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RESUMO
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DETERMINACAO DE METAIS COMO CONTAMINANTES EM
FORMULACOES DE ERITROPOETINA EMPREGANDO
METODOS VOLTAMETRICOS
AUTORA: JULIA CRISTINA GARMATZ
ORIENTADOR: PROF. DR. LEANDRO MACHADO DE CARVALHO
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 20 de Julho de 2007.

A contaminacgao de pacientes com insuficiéncia renal por espécies metalicas
pode estar associada a presenca destas na medicagdo empregada, uma vez que
estas espécies podem ser absorvidas pelo organismo do paciente. O nivel de
contaminagao através da medicagao, nestes casos, dependera da qualidade da
medicagao utilizada no tratamento. Dentre os possiveis contaminantes, estdao metais
como aluminio, cromo e niquel. Desta forma, o desenvolvimento de metodologias
analiticas adequadas ao controle de qualidade dos medicamentos administrados ao
paciente é de grande importancia. No presente trabalho, investigou-se a presenca
de Al, Cr e Ni como contaminantes em formulagdes de eritropoetina (EPO), um
antianémico renal, através do desenvolvimento e otimizagdo de um método
voltameétrico adsortivo de redissolugéo catodica (AdCSV) com a otimizagdo de uma
etapa de pré-tratamento das amostras empregando radiagdo UV para a
decomposicdo dos componentes organicos da matriz. O método esta baseado na
deposigao adsortiva do complexo formado (metal-ligante) na superficie do eletrodo e
na reducado do ligante ou do metal durante a varredura catédica dos potenciais. Os
valores de Al, Cr e Ni encontrados nas amostras estudadas, apds a etapa de pré-
tratamento, demonstram a aplicabilidade do método para a determinacao de Al, Cr e
Ni como contaminantes neste tipo de matriz. O método voltamétrico desenvolvido é
vantajoso em relagdo a outros métodos existentes, devido a alta sensibilidade da
medida quando associada a uma etapa de pré-tratamento da amostra com radiacao

UV combinado com adi¢ao de H,0».
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The contamination of renal failure patients by metals can be associated to the
presence of these metals in the medication, since they can be absorbed by the
organism. The level of contamination caused by medication, in these cases, depends
strongly on the quality of medication used in the treatment. Among the possible
contaminants, there are metals such as aluminum, chromium and nickel. Therefore,
the development of analytical methodologies for the quality control of medicaments
used by anemic patients is of great importance. In the present work, the presence of
Al, Cr and Ni as contaminants in erythropoietin formulations (EPO), a renal
antianemic, was investigated by developing and optimizing an adsorptive cathodic
stripping voltammetric (AdCSV) method. It involves the optimization of a pretreatment
step of samples by using UV irradiation for decomposition of matrix organic
components. The AdCSV method is based on the adsorptive deposition of the
complex formed at the electrode surface and the subsequent reduction of ligand (or
metal) during the cathodic potential scan. The results found for Al, Cr and Ni in the
studied samples, after performing the pretreatment step, show the applicability of the
method for the determination of Al, Cr and Ni as contaminants in this kind of
samples. The developed voltammetric methods are advantageous in relation to other
existing methods concerning the high sensitivity of measurement if associated to the

pretreatment step by UV irradiation associated with the addition of H20..

Keywords: erythropoietin; metals; stripping voltammetry; UV radiation
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1 INTRODUCAO

A eritropoetina ou epoetina (EPO) &€ um antianémico renal utilizado no
tratamento da insuficiéncia ou doenca renal crbnica causada pela produgao
diminuida de eritropoetina, horménio endbégeno, produzido principalmente pelo rim e
que induz a eritropoese estimulando a producdo de hemacias no sangue. A EPO é
uma glicoproteina produzida por tecnologia do DNA recombinante. Contém 165
aminoacidos em sequéncia idéntica a da eritropoetina humana endégena. Sua
atividade bioldgica é igual a do horménio enddgeno [1] e é administrada ao paciente
via intravenosa ou subcutanea na dose de 50 Ul/kg trés vezes por semana.

No mercado farmacéutico existem varias formulacbes de EPO e podem ser
apresentadas em po lidfilo ou solugédo injetavel no qual cada frasco-ampola pode
conter por mL de solugdo dosagens de 1000 UIl, 2000 Ul, 3000 Ul, 4000 Ul ou
10000 Ul de eritropoetina recombinante, além de componentes ndo ativos como
glicina, albumina humana, fosfato de sodio dibasico anidro, fosfato de sodio
monobasico monohidratado (EPO liofilizado), cloreto de sdédio, fosfato de sdédio
monobasico, fosfato de sddio dibasico e agua (EPO solugao injetavel). Em pd lidfilo
a solucao é preparada antes do uso pela adicdo de uma ampola de diluente (1 mL
de agua destilada para injetaveis) [1].

Os efeitos toxicologicos de contaminantes variam de uma espécie para outra.
Estudos demonstram que o acumulo de aluminio no organismo esta relacionado a
doencgas neurologicas e ao comprometimento da estrutura 6éssea dos pacientes [2].
O cromo é um elemento trago essencial para o ser humano, porém, em excesso se
torna téxico, sendo que, taxas elevadas de cromo sao associadas a lesdes
vasculares com aumento dos quadros de hemorragias e tromboses cerebrais. O
niquel em quantidades pequenas tem sido classificado como um elemento
importante ao organismo humano. Em doses elevadas € toxico podendo causar
irritacdo gastro intestinal, alteragdes neuroldgicas, alteragdes cardiacas e alergias
como dermatite, rinite crénica, asma e outros estados alérgicos. O excesso de niquel
pode chegar a ter consequéncias mais graves como necrose e carcinoma do figado
e cancer de pulmao.

