o complexo adsorvido sofrer redugdo no
processo de redissolucdo, se o ligante usado for uma espécie eletroativa. (HENZE,

2001). A reacao eletrédica pode ser representada por:
MLy* ags + ne <> M° + nL (11)

A deposicao adsortiva de uma espécie no eletrodo de mercario € uma
alternativa valiosa ao processo de eletrdlise convencional, por possibilitar a
determinacao de espécies que, devido a grande irreversibilidade da rea¢ao ou a ndo
formacao de amalgama no eletrodo de mercurio, ndo podem ser determinadas por
voltametria. Dentro desta classe de espécies consideradas de dificil determinacao
voltamétrica estao inseridos o aluminio e ferro, assim, a complexacao prévia destes
metais com ligantes organicos viabiliza a sua determinacdo voltamétrica. Quando
complexados com um ligante organico como o SVRS, o aluminio e ferro podem ser
depositados por adsorcdo no eletrodo de mercurio e determinados por voltametria
de redissolucdo durante a varredura catddica do potencial (LOCATELLI, 2003 e
WANG, 1985). Além de possibilitar a sua determinacéo seletiva, limites de detecgao
extremamente baixos para aluminio e ferro (ug L™") podem ser alcancados pela
AdCSV.
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2.9.2 Voltametria de corrente alternada (AC)

Esta técnica voltamétrica aplica pulsos de potencial de corrente alternada de
pequena amplitude (alguns mV) e onda senoidal constante superposta a varredura
linear do potencial DC na forma de degraus. Mede-se o potencial DC na forma
habitual e os resultados sao acoplados as medidas com a AC.

Devido a corrente residual muito grande, o limite de sensibilidade da AC
(10 mol L") ndo é muito diferente do limite de sensibilidade da DC (10®° mol L). A
elevada corrente residual € uma consequéncia da corrente capacitiva, que é muito
grande em relagdo a corrente de difusao (VOGEL, 1992).

Existem processos AC que envolvem transferéncia de elétrons (faradaicos) e
processos de adsorcao-desorcao, sem transferéncia de elétrons (ndo faradaicos).
Os processos nao faradaicos ocorrem em potenciais positivos ou negativos, onde
uma espécie adsorvida é deslocada do eletrodo por virtude de um aumento da
afinidade do eletrdlito suporte (BOND, 1980).

A eletro-sorcdo dos compostos organicos é resultado da adsorcao competitiva
entre compostos organicos e os ions do eletrélito suporte. O grau de adsorcao na
superficie do eletrodo € determinado por varias interagées entre trés componentes:
metal, eletrélito e compostos organicos. Como resultado da adsorcao das moléculas
organicas ocorre uma diminuicdo da capacitancia da dupla camada. A extensao
desta mudanca depende da concentracdo do composto organico na superficie do
eletrodo que devido a dependéncia linear, provoca uma diminuicdo na corrente
capacitiva. Esta diminuicdo é geralmente mais préxima ao potencial maximo de
adsorcao (En). Além da diminuicdo da corrente capacitiva os voltamogramas AC
mostram também correntes de pico em ambos os lados do En, que definem os
limites dos potenciais positivos e negativos da regiao de adsorcdo (SANDER, 1995).
Se a faixa de potenciais de adsorcao dos interferentes organicos é conhecida, pode
ser possivel minimizar estas interferéncias, trabalhando fora da faixa de potenciais
de adsorcao.

As correntes capacitiva e faradaica obtidas dependem da otimizacao de trés
fatores: freqUéncia, angulo de fase e amplitude. Em geral se utilizam os angulos de
90° e 45° fora de fase com o potencial aplicado, quando se quer uma maior
sensibilidade das correntes capacitiva e faradaica, respectivamente (BOND, 1980).
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Nas determinagdes voltamétricas, a matéria orgéanica pode interferir de

diversas formas:

1) pela formacdo de fortes complexos com metais, 0s quais ndo sao
detectados durante a analise, levando a quantificacdo apenas da fracao

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;

3) a propria matéria organica pode sofrer reducdo ou oxidacao eletroquimica,
aumentando a corrente residual ao ponto de impedir a execucdo da analise (VAN
DEN BERG, 1988).

A escolha de um procedimento adequado de pré-tratamento da amostra deve
levar em consideracao o tempo necesséario para a sua realizagdo, simplicidade, a
quantidade de reagentes envolvidos, aplicacdo a diversos tipos de matrizes,
possibilidade de medida de varios analitos e producdo de resultados acurados e

precisos.

2.10 Pré-tratamento

A expressao pré-tratamento de amostra indica o conjunto dos procedimentos
necessarios para converter fisica e quimicamente uma amostra em uma forma que
permita efetuar, dentre as limitagdes impostas pela natureza e a morfologia da
mesma, a determinacdo do(s) analito(s) e realizar sua quantificacdo o quanto mais
precisa e exata (GUTZ, 2003).

O objetivo da etapa de pré-tratamento das amostras ¢é i) dissolver a amostra;
ii) destruir os interferentes da matriz e iii) separar o analito dos componentes da
matriz (DUNEMANN, 1992) A preparacdo de amostras deve contemplar a obtencao

do melhor resultado, no menor tempo, com minima contaminacdo, baixo consumo
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de reagentes e geracado de poucos residuos e efluentes. O conveniente seria o uso
da amostra sem pré-tratamento, porém apenas algumas técnicas analiticas
permitem esta possibilidade, quais sejam: raios X, técnicas nucleares, termo-analise
e espectrométricas com fontes de arco e centelha e ablacdo com laser. As demais
técnicas disponiveis para andlise: métodos classicos, espectrométricos,
eletroanaliticos e cromatograficos, necessitam de solubilizacdo completa da amostra
ou separacao dos analitos de interesse da matriz e, em alguns casos, também pré-
concentracao (CAVICCHIOLI, 2003).

Os métodos de digestdo umida que empregam aquecimento e adicdo de
reagentes, como acidos oxidantes ou peroxido, sdo bastante utilizados, mas
apresentam a desvantagem de oferecer um alto risco de contaminagao e requerem
um grande consumo de reagente e tempo.

Um dos métodos mais eficientes empregado para a liberacdo dos metais
ligados a matriz organica, envolve a irradiagdo da amostras com radiacao
ultravioleta (digestao UV) por um determinado tempo. Comparativamente a outros
métodos de decomposicdo de amostras, a irradiagdo UV consiste em um método
extremamente eficiente e que reduz a um minimo a possibilidade de contaminacao
da amostra, devido ao baixo consumo de reagentes. Dependendo da poténcia da
fonte de radiacdo UV empregada no processo, 0 uso de agentes oxidantes
convencionais e de meios agressivos contendo misturas &cidas pode ser
completamente suprimido (VAN DEN BERG, 1994 e ACHTERBERG, 1994).

2.10.1 Caracterizacao da radiacao ultravioleta

A radiacdo UV é um tipo de radiacdo eletromagnética com comprimentos de
onda na faixa de 100 a 380 nm. O sol é uma fonte natural de radiacdo, as fontes
artificiais mais freqtientemente utilizadas sao as lampadas de mercurio (Hg).

Como pode ser observado na figura 5, o espectro do mercurio é rico em
linhas na faixa de comprimentos de onda do ultravioleta (GOLIMOWSKI, 1996).
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Figura 5 — Espectro UV-Vis da lampada de mercurio.

Na lampada de mercurio, este elemento é relativamente inerte, ndo reage
com o material eletrodo e nem com o material do bulbo.

Além de vapores de Hg, as lampadas de mercurio contém gas nobre,
geralmente argdnio (Ar). Embora esse ndo participe diretamente na geracao do féton
ele contribui para o aumento do numero de correntes transportadoras de elétrons e
ions. Numa colisao elastica entre um elétron e um atomo uma parte da energia do
elétron é transmitida para o atomo causando sua excitagao e iniciando os processos
ocorridos na lampada. Este pode ser descrito através das seguintes equacoes:

- durante a ignicao na lampada:

e +Ar—>Arf+e” (12)
Ar* + Hg — Hg" + Ar + e~ (13)

- durante o funcionamento da lampada:

e +Hg—Hg +e” (14)
Hg' + e~ — Hg" + 2e~ (15)

Quando os elétrons nado transferem energia suficiente para a reagéo ocorrer

num Unico passo, o processo de ionizacdo acontece num passo discreto.
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- nas lampadas com maior pressao de vapor:

Hg' + Hg' — Hgo' + e~ (16)
Hg" + Hg' - Hg"+ Hg + e~ (17)

Um parametro caracteristico das lampadas de mercurio e freqlentemente
utilizado para dividi-las é a pressao de vapor do Hg. Portanto, lampadas de mercurio
sdo divididas em: lampadas de baixa pressao (pressdo de Hg 0,1-1 Pa (10° — 107
Torr)), lampadas de média pressao (pressao de Hg aproximadamente 0,1 MPa (1

atm)) e lampadas de alta pressao (cerca de 10 MPa).

2.10.1.1 LAmpadas de baixa pressao

Este tipo de lampada de Hg tem a forma de um longo tubo feito de vidro. No
final de cada lampada ha um eletrodo de tungsténio (W) embutido. O gas
armazenado no bulbo da lampada contém uma mistura de vapores de Hg (0,1-1 Pa)
e um gas nobre (Ar sob pressao de 100 Pa). Uma gota de Hg é introduzida na
lampada e a maior parte permanece liquida durante a operacédo da lampada. Os
vapores de Hg formados permanecem em equilibrio com o liquido.

O espectro da lampada de baixa pressao consiste basicamente de 2 linhas: a
linha de transicdo a 253,7 nm da transicdo 6 Py — 6 'Sy e a linha 184,9 nm
correspondendo & transicdo 6 'Py — 6 'S,.

As lampadas de baixa pressao tém um tempo de operagédo longo de 5000-
10000 h, embora, o uso freqlente da lampada o torna menor. Sua poténcia maxima
€ de 60 W. A eficiéncia de uma lampada de baixa pressao em transformar energia
elétrica em irradiacdo por ressonancia depende da: temperatura, pressao do gas
nobre, geometria da lampada, intensidade e freqiéncia de uso. A eficiéncia de
lampadas de baixa presséo fica na faixa UV C de radiagdo, equivalente a 40%. Este
tipo de lampada tem agédo germicida sendo usada amplamente na esterilizacdo de
material e em blocos cirlrgicos. Devido a sua atividade sobre microorganismos, é

muito utilizada também em investigacao fotobiol6gica.
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2.10.1.2 Lampadas de média e alta pressao

O espectro da lampada de média pressao € mais rico que o espectro da
lampada de baixa pressado. Além das linhas de emissao Unica, também contém uma
emissdo continua, especialmente na faixa UV C. A relacdo entre a energia
consumida pela ldmpada e suas contribuicdes para cada faixa UV sao as seguintes:

- UV C (180-280 nm) 16%;
- UV B (280-315 nm) 7%;
- UV A (315-400 nm) 7%.

A soma destas fracdes se da somente em 30% da poténcia da lampada. 15%
sao convertidos em radiacao visivel e 35% em radiacao térmica (IR e radiacdo das
paredes da lampada). O restante (20%) é perdido no processo de conducao de calor
nos eletrodos. O tempo de operagao deste tipo de lampada é cerca de 2000 h.

Estudos mais recentes demonstram progressos nas aplicacées das lampadas
de mercurio de alta presséo principalmente na area industrial. Um estudo realizado
por Morimoto (2004) mostrou alguns tipos de lampadas normalmente usadas na
demanda industrial como, a lampada de super-alta pressdo que possui um curto
arco de Hg e é utilizada nas industrias para fornecer energia principalmente no UV-
visivel. O tamanho pequeno do arco da lampada tem a vantagem de ser adaptado
em sistemas de micro equipamentos 6pticos e na fabricacdo destes equipamentos.
As lampadas de super-alta pressdo sao Uteis e usadas em processo de foto-
litografia e em semicondutores utilizados em processos industriais (GOLIMOWSKI,
1996).
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2.10.2 Digestao de amostras com radiagao ultravioleta

A decomposicao da matéria organica pela radiagdo UV é bem conhecida.
Agua e ar sdo comumente desinfetados usando lampadas de mercurio. (MILL, 1980
e KLOPFFER, 1991).

O mecanismo de decomposicdo da matéria organica por radiacdo UV tem
sido descrito para muitos compostos organicos, por exemplo: DDT (1,1(4,4-
diclorofenil) 2,2,2-tricloroetano), HCB (hexaclorobenzeno), PCP (pentaclorofenol) e
outros que se decompdem depois da absorcédo da radiacdo de 180-250 nm.

Processos de fotooxidacdo UV, similares aos que ocorrem na natureza,
também sdo usados na decomposicao industrial de substancias tbxicas, em
tratamentos de aguas residuais urbanas e industriais e na producdao de agua ultra
pura para analise de tracos.

Cerca de 40 a 80% da matéria organica presente em amostras de aguas
naturais é formada por compostos humicos, que sdo macromoléculas de estrutura
complexa e composicdo elementar variavel. Grupos croméforos com &cidos
carboxilicos e estruturas aromaticas sdo abundantes nos compostos humicos,
que absorvem fortemente a radiacdo ultravioleta e podem atuar como
fotossensibilizadores (AGUER, 1999). Os fotossensibilizadores sdo moléculas que
quando excitadas transferem sua energia de excitagdo para outras moléculas
presentes em solucdo, podendo formar espécies altamente reativas como o radical
hidroxila (HO®), peréxido de hidrogénio (H».O.), oxigénio singlete ('O.), ion
superoxido (Oz), elétron hidratado (ehq) e radicais alquilperéxido. Estas novas
espécies podem fotooxidar os proprios fotossensibilizadores, como também outros
compostos organicos presentes na solucdo. Portanto, na presenca de uma fonte
continua e intensa de radiacédo ultravioleta a fotodegradacédo da matéria organica
pode ser bastante rapida e eficiente (GOLIMOWSKI, 1996 e ACHTERBERG, 1994).

Para melhorar a eficiéncia da radiacdo UV podem ser adicionadas
substancias que facilitam o processo de oxidagdo da matéria organica como: H,O,
O3, K2S204, KoCra07, HNOj3 entre outros (GOLIMOWSKI, 1996).

A adicdo de H>O, em solucédo pode funcionar como uma fonte de oxigénio
molecular e de radicais hidroxila, que sao produzidos a partir da decomposicao
fotoquimica do H>O, (SONA, 2006 e SCULLY, 1996).



49

2.10.3 Perdéxido de hidrogénio

O H.0. é o mais simples dos peréxidos, sendo um importante precursor em
sintese quimica (H202.COM, 2007). E também um componente fundamental de
diversas tecnologias de oxidacdo quimica incluindo Fenton, foto-Fenton
(RODRIGUEZ, 2003) e radiacao UV baseada em oxidacao quimica. Além disso, é
composto apenas de atomos de hidrogénio e oxigénio e, sob condi¢cdes apropriadas,
pode produzir compostos desejaveis ambientalmente, tais como agua.

A influéncia da adicdo de H>O, sobre a eficiéncia da mineralizagdo UV tem
sido estudada para muitos compostos em solucdo (FRIMMEL, 1992; SODRE, 2004
e KOLB, 1992).

Um método de decomposicao freqlientemente usado consiste em acidificar
(pH 2) amostras mineralizadas contendo H,O, e a posterior fotooxidagao.
Inicialmente, este método foi usado para a determinacdo de carbono organico
dissolvido, onde o CO. formado foi medido por Espectroscopia de Infravermelho
(IR). O resultado demonstrou que a decomposicdo de substancias organicas é
quantitativa. Um efeito adicional da acidificacdo € a dissociacdo de complexos de
compostos organometalicos labeis.

Além disso, efeitos benéficos da adicdo de H.O. foram registrados no
tratamento fotocatalitico de matéria organica dissolvida (DOM) em efluente de
celulose e industria de papel, diversos pesticidas e outros contaminantes organicos
(MACHADO, 2003).

2.10.4 Espécies reativas que podem ser formadas sob influéncia da radiagdo UV

2.10.4.1 Radicais hidroxila e peréxido

A formacdo do radical hidroxila (HO®) e sua subseqiiente reagdo com a

matéria organica é uma das formas naturais de biodegradacdo de compostos. Os
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processos de mineralizagdo usados em laboratérios tém feito uso de um método
direto para geragcao de HO® de alta reatividade através da fotoclivagem do H.O, por
meio de irradiagéo UV.

O processo H2O./UV forma HO® durante a irradiagdo UV pela adigdo de H.O e
H.O- a solugdo da amostra, podendo levar a degradacao completa e a conversao a
CO: e H20 e sais inorganicos a maioria dos compostos organicos (CALVOSA, 1991;
SONA, 2006 e ARAUJO, 2006). Assim, a fotdlise do H,O, e da H,O pela radiacdo
UV gera os radicais hidroxilas (reacdo 18 e 19) que agem degradando a matéria
organica e formando compostos minerais mais simples (reacdo 20) como possiveis
produtos finais de degradacdao (CALVOSA, 1991; ACHTERBERG, 1994 e
ACHTERBERG, 2001). Quando o H>O, esta em excesso pode ocorrer uma reacao
paralela, que diminui a razdo de degradacdo da matéria organica (reacao 21)
formando o radical menos reativo hidroperoxil (HO>"). Isso ocorre porque o H.O», em
excesso age capturando radicais hidroxilas (KLOPFFER, 1991 e ARAUJO, 2006).

H,0, + hv > 2 HO® (18)

H.0 + hv > H' + HO® (19)

R-H + HO® = Produtos finais (CO2, H.O, NO3~, CI") (20)
HO® + HoO, > HO," + H,0O (21)

A formacdo de H>O. pode acontecer em sistema aquatico através da
interacdo da radiacao ultravioleta do sol e de carbono organico dissolvido (DOC)
neste sistema. Quando a radiacdo UV é absorvida por DOC, forma um super6xido
que reage com si mesmo e produz H>O, (SCULLY, 1996). Cooper (1994) sugeriu
uma forma simplificada e tedrica para o possivel mecanismo de formacao do H»Oo:

'DOC - radiagdo UV — ;'DOC* — {*DOC* (22)
*DOC* + O, — DOC** + O, (23)

HO; + HO, — H20; + O (24)

HOz + 02 + HoO — Hy05 + Oz + OH (25)

Um estado inicial de DOC ('DOC) é excitado por radiacdo UV a um estado

singlete (1'DOC*) e posteriormente é transformado ao estado triplete (;°DOC¥)
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(equacao 22). Este estado triplete pode reagir com oxigénio molecular formando
superdxido (O2°) ou seu acido conjugado HO. (equagédo 23) que reage com ele
mesmo formando H.O. e O (equacgéo 24). Por Ultimo, a interacdo de HO, e O*°
resulta na formacdo do OH e ainda H.O, e O, (equagdo 25) (SCULLY, 1996 e
COOPER, 1994).

Os radicais hidroxila formados possuem um alto potencial de oxidacdo
(+ 2,8 V) e podem, com isso, provocar a oxidacdo de um grande numero de
moléculas organicas (KLOPFFER, 1991 e ARAUJO, 2006). A figura 6 ilustra
algumas classes que podem ser decompostas pela acédo da luz UV/ H,O, e seus
produtos de decomposicgao finais em solucdo (SANDER, 1995).

’ Componentes da amostra ‘ ’ Produtos finais‘

Tensoativos

Fluidos
pbés-hemodidlise

Figura 6 — Classes de compostos que sofrem decomposicao pela radiacao UV.

O radical hidroxila pode reagir através de trés mecanismos distintos:
abstracao de hidrogénio (reacao 26), transferéncia de elétrons (reacao 27) e adicao
radicalar (reacdo 28). Os radicais secundarios formados durante estas reacdes

podem novamente reagir com outros compostos (CALVOSA, 1991).

ClsCH + HO® = CI5C* + H,0 (26)
CO5s> + HO* > CO;*~ + OH (27)

H
@ +HO" > @ OH (8)
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Nitratos e nitritos ocorrem em aguas naturais € podem também ser fonte de
HO":

NO, + H2O + hv > NO + OH + HO® (29)
NO;3; + H2O + hv = NO; + OH + HO® (30)

Kotzias (1992) investigou a velocidade de decomposicao de varios compostos
organicos dissolvidos em agua e irradiados. Foram comparadas as velocidades
constantes de reacdes de fotooxidacdo em agua pura e em agua contendo nitratos e
nitritos. A decomposi¢éo de 4-nitrofenol foi 13 vezes maior na presenca de nitritos e
5 vezes maior na presenca de nitratos. Assim, a presenga de ions nitrato reduz o
tempo necessario para uma decomposicdao de compostos organicos contidos na

solucédo examinada.

2.10.4.2 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 'O (singlete).
Este processo ocorre na presenca de fotossensibilizadores.

Kutsky (1981) foi o primeiro a propor um mecanismo de oxidagao no ambiente
natural. A energia da luz solar absorvida pelos fotossensibilizadores € transferida
para as moléculas de O, e estas mudam seu estado de energia para 'O,. Os atomos
de 'O, formados reagem com a &agua e as substancias organicas presentes,
formando peroxidos e radicais. Haag (1996) propds a seguinte descricao quimica
dos possiveis processos que ocorrem durante a absorcao de energia UV:

S+hv>S +0,>'0,+8S (31)
10,2 0; (32)

10, +A> 0+ A (33)

'0, + A > produtos (34)



53

S e S sdo fotossensibilizadores no estado fundamental e excitado,
respectivamente, e A € o composto aceptor de energia. A reagéao (31) mostra como
os fotossensibilizadores participam no processo. A reacdo (32) mostra a extincdo
fisica de moléculas de oxigénio no estado excitado pela agua. A reacao (33) mostra
e extingao fisica de moléculas oxigénio no estado excitado por um aceptor organico.
A reacéao (34) mostra a reacao quimica com A.

O 'O, é altamente reativo; seu tempo de meia vida é de cerca de 2 us e seu
estado regular de concentracdo ['O;] é cerca de 102 mol L. Merkel e Kearns
(1972) mostraram que ha uma relagdo linear entre esta concentragdo e a
concentracdo de carbono organico dissolvido (COD), confirmando o mecanismo
proposto para a formagao de 'O.

2.10.4.3 Radicais superéxidos e radicais alquilperdxidos

O primeiro produto da reducdo de uma molécula de O, é um ion superdxido
(02), que é instavel em solugdes aquosas e rapidamente se decompde a H.O. e O»
(BAXTER, 1983). Alguns autores sugerem um possivel mecanismo para a formacgao
deste fon. E conhecido que &cidos hiimicos contém quinonas e semi-quinonas, que
se tornam excitadas quando absorvem radiacdo UV. Estas entdo reagem com
moléculas de O, formando ions O>". Estes ions podem participar na decomposi¢édo
de alguns poluentes, por exemplo, na decloracao fotoquimica do metoéxi-cloro.

O radical alquilperéxido (RO2") representa um tipo de radical formado em
solucdo aquosa contendo matéria organica durante a irradiacado ultravioleta. A
fotooxidacdo do isopropilbenzeno (cumeno) e piridina em solugbes aquosas, por
exemplo, fornece produtos caracteristicos de reagdes com radicais RO," e HO®. A
concentracdo RO," e HO® formados pode ser estimada em média de 10° e
107" mol L, respectivamente. Esta concentragdo de RO," é suficiente para que o
processo de oxidagado continue em outras classes de substancias quimicas reativas

presentes no meio (MILL, 1980).
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2.10.4.4 Elétron hidratado

Em meio aquoso, os elétrons ficam hidratados em 1072 s, os quais,
posteriormente, se tornardo bases, agentes nucleofilicos e redutores (SAWYER,
1995).

e+nH0>es (E°=-3,0V vs. NHE) (35)

O écido conjugado do elétron hidratado é o atomo de hidrogénio (H®), que é

um efetivo redutor em condigbes acidas (T = 25 °C).

€aq+HO" DH +H,0 (k=23.10"M"s") (36)
€aq+HO > H +OH (k=1,9.10"M"s") (37)

Os respectivos potenciais padrao de reducdo em agua sao:

€aq+ HsO* > H + H:0  (E°=2,1V vs. NHE) (38)
€aq+HO > H +OH (E°=293V vs. NHE) (39)

Na presencga do ion hidrogénio, todas as reacdes eletroquimicas sao afetadas
pelo pH da solugdo no qual ocorrem e a variagdo do pH é controlada através da
equacéao de Nernst da reacao para variar o potencial do eletrodo.

Os elétrons hidratados sao também altamente reativos com diversos
componentes que podem estar presentes em matrizes bioldgicas.

€aq+02>0" (k=1,9.10"M"s™T) (40)
€.+ C0O2> ‘CO; (k=7,710°M"s") (41)
€aq+ HOOH > H* + HOO™  (k=1,1.10""M"s™) (42)
€a+RSH>HS +R"  (k=1,1.10"M"s") (43)

A energia de formacao para HO — H é 464 kJ, enquanto que para O — H é
aproximadamente 301 kJ. Esta diferenca mostra o aumento na reatividade do e’yqna
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presenca do ion HzO". Assim, quando elétrons solvatados reagem com fenois e com
acido carbdbnico, por exemplo, as constantes de equilibrio apresentardo valores

elevados.

€aq+ RPhOH > H* + RPhO™ (k = 10" M s (44)
€4 + (HO)2C(0) > H' + HOC(0)O™ (k=10" M's™) (45)

Quando o Oz reage com elétrons hidratados em meio aquoso, o produto (O )

reage com agua produzindo HOO".
€aq+ 02> 02" +HO & HOO® + HO (k=10" M's™) (46)

Em meio aquoso, o elétron hidratado, reage com a agua, produzindo o
hidrogénio e o ion hidréxido.

€aq+HO o H +0OH (k=210°M"s™) (47)

2.10.5 Aplicagdo da radiacdo UV na determinacdo de metais

A determinacdo de metais requer amostras homogéneas, a irradiacdo UV
como uma etapa preliminar na analise de metais pode satisfazer esta exigéncia. As
condigcbes de digestdao UV dependem de qual elemento se quer determinar, o
método de determinacao que vai ser utilizado e o tipo de amostra (GUTZ, 2003 e
GOLIMOWSKI, 1996).

Muitos metais sdo determinados em diversas matrizes. A Voltametria e a
Espectrometria de Absorcdo Atdmica (AAS) sdo amplamente utilizadas como
técnicas de determinacdo de metais. Para ambos os métodos de determinacéo, a
amostra devera ser homogénea (GOLIMOWSKI, 1996).

A decomposicdo de amostras por irradiagdo UV esta associada as técnicas

voltamétricas principalmente no que diz respeito ao pré-tratamento de amostras de
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agua. Porém, cada vez mais, se utiliza a irradiacdo com luz UV como método de pré-
tratamento para diversos tipos amostras (GUTZ, 2003).

Numerosos estudos relataram o uso da digestdo UV como pré-tratamento em
varias amostras antes da determinacao voltamétrica direta de metais: zinco, cadmio,
chumbo, cobre, cobalto e niquel foram determinados em amostras de aguas de
origem ambiental, bem como em efluentes de industria galvanica (KOLB, 1992).
Zinco, cadmio, chumbo e cobre foram determinados em amostras de agua e sangue
(BATLEY, 1978).

Outros exemplos que utilizaram a digestdao UV como método de pré-
tratamento para a determinacdo de metais também foram relatados: determinacao
de cobalto em amostra de vitamina B, por eletroforese capilar e AdSV (voltametria
adsortiva de redissolucao) (SMYTH, 1996), determinacao de cobre em amostras de
agua usando injecao em fluxo com deteccao por quimiluminescéncia (WORSFOLD,
2001) e determinacédo de paléadio, platina, iridio e ouro em amostras de sangue
utilizando ICP-MS (DUNEMANN, 1997).

Bebidas (sucos, vinhos e outros) e fluidos corporais (sangue e urina) também
foram fotooxidados para a determinacao de cadmio, chumbo, niquel, cobalto, platina
(GOLIMOWSKI, 1996) e mercurio (SIPOS, 1979).

Fluidos corporais, especialmente o sangue, sao dificeis de analisar. No
processo de digestdao UV, Na,EDTA deve ser adicionado para previnir a coagulacao,
além disso, a formagcao de espuma, causada pelas proteinas, limita o volume da
amostra; apenas amostras diluidas podem ser digeridas por este processo
(GOLIMOWSKI, 1996).

Fluidos p6s-hemodidlise sdo amostras complexas que contém compostos
nitrogenados como: acido Urico, creatinina e uréia. A escolha das condigdes ideais
para a decomposicao deste tipo de amostra depende principalmente da natureza de
cada espécie nitrogenada e dos demais constituintes da amostra.
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2.10.6 Irradiagdo com luz ultravioleta de amostras que contém compostos

nitrogenados

Compostos organicos que contém nitrogénio sob ag¢do da radiacdo UV e na
presenca de oxigénio sdo oxidados a nitratos. Posteriormente, sdo lentamente,
reduzidos a nitritos. A quantidade total de nitrogénio em uma amostra é convertida a
nitratos e nitritos ap6s a sua decomposicao (ARMSTRONG, 1966).

A natureza do composto nitrogenado influencia na escolha das condicdes
ideais utilizadas durante a irradiacdo UV (ARMSTRONG, 1966; HENRIKSEN, 1970;
MANNY, 1971 e GUSTAFSSON, 1984).

Estudos realizados em solugdes artificiais indicaram que o valor de pH da
amostra é um fator decisivo que influencia na eficiéncia do processo de
decomposicado da amostra. Muitos compostos nitrogenados sdo decompostos em pH
de7a9eauréiaempHde4at.

Varios fatores que podem influenciar a eficiéncia na decomposicao deste tipo
de amostra foram investigados: pH, tempo de irradiacdo, concentracbes de
perssulfato e nitrogénio total da amostra (HENRIKSEN, 1970; MANNY, 1971 e
KROON, 1993).

Alguns autores utilizaram duas etapas na decomposicdo da amostra. Na
primeira etapa as amostras foram irradiadas usando pH &acido (2 a 4) e na segunda
etapa usando pH alcalino (8,5 a 9). Os resultados obtidos mostraram que com o0 uso
de duas etapas, obtém-se uma melhor eficiéncia no processo de oxidacao de
compostos organicos nitrogenados (para a uréia = 36% cafeina = 35% e proteinas =
10% ca) (GUSTAFSSON, 1984).

Adicionalmente, deve-se levar em consideracdo a presenca dos demais
constituintes da amostra (substancias organicas, sais, CO, e oxigénio), os quais
podem interferir na formacgéao de nitritos e nitratos (GUSTAFSSON, 1984).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentacao

Todas as medidas voltamétricas foram realizadas no Polarégrafo 693 VA
Processor (Metrohm, Heriseau, Suigca) em combinagdo com um 694 VA Stand
(Metrohm, Heriseau, Suica) e também no Polardgrafo 646 VA Processor (Metrohm,
Heriseau, Suica) em combinagdo com um 675 VA Stand (Metrohm, Heriseau,
Suica), ambos empregando uma célula convencional de trés eletrodos: o HMDE
como eletrodo de trabalho e os eletrodos de Ag/AgCl (KCI 3 mol L) e de platina
(Pt) como eletrodos de referéncia e auxiliar, respectivamente.

Os espectros de absorgdo molecular foram medidos em um
Espectrofotdmetro UV-Visivel com arranjo de diodos HP 8453 (Hewlett Packard,
Waldbronn, Alemanha), utilizando uma cubeta de quartzo de 1 mm de caminho
optico. O Software utilizado nas medidas espectrofotométricas foi: HP UV-Visible
ChemStations (Hewlett Packard).

As medidas por Espectrometria de Absorcdo Atémica foram realizadas
utilizando o Espectrédmetro de Absorcdo Atdmica Zeenit 600, Analytikjena (Jena,
Alemanha).

O sistema de irradiacao UV utilizado foi o Digestor UV (Metrohm, Heriseau,
Suica), modelo UV 705, com lampada de mercurio de alta pressao (500 W) com
tubos de quartzo.

As medidas de pH foram realizadas no pHmetro digital (Digimed — DM20, S&o
Paulo, Brasil) usando um eletrodo de vidro combinado.

Os reagentes sdlidos foram pesados em uma balanca analitica (Sartorius,
Goettingen, Alemanha) com quatro casas de precisao.

A agua, primeiramente destilada e deionizada, foi purificada em um sistema
de purificacdo de agua Milli—-Q Millipore (resistividade 18,2 MQ.cm™).

Outros: - Banho ultra-som Bandelin Sonorex RK 510 (Berlim, Alemanha);

- Banho termostatizado (Colora).
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3.2 Reagentes e solucoes

A solugdo padrdo estoque de Fe(lll) 1000 mg L' foi preparada a partir da
dissolucdo de ferro em p6 em uma mistura de 2 mL de &cido cloridrico e 5 mL de
acido nitrico concentrados e o volume foi completado com &agua em baldo
volumétrico de 100 mL. As solugdes de trabalho de 100 e 10 mg L' foram
preparadas a partir de aliquotas retiradas desta solucao estoque de Fe(lll).

As solugdes de trabalho de Al(lll) 10 e 100 mg L, foram preparadas a partir
da diluicao da solugdo padréo de Al(Ill) 1000 mg L.

As solucbes estoque do agente complexante violeta de solocromo nas
concentracdes de 10.10° e 2.10° mol L' foram preparadas pela dissolugao
apropriada do reagente em agua.

A solucéo do tampéao acetato em pH 4,6 foi preparada pela mistura de acido
acético 2 mol L™ e hidréxido de aménio 1 mol L™.

A solucdo estoque do complexo Al-SVRS (10 mg L'~ 4.10° mol) foi preparada
pela mistura de 55 mL de agua ultrapura, 0,1 mL da solucdo padrdo de Al
1000 mg L™, 0,5 mL de tamp&o acetato pH 4,6 e 4 mL de SVRS 10.10°mol L. Esta
solucao foi aquecida a 90 °C por 10 min para a formac¢do do complexo, o qual era
preparado diariamente.

As solugdes estoque acido oxalico, uréia e creatinina 10.10° mol L foram
preparadas pela diluicdo dos reagentes em agua.

A solugdo de &cido drico 10.10° L' mol foi preparada pela sua diluicao
adequada em agua sob aquecimento a 50 °C.

A solugdo 1000 mg L™ de desferal foi preparada pela diluicdo do reagente em
agua.

Todos os reagentes empregados no presente trabalho foram produtos de grau
analitico, suas especificacdes e respectivos fabricantes estdo descritos na tabela 3.
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Tabela 3 — Reagentes utilizados no desenvolvimento do trabalho.

Reagentes Fabricantes

Ferro metalico Merck
Solucao padrao de Al(lll) 1000 mg L-1 Merck

Violeta de solocromo ACROS

Acido acético glacial 99,8 % Quimex
Hidréxido de Aménio 25 % Vetec
Acido cloridrico 65 % Merck
Acido sulfarico 95 - 97 % Merck
Uréia Merck

Creatinina ACROS

Acido oxalico Nuclear

Acido urico ACROS
resina Dowex 50 x 4 (50—100 mesh) Fluka
Cloreto de sédio Merck
Desferal Ciba

A composicdo da solugcdo de didlise utilizada no presente trabalho esta

descrita na tabela 4.



61

Tabela 4 — Solucao de dialise apés diluicao.

Constituintes quimicos Composicao eletrolitica * (10 mol)

Sédio 140,0

Potassio 0,8

Calcio 1,5

Magnésio 0,8
Cloretos 111,0
Bicarbonato 111,0
Glicose 25,0

Acetato 5,0

* Composicao eletrolitica apds diluicdo proporcional da solugédo acida e basica
Volume =120 L

3.3 Controle da contaminacao

Para garantir uma superficie livre de contaminacdo por Al(lll), apenas
materiais plasticos foram empregados nas analises. Todos os materiais foram
deixados por, pelo menos, 48 h em solucao 10% de HNO3; em etanol (v/v) e lavados

abundantemente com agua purificada imediatamente antes do uso.

3.4 Medidas voltamétricas

Para a investigacdo dos parametros descritos a seguir, empregou-se a
voltametria de pulso diferencial (DPV), utilizando-se as condi¢gdes descritas no

anexo A.
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3.4.1 Formacao dos complexos Al(lll)- SVRS e Fe(lll)-SVRS

Alguns parametros experimentais foram avaliados para investigar as
condicoes ideais de formagdo dos complexos com o SVRS: concentracdo do
complexante SVRS, temperatura de formacdo dos complexos e tempo de pré-
concentragao.

Para a verificagdo da concentracdo ideal do SVRS na formacdo de seus
complexos foram utilizadas as concentragdes de 5, 10 e 20.10° mol L' de SVRS,
para diferentes concentragdes dos analitos: 20, 40, 80 e 160 pg L.

Para a escolha da temperatura ideal de formacdo dos complexos
Al(lll)- SVRS e Fe(lll)-SVRS utilizou-se a concentragdo de 5.10° mol L do ligante
SVRS e 20, 40, 80 e 160 pg L' de Al(ll) e Fe(lll). Foram investigadas as
temperaturas de: 40, 50, 60, 70, 80 e 90 °C.

Para estudar o efeito do tempo de pré-concentracdo na determinacédo de
Al(lll) e Fe(lll) foram investigados os tempos de pré-concentragéo de 5, 10, 30 e
60 s, utilizando-se como potencial de pré-concentracdo - 0,1 V e concentracdes de

10, 20, 40 e 80 ug L' de ambos os metais.

3.4.2 Método da adicao do padrao

No presente trabalho, o complexo entre o reagente SVRS e o Al(lll) foi
formado separadamente numa solucdo estoque utilizada para a adicao do padrao a
célula voltamétrica.

A cinética de formacao do complexo Al(ll)-SVRS é lenta (WILLARD, 1950),
assim a solugdo era previamente aquecida a 90 °C e resfriada a temperatura
ambiente antes das medidas voltamétricas.

Desta forma, a adicao do padrao Al(lll)-SVRS péde ser realizada diretamente

na célula voltamétrica.



63

3.4.3 Determinagéao simultanea de Al(lll) e Fe(lll)

Para a determinacao simultanea de Al(lll) e Fe(lll) adotou-se o procedimento
que consistiu em adicionar 10 mL de agua, do fluido pré-hemodialise ou do fluido
pds-hemodialise (diluido 1:1, apéds a irradiacdo UV) para dentro de tubos de quartzo,
adicionando para cada tubo 0,5 mL do tampao acetato pH 4,6 e o ligante SVRS na
concentracdo final de 5.10° mol L. Os tubos foram inseridos em um banho
termostatizado e as amostras foram aquecidas a 90 °C por 10 minutos antes de
cada determinacdo. Depois de resfriadas a temperatura ambiente, cada solucao foi
transferida para uma célula voltamétrica e, em seguida desaerada por 5 minutos
com No. As determinacgdes de Al(lll) e Fe(lll) foram realizadas por AdACSV.

Os voltamogramas, para concentragdes de 10 a 200 ug L™ de Al(lll) e Fe(lll),
foram obtidos utilizando-se potencial de pré-concentracao de - 0,1 V (vs. Ag/AgCl) e
tempo de pré-concentracdo de 5 s. Na etapa de redissolucao, utilizou-se o intervalo
de potenciais de - 0,1 a- 0,8 V.

3.5 Formacao de complexos Al(lll)-Fe(lll)/espécies orgéanicas por
espectrofotometria de absorcao molecular

Com o objetivo de verificar a formacao de complexos entre os analitos e as
espécies organicas constituintes do fluido pods-hemodialise, foram realizadas
medidas espectrofotométricas. No preparo destas solugdes foram usados tubos de
vidro, onde todas as solucdes foram adicionadas de tampéao acetato pH 4,6 e SVRS
na concentracdo final de 10.10° mol L™ e posteriormente aquecidas a 90 °C por 10
minutos antes de cada determinacdo. As concentragdes dos metais e dos
compostos organicos utilizadas foram de 0,1. 10° e 10° mol L™, respectivamente.
As medidas de absorvancia foram realizadas na faixa de comprimentos de onda de
400 a 800 nm com resolucdo espectral de 1 nm e 1 cm de percurso 6tico em

cubetas de quartzo.
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3.6 Voltametria de corrente alternada

Com o objetivo de verificar a ocorréncia da adsorcdo de espécies organicas
no eletrodo de mercurio, foram realizadas medidas por voltametria de corrente
alternada. As espécies investigadas foram: o SVRS, os complexos (Al(lll)-SVRS e
Fe(lll)-SVRS), os compostos organicos presentes no fluido pés-hemodialise (acidos
arico e oxalico, creatinina e uréia) e o DFO.

A faixa de potencial utilizada foi de -0,1 a -0,8 V com o angulo 90° fora de
fase com o potencial aplicado (os demais parametros estdo descritos no apéndice
A). As medidas foram realizadas em tampao acetato pH 4,6.

3.7 Decomposicao da amostra com radiacao UV

A eficiéncia da radiacdo UV para decompor as amostras de fluido péds-
hemodialise foi investigada usando diferentes condicbes experimentais. Os
seguintes parametros experimentais foram avaliados na etapa de otimizacao:
radiacao UV, pH, fator de diluicado da amostra, tempo de irradiacdo UV, tipo de acido
mineral e quantidade de H.O, empregado.

Todas as condicdes investigadas foram para um volume final de 10 mL da
amostra e a temperatura das amostras foi mantida a 90 + 3 °C durante o processo
de irradiacgéo.

Para investigar o efeito da radiacdo UV direta na eficiéncia da foto-
decomposicao da amostra, diferentes tempos de irradiacao foram investigados: 1, 2,
4, 6 e 8 horas. Este estudo foi realizado com os seguintes valores de diluicdo da
amostra: 1:1; 1:5; 1:10 e 1:100.

Para investigar o efeito do pH na eficiéncia da foto-decomposicao da amostra,
diferentes pH foram investigados: 2, 4, 6 e 9. Outros fatores foram testados
juntamente com o pH: fator de diluicdo da amostra, tempo de irradiagdo UV e adi¢ao
de Hx05.
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Para investigar o efeito da concentracdo da amostra na eficiéncia do pré-
tratamento, as amostras de fluido pds-hemodialise foram diluidas em agua nas
proporcoes 1:1; 1:5; 1:10 e 1:100. Outros fatores foram testados juntamente com o
fator de diluicao da amostra: tempo de irradiacdo UV e adi¢do de acidos e /ou H2O..

Para investigar o efeito do tempo na eficiéncia da foto-decomposicdo da
amostra, diferentes tempos de irradiagdo foram investigados: 1, 2, 4, 6 e 8 horas.
Outros fatores foram testados juntamente com o tempo de irradiacdo: fator de
diluicdo da amostra e adicao de acidos e /ou HxO»,

A influéncia da concentracao de H>O. foi investigada pela adicao de 50 uL
(6,86.10° mol L") e 100 pL (13,72.10° mol L") de H20, 30% (v/v) na amostra, antes
do inicio da irradiagcao (para o tempo de irradiagao de 2 horas). Testaram-se ainda
adicdes subseqlientes de 50 uL e 100 uL de H>O, a cada 30 minutos de irradiacao
(para tempos de irradiacao maiores que 2 horas).

Para a escolha do tipo de acido ideal testou-se a adicdo de 20 uL de HCI
(2,4.102 mol L"), H2SO4 (3,6.102 mol L") e HNO;3 (3,4.102 mol L), individualmente
as amostras antes do inicio da irradiacao.

A influéncia da adicao de acidos, na digestao final juntamente com a adigcéao
de H>O, também foi investigada para os diferentes fatores de diluicido e tempos de
irradiacao UV.

Observa-se na figura 7, um esquema do digestor UV utilizado neste trabalho.
O sistema de refrigeracédo é composto por um ventilador situado na parte inferior e
um sistema de resfriamento a base de circulacdo de agua através das paredes do

bloco de aluminio que envolve o sistema.
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Figura 7 — Esquema do digestor utilizado para irradiacao com luz UV; (1)
Lampada de mercurio de alta pressao (500 W); (2) Tubos de quartzo com
capacidade para 12 mL de amostra; (3) Paredes por onde circula a agua para a

refrigeracao do sistema; (4) Ventilador.

3.7.1 Purificacao do per6xido de hidrogénio

O HyO, p.a. apresenta uma elevada contaminagdo de diversos metais,
principalmente de ferro. Assim, fez-se necessaria a purificagdo do mesmo

empregando-se uma resina catiénica na forma Na".

Para a purificagdo do H2O,, pesou-se 5 g da resina Dowex 50 x 4 (50-100
mesh), a qual foi acondicionada em uma coluna de vidro, com 300 mL de solugéo de
cloreto de sédio 1 mol L, numa vaz&do de 2 mL min™, com a finalidade de substituir

os ions H" da resina por Na*. O pH do eluato em torno de 5,5 indicou o término da

troca ibnica.
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Apdés, eluiu-se 200 mL de H2O, pela resina, com a finalidade de substituir os
ions dos metais contaminantes pelos ions Na'. O perédxido foi armazenado em

frasco ambar.

3.8 Aplicacao em amostras de fluido pés-hemodialise

As amostras reais de fluido p6s-hemodialise utilizadas neste trabalho foram
coletadas no setor de nefrologia do Hospital de Caridade em Santa Maria/RS.

O método proposto foi aplicado a determinagdo simultdnea dos analitos em
36 amostras de fluido pds-hemodidlise coletadas de 36 pacientes renais.

As amostras foram coletadas no final de cada sessdo de hemodidlise e
permaneceram armazenadas sob refrigeracdo (4 °C) em frascos de polietileno por

um periodo maximo de 3 meses.

3.9 Métodos de comparacao

Apo6s a irradiacdo das amostras de fluido pds-hemodialise coletadas de
acordo com o item 3.8, foram utilizados métodos comparativos em relagédo a AdCSV.

Medidas por GF-AAS (Espectrofotometria de Absorcao Atdbmica por Forno de
Grafite) foram usadas como método comparativo para a determinacao do Al(lIl). Os
parametros utilizados estao descritos no anexo B.

Medidas por MAS (Espectrofotometria de Absorcao Molecular) foram usadas
como método comparativo para a determinagéao do Fe(llll), através da complexacao
de Fe(ll) ao 1,10-fenantrolina 0,25%. O Fe(lll) foi reduzido pela adicao de cloridrato
de hidroxilamina 5%. As medidas de absorvancia foram realizadas na faixa de
comprimentos de onda de 400 a 800 nm com resolucéo espectral de 1 nm e 1 cm de

percurso 6tico em cubetas de quartzo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Medidas voltamétricas

Neste trabalho, antes da avaliacdo do método de pré-tratamento de fluidos
pbs-hemodialise, foram realizados ensaios voltamétricos a fim de obter a condicao
ideal para a determinagéo de Al(lll) e Fe(lll).

A quantificagao direta de Al(lll) por voltametria € problematica em virtude de
seu alto potencial de reducdo, assim a sua complexacado prévia formando uma
espécie eletroativa com potencial de reducao mais favoravel é desejavel (WANG,
1985 apud CARVALHO, 2005).

Adicionalmente, o potencial de reducdao do Fe(lll) em solugdo aquosa é
+ 0,55 V (vs Ag/Ag/Cl), ndo sendo possivel, também, determinar Fe(lll) na auséncia
de agentes complexantes (VAN DEN BERG, 1984).

Sendo assim, neste trabalho utilizou-se a AdCSV para a determinacao
simultanea de Al(lll) e Fe(lll) em fluidos pés-hemodidlise. Esta técnica envolve a
complexacdo prévia de metais com ligantes organicos, Vviabilizando sua
determinacao voltamétrica.

Em estudos realizados anteriormente, os reagentes SVRS (LOCATELLI,
2003), calmagita (STRYJEWSKA, 1991) e vermelho de alizarina S (DASA)
(CARVALHO, 2005) foram investigados de acordo com suas capacidades de formar
complexos com Al(lll) para posterior determinagcéao por AdCSV. O catecol (VAN DEN
BERG, 1984) foi utilizado como complexante do Fe(lll).

Somente com o reagente SVRS foi possivel realizar a determinacéo
simultdnea destes metais em matrizes de alta concentracdo salina (LOCATELLI,
2003). Sendo, deste modo, escolhido no presente trabalho como complexante para
Al(l) e Fe(lll).

A AdCSV ¢é formada por duas etapas: a etapa de pré-concentracéo e a etapa
de redissolucéo.

Na etapa de pré-concentracao, ocorre a adsorcdao do reagente SVRS e dos
complexos Al(lll)-SVRS e Fe(lll)-SVRS no HMDE num potencial de - 0,1 mV. Na
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etapa posterior de redissolugcdo, ocorre a reducdo do SVRS e dos complexos
formados durante a varredura catodica de potenciais. O processo esta representado
nas equagodes a seguir:

M(I1l) + SVRS — M(Ill) — SVRS (48)
M(II1) — SVRS + Hg — Hg[M(Ill) — SVRS]ags (49)
Hg[M(Ill) — SVRS]ags + 26- + 2H* — Hg + [M(Ill) — SVRS eq] (50)

De acordo com as equacdes, observa-se que o complexo adsorvido na
superficie do eletrodo é reduzido envolvendo um processo de transferéncia de dois
elétrons (FLORENCE, 1962).

Com base nas condi¢des experimentais investigadas por Locatelli (2003) para
a determinacao de Al(lll) e Fe(lll), foram preparadas solucdes dos analitos com o
SVRS.

A figura 8 ilustra o voltamograma obtido na determinagéao simultanea de Al(lll)
e Fe(lll), por AACSV em 10 mL de agua contendo tampédo acetato pH 4,6 e o
complexante SVRS na concentragdo de 5.10° mol L'. A temperatura de
aquecimento (Taguec), O tempo de aquecimento (taquec), O potencial de pre-
concentracdo (Eg), o tempo de pré-concentracdo (ig), utilizados foram de 90 °C,
10 min, - 0,1 V e 5 s, respectivamente.
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Figura 8 — Sinais voltamétricos do SVRS e dos complexos Al(lll)-SRVS e
Fe(lll)-SVRS por AdCSV: concentracdo dos metais = 300 pg L', t4 = 5 s,
Eq=- 0,1V, Taguec- = 90°C, taguec = 10 min. Solucdo de medida: 10 mL de agua +
0,5 mL de tampao acetato + 0,25 mL de SVRS 2.10 *mol L™, pH = 4,6.

O pico visualizado em - 250 mV refere-se a presenca de um excesso do
ligante livre, devido a sua redugdo no HMDE. Os picos vizualizados nos potenciais
potenciais em -390 e -530 mV séo devido a redugédo dos complexos Al(lll)-SVRS e
Fe(ll)-SVRS e sao proporcionais as concentragdes de Al(lll) e Fe(lll),
respectivamente.

E muito dificil estimar a quantidade de Al(lll) e Fe(lll) existente em amostras
de fluidos pés-hemodidlise, uma vez que a concentracdo destas espécies vai
depender de cada paciente, levando-se em consideracdo seu metabolismo, bem
como os habitos nutricionais.

Algumas condicOoes experimentais ja estabelecidas anteriormente
(LOCATELLI, 2003) foram investigadas novamente em solu¢cdes aquosas contendo

somente o tampao acetato.
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4.1.1 Ensaios para a escolha das condicdes experimentais ideais para a formacao
dos complexos Al(Ill)-SVRS e Fe(lll)-SVRS

4.1.1.1 Concentracao do complexante SVRS

Levando-se em consideragéo a relacdo molar dos complexos de Al(l1)-SVRS,
1:1 ou 1:2 (COATES, 1962) e Fe(lll)-SVRS, 1:1 em meio aquoso (WANG, 1987), as
concentragdes de 5, 10 e 20.10° mol L' de SVRS foram investigados para uma
faixa de 20 a 160 pg L™ de Al(lll) e Fe(lll). As concentracdes molares investigadas
foram 7,4; 14,8; 29,6 € 59,2.107 de Al(lll) e 3,57; 7,14; 14,28 e 28,56.10 de Fe(lll).

Observa-se na figura 9 que a concentracdo de 5.10° mol L™ é suficiente para
a formacao dos complexos de Al(lll) e Fe(lll). Para o Fe(lll) ndo ha uma diferenca
significativa entre os valores de corrente encontrados em relagdo as concentracdes
do ligante investigadas: 5, 10 e 20.10° mol L™". Porém, para o Al(lll), observa-se um
pequeno decréscimo nos valores de corrente a medida que a concentracdo do
SVRS aumenta. De acordo com Wang (1985), se uma alta concentracdo do
complexante SVRS é usada, ocorre uma diminui¢do na altura do sinal do complexo
formado, isto porque o ligante livre comega a competir com o complexo pela
superficie do eletrodo.

Além disso, como pode ser vizualizado na figura 9, com a concentracao de
5.10° mol L' de SVRS h& uma resposta linear para os valores de corrente e
concentragdes utilizados.

Assim, a concentracdo de 5.10° mol L' de SVRS foi utilizada nos préximos

ensaios.
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N5 D10 m20 (10°mol L™ N5 O10 m20 (10°mollL™)
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Figura 9 — Dependéncia do sinal dos complexos com o SVRS a) Al(lll) e b)
Fe(lll) com a concentracao do SVRS em diferentes concentracées de metal: 20,
40, 80 e 160 ug L' em tampao acetato pH 4,6 (Eq =- 0,1 V tq = 5s, Taguec= 90 °C,

taquec - 10 min).

4.1.1.2 Temperatura de aquecimento

De acordo com Willard e Dean (1950) o complexo Al(lll)-SVRS, em pH 4,7
necessita 5 horas para se formar a temperatura ambiente; 5 minutos a 50 °C e 2
minutos a 60 °C. Desta forma, temperaturas de 40 a 90 °C foram investigadas para
avaliar o equilibrio de formagdo dos complexos Al(lll)-SVRS e Fe(lll)-SVRS
utilizando-se o tempo de reacdo de 10 minutos. A figura 10 mostra a influéncia das
temperaturas de aquecimento no sinal dos complexos metalicos em diferentes
concentracdes de Al(lll) e Fe(lll) (20, 40, 80 e 160 ug L™).
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Figura 10 — Dependéncia do sinal dos complexos com o SVRS a) Al(lll) e b)
Fe(lll) com a temperatura de aquecimento para a formacao dos complexos em
tampao acetato pH 4,6 (Eq=-0,1V, tq=5s, taguec = 10 min).

Observa-se na figura 10, para os dois metais, que a corrente, em todas as
concentragdes utilizadas, independe das temperaturas investigadas. Quando se
utilizou a temperatura de 90 °C, os voltamogramas apresentaram sinais mais
definidos para ambos complexos, em relagdo aos sinais obtidos com as demais
temperaturas investigadas. Possivelmente, em temperaturas inferiores a 90 °C é
necessario utilizar tempos superiores a 10 minutos para a formacao do complexo.

Assim, optou-se por utilizar a temperatura de 90 °C nos demais ensaios.

4.1.1.3 Tempo de pré-concentracéao

O tempo de pré-concentracdo € um importante fator que influencia na
sensibilidade das medidas por voltametria adsortiva de redissolucdo. Um tempo de
pré-concentracdo longo leva a uma grande quantidade de analito disponivel no
eletrodo durante a etapa de redissolugdo. Geralmente, para concentragdes de 10 *,
10 8 e 10 " mol L' de metal em solugdo, os tempos de pré-concentragdo de 10 a 2
minutos, respectivamente, sado suficientes quando se utiliza a voltametria de
redissolucao (WANG, 1985).
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Neste trabalho, diferentes tempos de pré-concentracédo (5, 10, 30 e 60 s)
foram escolhidos para avaliar sua influéncia no sinal dos metais em varias
concentragdes (10, 20, 40 e 80 pg L. A figura 11 mostra os sinais de Al(Ill) e
Fe(lll), utilizando a faixa de concentragdo de 10 a 80 ug L™, em funcéo do tempo de

pré-concentracao.

A) Aluminio B) Ferro
-1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
——10pgL =—20pgL —a—40pgL ——80 g L ——10ugL =—20pug L —a—40pgL —«—80pg L
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507 40 -
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- —— 2 — —— — —n
10 - -— o . . 10 1
. —o— * * o .
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5 10 30 60 5 10 30 60
Tempo de pré-concentragao (s) Tempo de pré-concentragao (s)

Figura 11 — Dependéncia do sinal dos complexos com o SVRS a) Al(lll) e b)
Fe(lll) com o tempo de pré-concentracao em diferentes concentracoes de metal
em tampao acetato pH 4,6 (Eq = - 0,1 V, Taguec= 90 °C, taguec = 10 min).

Como se pode observar na figura 11, para os dois metais, a corrente, em
todas as concentracbes utilizadas, independe dos tempos de pré-concentracao
investigados. Possivelmente, a corrente resultante (i), além da contribuicdo da
corrente devido as espécies adsorvidas na superficie do eletrodo (iags), possui uma
contribuicdo da corrente devido as espécies que sofrem difusdo para a superficie do
eletrodo (igf). Ou seja, ir - iags + igt (CARVALHO, 2007). A corrente de difusao
independe do tempo de pré-concentracao utilizado na voltametria adsortiva, pois as
espécies presentes no seio da solucdo migram até a superficie do eletrodo através
do gradiente de concentracdo existente entre o seio da solugcdo e a superficie do
eletrodo.

Portanto, é provavel que o aumento inexpressivo da corrente deve-se a
difusdo dos complexos com o SVRS para a superficie do eletrodo ou a saturacao da
superficie do eletrodo na presenca destas espécies.



75

Optou-se entdo por utilizar o menor tempo de pré-concentragéo investigado
5s.

4.1.2 Faixa linear e limite de deteccao

Com base nos resultados apresentados em 4.1.1, foram obtidas curvas
analiticas para verificar a linearidade do método.

As curvas analiticas apresentaram bons coeficientes de correlagéo linear para
a faixa de concentragdo de 102200 ug L™ (n =5):r=0,999 e r = 0,998, para Al(lll) e
Fe(lll), respectivamente. A figura 12 mostra o voltamograma com concentragdes

crescentes dos analitos adicionados a célula voltamétrica na faixa de 10 a 200 pgL™".

- linha base
-10pg L™’
-20 g L™’
-40pg L
-80pg L™
-100 pg L™
- 200pg L™

=100 -

Al(Il)-SVRS
-80 - 7

Fe(lll)-SVRS

1
2
3
4
5
6
7

I (nA)

-300 -350 -400 -450 -500 -550 -600
E (mV)

Figura 12 — Sinais voltamétricos de Al(lll) e Fe(lll) como complexos do SVRS.
Adicoes de Al(lll) e Fe(lll) 10-200 pg L™, t4 =5 s, Eg= - 0,1 V, Taguec = 90 °C e
taguec = 10 min. Solucao de medida: 10 mL de agua + 0,5 mL de tampao acetato
+ 0,25 mL de SVRS 2.10 *mol L™, pH = 4,6.
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Um desvio padrao relativo de 1,4 % para o Al(lll) e 0,4 % foram calculados
para cinco medidas de 50 ug L' de ambos os metais. Os limites de deteccdo de
1,1 ug L7, para o Al(lll) e 1,5 ug L™ para o Fe(lll) foram calculados de acordo com
(B + 3og), onde B é a média da corrente da linha base (n = 3) e ogs € 0 desvio
padrdo dessas medidas . Os limites de quantificacdo de 1,9 ug L™, para o Al(lll) e

2,4 ug L™ para o Fe(lll) foram calculados de acordo com (B +100g).

4.2 Determinacao simultanea de Al(lll) e Fe(lll) em fluidos pds-hemodialise

Os fluidos p6s-hemodidlise sdo amostras complexas que, além de
apresentarem alta concentracdo salina (forga idnica ca. 0,2 mol L) (JOST, 2005),
contém uma série de compostos organicos excretados pelos pacientes.

No presente trabalho, ndo foi possivel realizar a determinacédo voltamétrica
direta (sem pré-tratamento) de Al(lll) e Fe(lll) nestas amostras. A figura 13 mostra a
linha base obtida em agua e em uma amostra real de fluido pds-hemodialise na

regiao onde os complexos com o SVRS se reduzem.

-50 +

-40

_30 .
fluido p6s-hemodialise

| (NA)

agua

T T T 1
-200 -400 -600 -800
E (mV)

10 -

Figura 13 — Voltamograma obtido para a agua e para uma amostra real de
fluido pés-hemodialise. Solucao de medida: 10 mL da amostra (agua ou fluido

pés-hemodialise) + 0,5 mL de tampao acetato, pH = 4,6.
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Como se observa na figura 13, na medida voltamétrica direta do fluido pés-
hemodialise, a corrente resultante fica em torno de 30 nA, diferindo do valor da
corrente obtida em agua (0 nA). Esta corrente deve-se possivelmente a adsorcao
das espécies organicas presentes nos fluidos pés-hemodidlise na superficie do
eletrodo e pode impedir a determinacgéo direta dos analitos.

Adicionalmente, foram realizados ensaios de recuperacdo em amostras reais
fortificadas com 50 pg L™ de cada metal e ndo foi possivel detectar a presenca dos
dois metais.

Desta forma, investigou-se a influéncia das espécies inorganicas e organicas
presentes nos fluidos pés-hemodidlise na determinacdo de Al(lll) e Fe(lll) por
AdCSV.

4.2.1 Interferéncia das espécies inorganicas

Primeiramente o método foi investigado em fluidos pré-hemodialise ou
solucdes de dialise que correspondem idealmente ao fluido pés-hemodialise sem as
espécies organicas adquiridas durante a hemodialise. A composi¢cdo da solucéo de
didlise esta descrita na tabela 4 (vide item 3.2). A figura 14 mostra a linha base
obtida em uma amostra de fluido pré- hemodialise contendo somente o tampao
acetato.
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Figura 14 — Voltamograma obtido em uma amostra de solucdao de dialise.
Solucao de medida: 10 mL da amostra + 0,5 mL de tampao acetato, pH = 4,6.

Como se observa na figura 14, na medida voltamétrica direta do fluido pré-
hemodialise, a corrente resultante é bastante baixa, ficando em torno de 2 nA, sendo
muito préximo ao valor de corrente obtida em agua. Além disso, ensaios de
recuperacao para o Al(lll) e para o Fe(lll) foram realizados em amostras artificiais de
fluido pré-hemodidlise.

Na tabela 5 estdo representados os resultados obtidos na aplicagdo do
método para a determinacdo simultanea de Al(lll) e Fe(lll) em fluidos pré-
hemodialise. Para a realizacdo deste ensaio, as amostras de fluido pré-hemodidlise
foram fortificadas com diferentes concentracées de Al(lll) e Fe(lll) e submetidas as

medidas voltamétricas através da AdCSV.
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Tabela 5 — Recuperacao de Al(lll) e Fe(lll) em uma amostra real de fluido pré-

hemodialise.
Metal adicionado Metal determinado® Recuperacéao
(ngL™) (ngL™") (%)

Al(ln) Fe(lll) Al(ln) Fe(lll) Al(ln) Fe(lll)
20 20 21,43 21,84 107,2 109,2
20 40 21,5 43,83 107,5 109,6
40 20 39,96 19,85 99,9 99,3
40 40 38,68 38,37 96,7 95,9
60 60 64,66 59,52 104,4 99,4

a RSD (n =3):2-10%

Os dados apresentados na tabela 5 ilustram a possibilidade de determinar
Al(111) e Fe(lll) em fluidos pré-hemodialise por ACSV. Apesar dos analitos ndo terem
sido detectados nas amostras investigadas, as recuperacdes para as amostras
fortificadas artificialmente situaram-se entre 95,9 e 109,6%, confirmando a

aplicabilidade do método nos fluidos pré-hemodiélise.

4.3 Interferéncia das espécies organicas

Espécies organicas como acidos urico, oxalico, creatinina e uréia podem ser
encontradas como espécies dialisadas nos fluidos pds-hemodialise. E muito dificil
estimar as concentracdes destas espécies nos fluidos pds-hemodidlise, uma vez que
as concentragdes dependem de cada paciente e de seu metabolismo.

A urina apresenta uma composicao quimica bastante semelhante a dos
fluidos pés-hemodidlise: uréia, cloreto de sodio, alguns tragos de ambnia, acido urico
e outras substancias juntamente eliminadas ( KIRCHMANN, 2005).

De acordo com Prasad (1997), o valor da concentracdo total de espécies

organicas presentes em amostras de urina é de 3,27.10° mol L. Nos fluidos pés-
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hemodialise, estas espécies poderdao ou nao apresentar um valor de concentracao
maior, dependo do grau de comprometimento da funcao renal (GUYTON, 1997).
Escolheu-se a concentracdo total de 4.10° mol L' das espécies organicas
para a realizacao das medidas por AdCSV.
A figura 15 mostra os voltamogramas obtidos para solucdes artificiais
contendo 1.10° mol L' de cada composto organico presente nos fluidos pds-

hemodialise: acidos Urico e oxalico, creatinina e uréia.

-30 -30 -
A) , B) ,
25 1 Acido urico 25 - Acido oxalico
-20 1 -20
< 15| < 151
-10 1 -10 4
5 5
0 ; ; ; ‘ 0 ; ; ; ‘
-200 -400 -600 -800 -200 -400 -600 -800
E (mV
30 E (mV) 50 - (mv)
C) D)
25 | Creatinina 25 1 Uréia
-20 1 20 -
< 15| < 151
10 10
5 5
0 : : : ) 0 : : : )
-200 -400 -600 -800 -200 -400 -600 -800
E (mV) E (mV)

Figura 15 — Voltamogramas das principais espécies organicas que compoem o
fluido pos-hemodialise (1.10° mol L") em tampdo acetato pH 4,6: A) acido
urico, B) acido oxalico, C) creatinina e D) uréia.

Pode-se notar, na figura 15, que para todas as espécies, a corrente resultante
apresenta um valor maior que o valor de corrente obtido em &gua (proxima a 0 nA).
Esta corrente deve-se a adsorcdo das espécies investigadas na superficie do
eletrodo e, pelo aumento da corrente podem impedir a determinacao voltamétrica de
Al(lll) e Fe(lll). Nota-se, também, que o sinal obtido para o acido urico apresenta

alguma semelhanca em relagdo ao sinal obtido para a amostra de fluido poés-
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hemodialise. Possivelmente o acido Urico é a espécie que tem maior contribuicdo na
interferéncia para a determinacao de Al(lll) e Fe(lll) por AACSV.

O método voltamétrico usado para determinagao de Al(lll) e Fe(lll) depende
da reacao entre o ligante SVRS e os analitos e também da adsorcao dos complexos
Al(l)-SVRS e Fe(lll)-SVRS no HMDE. Assim as espécies organicas poderao
interferir na reacao de formacado dos complexos Al(lll)-SVRS e Fe(ll)-SVRS pela
formacgao de complexos com os analitos, impedindo que o Al(lll) e o Fe(lll) estejam
disponiveis para reagir com o SVRS.

Deve-se levar em consideracdo também que compostos organicos,
particularmente as substancias que apresentam atracao pela superficie do eletrodo
de mercurio, tém a tendéncia de se adsorver no eletrodo de mercurio, competindo
com o complexo formado pela superficie do eletrodo (ACEBAL, 1983).

Com o objetivo de verificar a formacao de complexos entre os analitos e as
espécies organicas foram realizadas medidas espectrofotométricas.

Para investigar a ocorréncia ou ndo da adsorcao das espécies organicas no
HMDE, assim como a adsorcdo do SVRS e de seus complexos foram realizadas
medidas por voltametria de corrente alternada.

4.3.1 Investigacao da interferéncia das espécies organicas por espectrofotometria

Para avaliar a possibilidade de formacao de complexos entre os compostos
organicos presentes no fluido pés-hemodialise com o Al(lll) e o Fe(lll), investigou-se
o perfil dos espectros de absorgcdo molecular dos complexos Al(lll)-SVRS e
Fe(lll)-SVRS na presencga dos acidos urico, oxalico, creatinina e uréia.

Em estudo publicado anteriormente (JOHNSON, 1993) o reagente SVRS foi
investigado de acordo com sua capacidade de formar complexos com o Al(lll) em pH
alcalino para posterior determinacao utilizando a espectrofotometria, porém nao ha
relatos sobre a identificagdo de formagdo do complexo Fe(lll)-SVRS por
espectrofotometria.

Com base nas condigbes investigadas por Johnson (1993) para a
determinacao de Al(lll), foram preparadas solugdes dos analitos com o SVRS.
Somente foi possivel realizar a determinagao do Al(lll), ndo sendo possivel medir o
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Fe(lll). A evidéncia experimental deste fato foi a formacao de um precipitado marron
quando o pH do meio foi ajustado (pH 8), devido a formagdo de hidréxido.
Investigou-se, entdo, a formacao dos complexos Al(lll)- SVRS e Fe(lll)-SVRS em pH
46 .

O espectro de absor¢cdo molecular do reagente SVRS e seus complexos esta
ilustrado na figura 16.

1,0

SVRS
—  Al/lFe-SVRS

Absorvancia

400 500 600 700 800
A(nm)

Figura 16 — Espectro de absorcao molecular do SVRS e dos complexos
Al(ll)-SVRS e Fe(lll)-SVRS em tampao acetato pH 4,6: concentracées
SVRS =5.10° mol L™, Al(lll) e Fe(lll) = 50 pg L™, (Taquec = 90°C, taguec = 10 min).

Observa-se na figura 16 que o SVRS atinge um maximo de absorvancia em
500 nm (comprimento de onda maximo = Amax) contra um branco em tampao acetato
pH 4,6. A medida que os complexos do SVRS com o Al(lll) e Fe(lll) sdo formados, o
sinal de absorvancia do SVRS diminui e ha o surgimento de uma banda na faixa de
comprimentos de onda de 600 a 700 nm que néo € proporcional as concentracdes
de AIl(lll) e Fe(lll), ndo sendo adequada, portanto, para a quantificacdo dos
complexos Al(lll)- SVRS e Fe(lll)-SVRS.

Alternativamente, a medida que os complexos Al(lll)- SVRS e Fe(lll)-SVRS
sao formados, ocorre uma diminuicdo no sinal de absorvancia do SVRS. Na
auséncia de espécies organicas que podem formar complexos com o Al(lll) e Fe(lll),

a diminuicdo no sinal de absorvancia do SVRS é proporcional ao aumento das



83

concentracdes de Al(lll) e Fe(lll) e este parametro pode ser utilizado para avaliar a
formacao dos complexos com o SVRS.

Desta forma, a variacdo na leitura do sinal de absorvancia do SVRS foi
utiizado como critério para verificar a interferéncia das espécies organicas na
formacao dos complexos com o SVRS.

Foram preparadas solugdes contendo Al(lll) e Fe(lll), acidos urico, oxalico,
creatinina e uréia na proporcao 1:10 (analitos:espécies organicas) e um excesso do
SVRS (1.102 mol L.

Na tabela 6 estdo representados os valores de absorvancias normalizadas
em relagdo ao reagente SVRS em 500 nm na presenca ou ndo dos analitos e das

espécies organicas.

Tabela 6 — Absorvancias normalizadas do SVRS na presenca ou nao de Al(lll) e
Fe(lll) e de substancias presentes no fluido pés-hemodialise.

Concentracdo [10° mol L] SVRS [Abs]

Al(lll)  Fe(lll) creatinina uréia ac.urico ac.oxalico (Amax=500nm)

0,0 0,0 0 0 0 0 1,00
0,1 0,1 0 0 0 0 0,59
0,1 0,1 1,0 0 0 0 0,78
0,1 0,1 0 1,0 0 0 0,83
0,1 0,1 0 0 1,0 0 0,86
0,1 0,1 0 0 0 1,0 0,83

RSD (n = 3):2,3-12%

Observa-se na tabela 6 que o maior valor de absorvancia ocorre quando o
ligante SVRS esté livre e observa-se também que o menor valor de absorvancia do
SVRS ocorre na presenca de Al(lll) e Fe(lll) devido a formacdo de seus complexos
na auséncia das espécies organicas.

Na presenca dos acidos urico, oxalico, creatinina e uréia ocorre um aumento
no valor de absorvancia do SVRS, possivelmente, devido a competicdo entre as
espécies organicas e o SVRS pelos analitos. Devido a formacao dos complexos
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(Al(11)-Fe(lll)/compostos organicos) ocorre a diminuicdo na concentragdo dos metais
disponiveis para formar os complexos Al(lI)-SVRS e Fe(lll)-SVRS e
consequentemente o aumento no sinal do SVRS.

Nao foram encontrados trabalhos sobre a cinética da reacao e constantes de
estabilidades dos complexos Al(lll)-Fe(lll)/compostos organicos que utilizem as
mesmas condicdes deste trabalho, porém ha relatos que demonstram a formacéo de
complexos entre algumas destas espécies com os analitos (THOMAS, 1991; PUGIA,
2000; MA, 2001; MOAWAD, 2002; MONA, 2002 e QIU, 2004).

Deste modo, conclui-se que as espécies organicas presentes nos fluidos pos-
hemodialise interferem na determinacdo de Al(lll) e Fe(lll) pela formacédo de
complexos com os analitos, impedindo que estes metais estejam disponiveis para
serem complexados pelo SVRS.

4.3.2 Investigacao da interferéncia das espécies organicas por voltametria de

corrente alternada

As medidas por voltametria de corrente alternada fornecem informacdes
sobre a adsorcao de espécies organicas no eletrodo de mercurio, os quais podem
competir pela superficie no eletrodo ou desestabilizar complexos formados entre os
analitos e o complexante.

A corrente capacitiva tem origem na formacao da dupla camada elétrica que
surge devido a adsorcdo do solvente na superficie do eletrodo. A composi¢do da
solucdo pode influenciar a corrente capacitiva pela adsorcao de espécies no HMDE.
A medida que as espécies organicas adsorvem-se no eletrodo ocorre uma
diminuicdo da capacitancia, ou seja, uma diminuicdo da corrente capacitiva, pois
estas espécies ocupam o lugar do solvente, fazendo com que ocorra um decréscimo
da linha base.

Neste trabalho, todas as medidas AC foram realizadas com angulo fora de
fase 90° com o potencial aplicado, onde se tem uma maior sensibilidade da corrente
capacitiva e relagdo a corrente faradaica. A faixa de potencial utilizada foi onde
ocorre a reducao dos complexos Al(llI)-SVRS e Fe(lll)-SVRS (- 0,1 a - 0,8 V), (os
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demais parametros estao descritos no anexo A). As medidas foram realizadas em
tampao acetato pH 4,6.

Os voltamogramas AC ilustrados nas figuras 17 a 25 mostram o
comportamento do SVRS, de seus complexos com Al(lll) e Fe(lll), de uma amostra
artificial contendo as principais espécies organicas presentes no fluido poés-
hemodialise, de uma amostra real de fluido pés-hemodiadlise, dos acido Urico,

oxalico, creatinina e uréia, respectivamente.
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Figura 17 - Voltamogramas AC do SVRS em tampao acetato pH 4.6,
(Eag=-0,1V,t3=5s, f =60 Hz, ¢ = 90°), LB = Linha base.



a b c d e f g h i
AI(lll) (ug L) LB 10 20 30 40 50 60 70 80
SVRS (10°molL") LB 4 8 12 16 20 24 28 32
800 -
700 - a
600 - b
< 500 -
i
400 - ———
300
200 T T T 1
-200 -400 -600 -800
E (mV)

86

Figura 18 — Voltamogramas AC do complexo Al(lll)-SVRS em tampao acetato

pH 4,6, (Ed =" 0,1 V, td - 5 S, Taquec = 90°C, t aquec = 10 min, f - 60 HZ, (P = 900)-

Fe(lll) (ug L™)
SVRS (10°mol L)
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Figura 19 — Voltamogramas AC do complexo Fe(lll)-SVRS em tampao acetato

pH 4,6, (Ed =" 0,1 V, td = 5 S, Taquec - 90°C, t aquec = 10 min f = 60 HZ, (P - 900)-
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Figura 20 — Voltamogramas AC de uma amostra artificial de fluido pés-
hemodialise contendo acidos urico, oxalico, creatinina e uréia em tampao
acetato pH 4,6, (Eq=-0,1V,t4=5s, f =60 Hz, ¢ =90°).
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Figura 21 — Voltamogramas AC de uma amostra real de fluido pés-hemodialise

em tampao acetato pH 4,6, (Eq=-0,1V,t4=5s, f =60 Hz, ¢ =90°).
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Figura 22 — Voltamogramas AC do acido urico em tampao acetato pH 4,6,

(Ea=-0,1V,t4=5s, f =60 Hz, ¢ = 90°).

a b c d e f g h i
i I B N .
1000
900 -
800 -
<
£
"~ 700 4
600 -
500 T ' ' '
-200 -400 -600 -800
E (mV)

Figura 23 — Voltamogramas AC do acido oxalico em tampao acetato pH 4,6,

(Ea=-0,1V,t4=5s, f =60 Hz, ¢ = 90°).
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Figura 24 - Voltamogramas AC da creatinina em tampao acetato pH 4,6,
(Ea=-0,1V,t4=5s, f =60 Hz, ¢ = 90°).
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Figura 25 — Voltamogramas AC da uréia em tampao acetato pH 4,6, (Eq = - 0,1
V,t4=5s, f =60 Hz, ¢ =90°).
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Os voltamogramas AC das figuras 17 a 19 mostram que tanto o ligante SVRS
quanto seus complexos Al(III)-SVRS e Fe(lll)-SVRS adsorvem-se na superficie do
eletrodo de mercurio. Este efeito foi observado em toda a faixa de potencial utilizada,
pela diminuicdo da corrente basal com o aumento da concentracdo das espécies
investigadas.

Os voltamogramas AC das figuras 20 e 21 mostram que tanto amostras
artificiais de fluido pés-hemodidlise contendo misturas de &acidos oxalico, Urico,
creatinina e uréia quanto amostras reais de fluido pés-hemodialise adsorvem-se na
superficie do eletrodo de mercurio. Este efeito foi observado em toda da faixa de
potenciais utilizada pela diminuicdo da corrente basal com o0 aumento da
concentracdo das espécies investigadas. Assim a reducdo dos complexos
Al(111)-SVRS e Fe(ll1)-SVRS na presenca destas espécies fica comprometida.

A analise dos voltamogramas AC da figuras 22, 24 e 25 mostra que as
espécies organicas: acido Urico, creatinina e uréia também se adsorvem na
superficie do eletrodo de mercurio na faixa de potencial investigada. Este efeito foi
observado pela diminuicdo da corrente basal com o aumento da concentracéo
destas espécies.

Porém, na figura 23, pode-se observar que a adsorcao do acido oxalico na
superficie do eletrodo ocorre somente apds o potencial de reducdo do SVRS
(- 0,25 V) nao interferindo na reagao deste com o eletrodo. Na faixa de potencial de
- 0,1 a - 0,3 V o acido oxalico ndo se adsorve na superficie do eletrodo,
permanecendo em solucdo. Observa-se que na medida em que a concentracdo do
acido oxalico aumenta, ocorre um aumento da corrente basal. A adsor¢do comeca a
ocorrer a partir de - 0,3 V estendendo-se até - 0,8 V, assim a adsorcao do acido
oxalico também interfere na redissolucdo dos complexos Al(lll)-SVRS e
Fe(lll)-SVRS.

As medidas AC foram demonstraram que ocorre uma competicdo entre as
espécies organicas presentes no fluido e os complexos formados pela superficie do
eletrodo, impedindo a determinacao direta de Al(lll) e Fe(lll) em fluidos poés-
hemodialise por AdCSV.

Analisando estes resultados, juntamente com aqueles apresentados em 4.3.1
conclui-se que é necessario realizar uma etapa de pré-tratamento das amostras de

fluido p6s-hemodidlise antes da determinagao voltamétrica direta de Al(IIl) e Fe(lll).
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4.4 Decomposicao das amostras de fluido poés-hemodialise utilizando a

radiacao UV

As condicdes utilizadas no processo de foto-decomposicdo UV dependem do
metal que sera determinado, da matriz e da técnica de deteccéo.

Neste trabalho, a eficiéncia da radiacdo UV na decomposicdo de amostras de
fluido p6s-hemodialise foi testada a partir de ensaios de recuperacdo em amostras
artificiais fortificadas com diferentes concentracées de cada metal (20 a 50 pg L ™).
A amostra artificial de fluido p6s-hemodialise contém &cido urico, oxalico, creatinina
e uréia numa concentracéo total de 4.10° mol L.

Além disso, comparou-se o perfil dos voltamogramas obtidos em amostras
reais de fluido p6s-hemodialise com o perfil do voltamograma obtido em agua para a
verificacdo da eliminagcdo ou ndo dos interferentes presentes nas amostras
investigadas.

Primeiramente, investigou-se a acao direta da radiacdo UV sobre as amostras
reais de fluido pds-hemodidlise. A acdo direta da radiacdo UV sobre o fluido é
bastante provavel, o que é demonstrado pela comparacdo dos espectros de

amostras reais com o da lampada de mercurio (figura 26).
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Figura 26 — Espectro de absorcao molecular de 7 amostras de fluido pés-
hemodialise.
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Observa-se, na figura 26, que as amostras de fluido pds-hemodidlise
absorvem na mesma regido da emissao da lampada de mercurio.

Porém, a irradiacdo com luz UV por 1, 2, 4, 6 e 8 horas na auséncia de
oxidantes nao foi o suficiente para decompor totalmente as amostras de fluido pés-
hemodialise. Os resultados evidenciaram a digestdo incompleta das amostras ou a
provavel presenca de subprodutos que interferiram nas medidas voltamétricas.

Com base nestes resultados, foram avaliados parametros que podem
aumentar ou acelerar a eficiéncia da radiagao UV tais como pH, diluicao da amostra,
tempo de irradiacdo UV e adicdo de acidos minerais € H>,O,. Todas as amostras
foram irradiadas a 90 °C (£ 3 °C).

4.4 .1 Efeito do pH

Acido urico, uréia, creatinina sdo compostos organicos que apresentam
nitrogénio. Investigacdes realizadas em amostras artificiais que contém nitrogénio
indicaram que o pH do meio foi o fator decisivo na eficiéncia da irradiacao UV.
Muitos destes compostos foram decompostos em solucdo com pH de 7 a 9,
enquanto que a uréia foi decomposta em uma faixa de pH de 4 a 6 (GUSTAFSSON,
1984).

No presente trabalho, a digestdo com radiacao UV em amostras de fluido p6s-
hemodialise utilizando uma faixa de pH de 4 a 9 nao foi atingida, mesmo com a
adicao H>O,, a diluicao de 1:10 da amostra e o0 tempo de irradiacdo de 8 horas. Nao
foi possivel detectar os analitos nas amostras artificiais e o valor de corrente de linha
base nas amostras reais de fluido p6s-hemodialise ficou muito alto, em torno de 45
nA. Neste caso, deve-se levar em consideracao a presenca das outras espécies
organicas constituintes dos fluidos pds-hemodialise (por exemplo, o acido oxalico)
que podem interferir no processo de formagéo de nitratos e nitritos durante a foto-
decomposicado da amostra.

Somente foi possivel detectar Al(lll) e Fe(lll) em amostras que foram

decompostas em pH 2, diluidas 1:1, adicionadas de acido HCI e H.O».
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4.4.2 Efeito da diluicdo do fluido p6s-hemodialise

A concentracdo da amostra pode influenciar a eficiéncia do pré-tratamento, ou
seja, concentracdes diferentes da mesma amostra submetidas as mesmas
condicbes, podem ndo apresentar a mesma eficiéncia (GOLIMOWSKI, 1994). No
caso de amostras de fluido pds-hemodidlise, por exemplo, espera-se que em
amostras diluidas a digestdo seja mais eficiente porque o conteldo orgénico é
menor.

A digestdo com radiacdo UV em amostras de fluido pds-hemodidlise sem
diluicdo nao foi atingida, mesmo com a adicdo de acidos e/ou H,O, e 0 uso de
tempos de irradiacdo de até 8 horas. Os voltamogramas obtidos, apds a etapa de
irradiacao UV, forneceram correntes bem maiores (préximas a 20 nA) do que
aquelas obtidas em agua (0 nA). Além disso, nao foi possivel detectar a presenca
dos analitos nas amostras fortificadas. Possivelmente, a presenca de compostos
organicos em concentracdo elevada levou a digestdo parcial ou formacédo de
subprodutos que se adsorveram na superficie do eletrodo de mercurio, elevando a
linha base, e impedindo a determinacao voltamétrica de Al(lll) e Fe(lll).

Assim, foram investigadas diferentes proporcbées de diluicdo da amostra em
agua (1:1, 1:5, 1:10 e 1:100). Observou-se que com uma diluicdo de 1:1, apds a
adicdo de acidos e H.O,, foi possivel detectar Al(lll) e Fe(lll) nas amostras
investigadas e os valores de recuperacdo encontrados mantiveram-se em torno de
85 a 115%. Também se pbde observar que os valores de corrente de linha base

obtidos aproximaram-se aos valores de corrente obtidos em agua.

4.4.3 Efeito do tempo de irradiagdo UV

O tempo de irradiacao da amostra pode influenciar a eficiéncia da digestao,
pois dependendo da matriz da amostra, esta requer tempos maiores de irradiacédo
para sua completa degradacao (GOLIMOWSKI, 1994 e KOLB, 1992).
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A irradiacao com luz UV foi investigada por 1, 2, 4, 6, e 8 horas em amostras
artificiais e reais de fluido pés-hemodialise. Os tempos utilizados foram avaliados na
presenca e na auséncia de acidos e H.O».

Verificou-se que mesmo utilizando 8 horas de irradiacao UV (na auséncia de
acidos e/ ou H0,) e a diluicdo 1:10, ndo foi possivel decompor totalmente as
amostras de fluido p6s-hemodialise. Os valores de recuperacao obtidos ficaram
préximos a 70%, possivelmente devido a formacao de produtos de decomposicao da
amostra.

Porém, a irradiagdo com luz UV por 2 horas, juntamente com a adicdo de
HCI (2,4.102 mol L") e de H,0; (6,86.10° mol L") foi suficiente para eliminar a
interferéncia matricial nas amostras artificiais contaminadas com os analitos, pois o0s
valores de recuperacao mativeram-se em torno de 100% tanto para o Al(lll) quanto
para o Fe(lll).

Além disso, quando amostras reais de fluido pds-hemodialise foram irradiadas
por 2 horas, utilizando as mesmas condicdes anteriores, os valores de corrente de
linha base aproximaram-se aos valores de corrente obtidos em agua.

Para tempos de 2 e 4 horas de irradiacdo, houve pouca variagcdo em relacao
aos valores de recuperagdo obtidos para os dois metais, que mantiveram-se em
torno de 100%. Porém, para tempos maiores que 4 horas, os valores de
recuperacdo encontrados ficaram proximos a 60%, possivelmente devido a
formacao de produtos de decomposi¢cdo dos compostos organicos, os quais podem
interferir, também, na determinagdo voltamétrica. Isto sugere que uma digestao
parcial da amostra foi alcancada devido a presenca destas espécies.

Com estes resultados, constatou-se que pouco resolve aumentar somente o
tempo de irradiacdo. Outros fatores devem ser investigados paralelamente, como
adicao de oxidantes.

4.4 .4 Influéncia da adicao de peréxido e acidos

A adicdo de H>O, aumenta a eficiéncia da foto-decomposi¢do por radiagao
UV devido a formacgao de radicais HO+ em maior concentragdo e sua subseqiente
reacao de degradacdo com a matéria organica. Além disso, a degradacao indireta
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de substancias orgénicas por um mecanismo radicalar € muito acelerada se o
processo € realizado a 90 °C (KOLB, 1992). Apenas nestas temperaturas forma-se
uma concentragado suficientemente alta de radicais HO+ no meio. Aliado a isso, a
acidificacao (pH 2) de amostras contendo H».O, também melhora a eficiéncia, pois
dissocia os complexos organicos labeis de metais (KOLB, 1992; ACHTERBERG,
1994 e SAUER, 1992).

Assim, testou-se a adicdo de 50 pL de H,O, (6,86.10° mol L) no inicio da
irradiacdo sem a adicdo de acidos para a obtencdo de uma melhor eficiéncia na
digestdo UV. Para tempos maiores que 2 horas de irradiacdo foram realizadas
sucessivas adicoes de 50 uL de H,O, a cada 30 min.

Nao foi possivel detectar Al(lll) e Fe(lll) em amostras artificiais de fluido pos-
hemodialise somente com a adigao de 50 yL de H,O, (sem a irradiacdo UV). Além
disso, em amostras reais, os valores de corrente de linha base sempre foram
superiores aos do eletrolito suporte.

Assim, para aumentar o poder oxidante do H,O,, foram realizadas adi¢cdes de
100 pL (13,72.10° mol L) no inicio da irradiacdo e, para tempos maiores que 2
horas de irradiacao foram realizadas sucessivas adi¢cdes de 100 uL de H.O, a cada
30 min. Pbde-se observar que, mesmo com o0 aumento da concentracdo de H.O, e
uma diluicdo de 1:10, ndo houve uma diferenca significativa nos valores de
recuperacao obtidos. Segundo Golimowiski (1996) o aumento na concentracao de
H.O.> ndo melhorou a eficiéncia da digestdo com irradiacdo UV em amostras de
agua.

Além disso, deve-se tomar o cuidado para que o excesso de H.O. nao
provoque uma significante diminuicao no desempenho do processo H.O,/UV, devido
a competicao do H>O, que age “capturando” radicais reativos hidroxila para formar
um radical menos reativo, o HO," (ARAUJO, 2006). A reacdo (51) mostra a reacdo
paralela que pode ocorrer quando o H>O, encontra-se em excesso:

HO. + H202 > HOQ. + Hgo (51)

Os resultados encontrados demonstraram a ineficiéncia da foto-
decomposicao das amostras com o uso de H>O, sem a adi¢do de &cidos.

Assim, a eficiéncia da digestao foi investigada na presenca de H.O, e 20 uL
de cada acido investigado (HCI, HNO3 e HoSOy).
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Quando as amostras reais foram acidificadas com HNO3;, os voltamogramas
apresentaram valores de corrente da linha base superiores ao valor de corrente
obtido em agua. Mesmo apés a adicao de H-O, (50 e 100 uL), uma diluicdo de 1:10
e um tempo de irradiagao de 8 horas; o que evidenciou uma digestao incompleta das
amostras por radiagdo UV. Além disso, em amostras artificiais de fluido pos-
hemodialise, ndo foi possivel detectar os analitos. Apesar do HNO;3 fornecer radicais
HO+< que melhoram a eficiéncia da radiacdo UV (GOLIMOWSKI, 1996), altas
concentracdes de nitrato sdo parcialmente convertidas a nitrito, devido a acédo da
irradiacdo UV. Esta espécie é voltametricamente ativa e pode, em excesso,
mascarar os sinais de Al(lll) e Fe(lll) (COATES, 1962; DIN-NORM, 1990 e ISO-
NORM 5667/3, 1985 apud KOLB, 1992).

Quando as amostras reais foram acidificadas com HCI ou H>SO4, apos a
adicdo de 50 pL H,O, (6,86.10° mol L"), uma diluicdo de 1:1 e um tempo de
irradiacdo de 2 horas, 0s voltamogramas obtidos, forneceram correntes muito
semelhantes aquelas obtidas em agua, indicando a eliminagdo matricial ap6s a
aplicacao da radiacao UV na amostra.

Nas amostras artificiais acidificadas com H.SO4, os valores de recuperacao
obtidos para os metais ficaram em torno de 80%. Quando estas amostras foram
acidificadas com HCI os valores de recuperacdo variaram de 89 a 110%, assim o

acido escolhido para os proximos ensaios foi o HCI.

4.5 Aplicacao do método desenvolvido

A investigacao sobre o efeito dos fatores descritos acima no pré-tratamento
com irradiagdo UV, possibilitou a determinacdao das condicbes o6timas para a
digestdo de amostras de fluido p6s-hemodialise. Destes resultados, a irradiagcdo UV
de amostras diluidas (1:1) durante 2 horas, com adi¢cdo de HCI (2,4.10% mol L)
concentrado e de H»0, (6,86.10° mol L") no inicio do processo, foi escolhida como a
melhor condicdo para a decomposi¢cao da amostra.

Assim, amostras reais de fluido p6s-hemodialise de 36 pacientes renais foram
coletadas conforme descrito no item 3.8 e submetidas a digestao UV utilizando as
condi¢des descritas acima.
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Apés a realizagdo do pré-tratamento das amostras, as concentracées de
Al(l1) e Fe(lll) foram simultaneamente determinadas por AACSV, onde os resultados
apresentaram boa reprodutibilidade com desvios (% RSD) entre 0,2 e 10,8%. Os
limites de deteccdo de 1,4 pg L™, para o Al(lll) e 1,8 ug L™ para o Fe(lll) foram
calculados de acordo com (B + 3cg). Pode-se observar que estes valores estédo
préximos daqueles apresentados em 4.1.2, os quais sao os limite de deteccao para
o Al(ll): 1,1 ug L™ e para o Fe(lll) 1,5 ug L' obtidos em agua, confirmando a
aplicabilidade do método.

Para avaliar a eficiéncia do pré-tratamento com irradiacdo UV, as amostras
de fluido pés-hemodialise foram fortificadas com Al(lll) e Fe(lll). A tabela 7 mostra a
determinacao dos metais por AdCSV apds a irradiacdo das amostras aplicando a

digestdo UV otimizada.
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Tabela 7 — Determinacao de Al(lll) e Fe(lll) por AACSV, apds a digestao com
irradiacao UV (n = 3).

Conc. encontrada [ug L]  Conc. adicionada [pg L] Recuperacao (%)
Amostra Al(I) Fe(lll) Al(lIl) Fe(lll) AI(II) Fe(lll)
1 2,6 11,3 20,0 5,0 92,2 96,0
2 9,7 3,2 10,0 20,0 103,7 99,8
3 14,7 20,3 10,0 5,0 100,2 94,6
4 31,1 7.4 5,0 10,0 97,3 106,3
5 36,2 12,6 5,0 10,0 102,7 99,8
6 2,5 17,9 20,0 5,0 88,1 95,5
7 <14 15,9 20,0 5,0 89,4 102,9
8 1,4 16,5 20,0 5,0 88,8 90,2
9 <14 15,3 20,0 5,0 95,5 91,3
10 <14 15,4 20,0 5,0 95,6 89,4
11 <14 12,6 20,0 20,0 104,2 105,9
12 36,0 <18 5,0 20,0 98,3 100,8
13 3,5 <18 20,0 20,0 96,6 104,7
14 <14 <18 20,0 20,0 88,3 89,4
15 <14 <18 20,0 20,0 100,8 88,8
16 <14 <18 20,0 20,0 102,9 99,2
17 <14 <18 20,0 20,0 95,0 90,9
18 <14 <18 20,0 20,0 96,9 91,0
19 <14 <18 20,0 20,0 106,7 89,7
20 <14 <18 20,0 20,0 103,0 105,6
21 <14 <18 20,0 20,0 103,0 103,1
22 <14 <18 20,0 20,0 102,9 91,9
23 <14 <18 20,0 20,0 93,9 88,5
24 17,6 <18 5,0 20,0 96,3 104,7
25 5,5 37,2 20,0 5,0 102,3 95,3
26 9,8 46,8 10,0 5,0 100,2 103,2
27 <14 23,0 20,0 5,0 99,5 97,7
28 3,7 6,8 20,0 10,0 90,7 97,0
29 <14 8,4 20,0 10,0 91,6 94,7
30 2,4 7.1 20,0 10,0 105,4 101,0
31 2,8 4,8 20,0 10,0 100,8 102,8
32 3,8 14,7 20,0 5,0 96,4 95,1
33 5,9 8,1 20,0 10,0 97,7 95,0
34 6,6 9,3 5,0 5,0 95,3 104,6
35 1,6 3,5 20,0 20,0 96,5 100,0
36 88,3 51,9 5,0 5,0 105,3 103,5

Observa-se, na tabela 7, que os valores de concentracao de Al(lll) e Fe(lll)
encontrados variam de uma amostra para outra, aos quais podem estar relacionados

a diversos fatores:

1) A presenca de Al(lll) e Fe(lll) nos fluidos pds-hemodiadlise deve-se a
passagem destas espécies pela membrana do dialisador no processo da
hemodialise. A quantidade encontrada destas espécies pode estar relacionada a
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contaminacao das amostras pelo contato com as partes metalicas do sistema de
osmose reversa, assim como podem ter sido, em parte, excretados durante a sessao
de hemodialise, resultado de fontes externas de contaminacao aos pacientes renais
(JOST, 2005).

2) Medicamentos (veiculos e excipientes), a ingestdo de erva mate, sucos
artificiais, refrigerantes e verduras folhosas colaboram como maior fonte de
contaminacao por Al(lll) aos pacientes renais (BERTAGNOLLI, 2004).

3) Observando a composicdo das amostras de fluido pds-hemodialise,
verifica-se que a concentracdo de acido Urico, oxalico, creatinina e uréia, variam
consideravelmente de uma amostra para outra. Este fato, associado aos inimeros
equilibrios existentes no meio e os diversos fatores que afetam estes, torna as
amostras bastante complexas, assim outros componentes dos fluidos pos-

hemodialise podem interagir em alguma extensao com o Al(lll) e o Fe(lll).

As recuperacoes exibidas na tabela 7 para os metais adicionados mostram a
eficiéncia da digestdo UV para eliminar a interferéncia da matriz assim como liberar

0s analitos para a determinagcao por AdCSV.

4.6 Determinacao de Al(lll) e Fe(lll) na presenca do desferal

A desferroxamina € uma droga amplamente utilizada em pacientes
intoxicados por Fe(lll), desde 1960 e vem sendo usada, desde 1980 (ACKRILL,
1980) no tratamento de sobrecarga de Al(lll) em pacientes portadores de
insuficiéncia renal terminal.

Como os complexos formados (Al(lll)-DFO e Fe(lll)-DFO) sao dialisaveis, e
poderdo estar presentes em fluidos p6s-hemodialise, & importante investigar o
método proposto na presenca da desferroxamina.

Na intoxicagé@o por Fe(lll), o DFO deve ser administrado em doses de até 60
mg kg' por dia (CAO, 1992 apud NOVARTIS, 1998), dependendo do grau de
sobrecarga de Fe(lll). Em pacientes com insuficiéncia renal intoxicados por Al(lll), a
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dose do medicamento administrada deve ser de 5 mg kg™ nos Gltimos 60 minutos de
uma sessao de hemodialise, uma vez por semana (De BROE, 1993).

Além de serem encontrados nos fluidos pés-hemodialise, o DFO e seus
complexos com o Al(lll) e Fe(lll) sdo excretados na urina e nas fezes (MCCARTHY,
1987). Assim a concentracao destas espécies pode variar bastante nestas matrizes.

Na realizacdo dos préximos ensaios, utilizou-se a concentragdo de 100 mg L
de DFO, para garantir um excesso molar do agente quelante em relacdo as
concentragdes dos dois metais (30 pug L' de cada espécie).

Primeiramente, foram realizados ensaios de recuperacédo de Al(lll) e Fe(lll)
em solugdes aquosas na presenca do DFO e notou-se que nao foi possivel a
determinacao voltamétrica dos analitos utilizando o método proposto, pois nao
houve o aparecimento do sinal de seus complexos com o SVRS. Os complexos
entre os analitos com o DFO s&o muito mais estaveis do que seus complexos com o
SVRS, assim n&o ocorre a formacao dos complexos Al(lll)-SVRS e Fe(lll)-SVRS.

O DFO pode também interferir na determinacdo dos analitos pela sua
adsorcao no eletrodo de mercurio, inibindo a deposicao dos complexos formados ou
o0 processo de redissolucdo. Assim, foram feitas medidas tensamétricas para
investigar o comportamento adsortivo do DFO no HMDE.

As medidas tensamétricas foram realizadas de acordo com os parametros
descritos em 3.6 Os voltamogramas AC ilustrados na figura 27 mostram o
comportamento do DFO.



101

a b c d e f g h i
DFO (10°mgL") LB 05 1 5 10 20 40 80 100

650 -
600 |\
550 -

500 -

| (nA)

450 A

400

350

300 T T T 1
-200 -400 -600 -800

E (mV)

Figura 27 — Voltamogramas AC do DFO em tampao acetato pH 4,6, (Eq=-0,1V,
ta=5s, f=60Hz ¢ =90°).

Os voltamogramas AC da figura 27 mostram que o DFO adsorve-se na
superficie do eletrodo de mercurio. Este efeito foi observado em toda da faixa de
potenciais utilizada, pela diminuicdo da corrente com o aumento da concentracao
das espécies investigadas.

De acordo com os resultados obtidos, investigou-se o uso da irradiacao UV
para tentar destruir os complexos formados com o DFO e deixar, desta forma, o
analitos disponiveis para a formagéao de seus complexos com o SVRS.

O uso da radiacdo UV foi investigado considerando a influéncia da
desferroxamina em solugdes aquosas e em amostras artificiais de fluido pés-
hemodialise previamente contaminadas com os analitos. Tais amostras foram
irradiadas em diferentes tempos, utilizando os parametros descritos em 3.7.

O tempo de irradiacdo necessario para libertar o Al(lll) e o Fe(lll) de seus
complexos com o DFO pode ser observado através do grafico mostrado na figura
28, que ilustra os valores de recuperacao dos analitos em agua e em amostras

artificiais de fluido pés-hemodidlise na presenca do DFO.
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Figura 28 — Efeito do tempo de irradiacao na determinacao de Al(lll) e Fe(lll),
considerando a influéncia do DFO, na auséncia e na presenca de interferentes
organicos (DFO = 100 mg L™'; SVRS = 5 10 > mol L™'; Al(lll) e Fe(lll) = 30 ug L™).

Observa-se, na figura 28, que os valores de corrente de pico para os
complexos de Al(Ill) e Fe(lll) com o SVRS, na auséncia de espécies interferentes,
sdao de 25 e 15 nA, respectivamente, os quais correspondem a 100% de
recuperacao dos analitos.

Na presenca do DFO nao ha o aparecimento dos picos correspondentes aos
complexos e na presenga dos fluidos pos-hemodialise ha um valor de corrente de
linha base muito alto (maior que 30 nA), o que impede a determinacao direta dos
metais.

Quando as amostras sao irradiadas, 5 minutos sao suficientes para liberar o
Al(lll) e o Fe(lll) de seus complexos com o DFO, apesar das altas constantes de
estabilidade destes complexos, evitando assim a interferéncia do DFO na formacéao
dos complexos dos analitos com o SVRS. Porém, para a eliminacao dos compostos
organicos presentes nos fluidos pdés-hemodiadlise sao necessarias 2 horas de

irradiacao.



103

A partir destes resultados, escolheu-se o tempo de 2 horas de irradiacao para
a determinacdo de Al(lll) e Fe(lll) por AACSV em fluidos pds-hemodialise de

pacientes submetidos ou ndo ao tratamento com o desferal.

4.7 Método de comparacao

Como néo ha material de referéncia para a determinacao de Al(lll) e Fe(lll)
em fluidos pds-hemodialise, 0 método proposto neste trabalho foi comparado frente
aos métodos de espectrometria de absor¢do atdmica (AAS) e espectrofotometria de
absorcao molecular (MAS), para a determinacao de Al(lll) e Fe(lll), respectivamente.

Nao foi possivel detectar o Fe(lll) nas amostras analisadas por AAS, mesmo
apds o pré-tratamento com irradiacdo UV. A impossibilidade de medir o Fe(lll),
ocorreu, possivelmente, devido a presenca das espécies inorganicas que compdem
os fluidos pds-hemodidlise, pois a radiacdo UV destrdéi somente os componentes
organicos da matriz. As espécies inorganicas causam interferéncias que estao
associadas ao espalhamento da luz e ao background de absor¢gao molecular (WELZ,
1985).

Desta forma, optou-se por utilizar o método de EAM para analisar o Fe(lll) nas
amostras de fluido pés-hemodialise.

Todas as amostras foram conforme descrito no item 3.8.

Quando a presenca do Al(lll) foi investigada, as amostras foram analisadas
comparativamente por AdCSV e AAS.

Quando investigou-se a presenca do Fe(lll), as amostras foram analisadas
comparativamente por AdCSV e MAS, porém a adicao dos analitos foi necesséria,
uma vez que, para as medidas por MAS todas as amostras apresentaram
concentragcdes de Fe(lll) inferiores ao limite de detecgdo do método.

A figura 29 mostra os parametros de regressao, assim como os coeficientes
angulares e lineares relativos a cada analito. Observa-se, que, tanto para a
determinacao de Al(lll), quanto de Fe(lll), os métodos apresentaram resultados

similares.
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Figura 29 - A) Correlacao linear para Al(lll) determinada com o método
proposto e AAS em amostras de fluido pés-hemodialise (n = 3). B) Correlacao
linear para Fe(lll) determinada com o método proposto e MAS em amostras de
fluido pés-hemodialise (n = 3).

Com estes resultados, os objetivos principais foram alcangados: verificar a
presenga de Al(lll) e Fe(lll) em fluidos p6s-hemodialise e investigar a utilizacado de
um pré-tratamento da amostra que, posteriormente, permitisse a aplicacdo da

voltametria na determinacao destes metais.
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5 CONCLUSOES

Numa primeira etapa deste trabalho, investigou-se a possibilidade de
determinar Al(Ill) e Fe(lll) diretamente em amostras de fluidos pds-hemodialise por
AdCSV. Verificou-se que as espécies inorganicas presentes no fluido pés-
hemodialise ndo interferem na determinacao de Al(lll) e Fe(lll). Este fato péde ser
observado através de ensaios de recuperacdo realizados em solucées de dialise
fortificadas artificialmente com os analitos, onde o0s percentuais de recuperacao
situaram-se entre 95 a 110%.

Porém, as principais espécies organicas constituintes dos fluidos poés-
hemodialise (acidos urico e oxalico, uréia e creatinina) impediram a determinagéo
dos analitos por AdCSV na presenca do ligante SVRS. Nesta etapa do trabalho,
através de medidas espectrofotométricas, poOde-se verificar a formagao de
complexos entre as espécies organicas com o Al(lll) e com o Fe(lll). Além disso,
medidas realizadas por AC, mostraram que estas espécies também interferiram na
determinacao de Al(lll) e Fe(lll) através de sua adsorcao na superficie do eletrodo.

Verificou-se também, que o desferal interfere na determinagao de Al(lll) e
Fe(lll) por AACSV, tanto pela formacao de complexos com os analitos, quanto pela
sua adsorc¢ao na superficie do HMDE.

Foi necessario utilizar um pré-tratamento para eliminar estas interferéncias.
Utilizou-se a irradiacdo UV para decompor os componentes organicos, permitindo
assim a determinacado simultdnea de Al(lll) e Fe(lll) por voltametria em fluidos
pds-hemodialise. A melhor condicdo para a decomposi¢cao da amostra foi obtida por
irradiacdo UV de amostras diluidas (1:1) durante 2 horas, com adi¢do de 20 uL de
HCI concentrado e 50 uL de H>O230% (v/v) no inicio do processo.

O uso da irradiacdo UV, em relagdo a outros métodos de pré-tratamento, faz
com que se tenha uma reducdo dos reagentes, proporcionando beneficios como
diminuicao da geracao de residuos e redugao do custo de analise.

As amostras analisadas apresentaram contaminacédo pelos analitos na faixa
de 1,6 a 88,3 ug L™ para o Al(lll) e de 3,2 a 51,9 pyg L para o Fe(lll). Os ensaios
realizados mostraram que e o0s percentuais de recuperacdo em amostras

contaminadas ficaram préximos a 100%. Ademais, os limites de detecgao calculados
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de 1,4 pug L para o Al(lll) e 1,8 ug L™ para o Fe(lll) em fluidos pés-hemodiélise
demonstram a aplicabilidade do método para determinacdo dos analitos nesta
matriz.

O acompanhamento dos niveis de aluminio e ferro nos pacientes com
insuficiéncia renal permite avaliar a intoxicagdo por aluminio e, também a anemia,
comumente diagnosticada nestes pacientes. O método apresentado pode ser uma
alternativa para o monitoramento de Al(lll) e Fe(lll). O acompanhamento periédico
pode ser feito diretamente nas amostras de fluido pés-hemodialise, sem que sejam
necessarias coletas de amostra de sangue do paciente.
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ANEXO A — Parametros experimentais das medidas voltamétricas
— Voltametria de pulso diferencial:

Volume na célula voltamétrica: 10,5 mL (0,5 mL de eletrdlito, 10 mL de agua
ou amostra)

Eletrodo de trabalho: HMDE

Tamanho da gota: 9

Modo de medida: pulso diferencial

Amplitude de pulso: -0,05 V

Potencial de pré-concentragao: -0,1 V

Tempo de pré-concentracdo na gota: 5 s

Faixa de varredura de potenciais: -0,1 a-0,8 V

Velocidade de varredura: 0,02 V s™

— Voltametria de corrente alternada —

Volume na célula voltamétrica: 10 mL (0,5 mL de eletrélito, 10 mL de agua)
Eletrodo de trabalho: HMDE

Tempo de pré-concentracdo na gota: 5 s

Tamanho da gota: 9

Amplitude de pulso: 0,02 V

Angulo de fase: 90°

Potencial de pré-concentragao: -0,1 V

Faixa de varredura de potenciais: -0,1 a-0,8 V

Frequéncia: 60 Hz

Velocidade de varredura: 0,02 V s™
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ANEXO B - Condicoes utilizadas na Espectrometria de Absorcao

Atomica — Forno de Grafite

Elemento — Al

Comprimento de onda — 309,3 nm
Fenda — 0,8 nm

Corrente da lampada — 6,0 mA
Gas inerte —

Correcao de fundo — BG on

Comentarios

T(oC) Tempo(s) Fluxo de gas (L/min)
Secagem 90 34
Secagem 105 25
Secagem 110 12,5

Pirdlise 1300 14,8

AZ* 1300 4,0
Atomizagéo 2450 4,0

Limpeza 2550 4.2

2,5
2,5
2,5
2,5
0
0

2,5