A contaminacdo de pacientes com insuficiéncia renal por metais pode estar
associada a presencga destes na medicagdo empregada, uma vez que estes metais

podem ser absorvidos pelo organismo do paciente. O problema aqui esta
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relacionado a uma capacidade reduzida dos pacientes com insuficiéncia renal de
eliminar espécies tdxicas e indesejaveis ao metabolismo humano. O nivel de
contaminagao através da medicagdo, nestes casos, dependera da qualidade da
medicacéao utilizada no tratamento. Portanto, a existéncia de metodologias analiticas
adequadas ao controle de qualidade dos medicamentos administrados ao paciente &
de grande relevancia para a area clinica e deve ser estudado de forma sistematica.

A determinagdo de metais por voltametria de redissolugéo é extremamente
sensivel e estd bem fundamentada na literatura. A voltametria adsortiva de
redissolugdo catddica (AdCSV) empregando o HMDE como eletrodo de trabalho é
um meétodo que ocupa uma posigao importante entre os métodos eletroanaliticos na
investigacdo de metais, sendo as principais vantagens desta técnica a possibilidade
de se realizar determinagdes analiticas em matrizes complexas e os baixos limites
de deteccdo alcangados (da ordem de pg L™). O método esta baseado na deposigao
adsortiva do complexo formado (metal-ligante) na superficie do eletrodo e na
reducao do ligante ou do metal durante a varredura catodica dos potenciais.

Em amostras complexas, como é o caso da EPO, as espécies metalicas a
serem determinadas podem estar ligadas a matriz organica. Portanto, antes da
determinagao voltamétrica da espécie metalica de interesse por AACSV, uma etapa
de pré-tratamento da amostra envolvendo a liberacdo da espécie se faz necessaria.
Um dos métodos mais eficientes empregado para liberagdo de metais ligados a
matriz organica envolve a irradiagdo da amostra por um determinado tempo com
radiacao ultravioleta (digestdo UV) combinado com adi¢ao de H,0..

Considerando a dimensao do problema abordado e a interferéncia da matriz
da amostra, o presente trabalho tem como objetivo investigar a presenga de Al, Cr e
Ni como contaminantes em formulagcdes de EPO através do desenvolvimento e
otimizacao de um método voltamétrico adsortivo de redissolugao catédica (AdCSV)
com a otimizagdo de uma etapa de pré-tratamento das amostras empregando

radiacdo UV para a decomposi¢ao dos componentes organicos da matriz.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tratamento da anemia na insuficiéncia renal

A insuficiéncia renal crénica causa uma grande variedade de disturbios
metabdlicos que afeta quase todo o sistema orgénico. Apesar da continua melhoria
do tratamento através da dialise, muitas fungbes do organismo s&o prejudicados.
Além disso, muitos medicamentos sido frequentemente usados em doencgas e
complicagbes urémicas.

A saude das pessoas que sofrem de insuficiéncia renal esta diretamente
ligada a possibilidade de purificagdo do sangue em sessdes de hemodialise. Devido
ao fato de pacientes com insuficiéncia renal possuirem uma capacidade reduzida de
excregao de metais toxicos na urina, alguns érgaos internos podem ser debilitados
pelo acumulo destas espécies no sangue e nos tecidos. Em decorréncia disso,
diversas drogas sao regularmente administradas ao paciente para o tratamento das
doengas e complicagbes urémicas decorrentes da hemodialise [3]. As drogas mais
freqUentemente utilizadas no tratamento dos pacientes com insuficiéncia renal sao a
eritropoetina (EPO), a vitamina D3 (Calcitriol e Alfacalcidol), o carbonato de calcio, o
acetato de calcio e o hidroxido de aluminio, empregadas com o objetivo de manter o
nivel de hematdcritos no sangue e de calcio nos ossos [3].

A possibilidade de contaminagdo de pacientes de hemodialise por metais
toxicos presentes nos medicamentos administrados durante o tratamento tem sido
pouco estudada até o presente momento. Entretanto, espécies metalicas podem ser
absorvidas pelo organismo do paciente se presentes como contaminantes nos
medicamentos utilizados no tratamento dos disturbios decorrentes da hemodialise.

A anemia é frequentemente observada em pacientes com insuficiéncia renal e
€ considerada a consequéncia mais negativa do tratamento destes pacientes.
Juntamente com a hipertensdo, € a causa principal de problemas cardiovasculares
em pacientes dialisados e transplantados [4, 5].

O rim produz um horménio chamado eritropoetina (EPO), que estimula a
producao de glébulos vermelhos do sangue. O mau funcionamento dos rins diminui
a formagao desse hormoénio, causando anemia. O tratamento da anemia é realizado

com a reposicao de eritropoetina entre outros medicamentos.
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A EPO é um antianénico renal utilizado na insuficiéncia ou doenca renal
crbnica causada pela produgao diminuida de eritropoetina, horménio endoégeno,
produzido principalmente pelo rim e que induz a eritropoese estimulando a produc¢ao
de hemacias no sangue. A EPO também provoca o aumento de viscosidade
sanguinea e da resisténcia vascular periférica, que resultam em aumento da presséao
arterial. A EPO ¢é o unico antianémico renal disponivel no Brasil, administrada ao
paciente via intravenosa ou subcutdanea na dose de 50 Ul/kg trés vezes por
semana [1, 6-8].

A estrutura da eritropoetina € uma sequéncia de aminoacidos relacionados a
familia das glicoproteinas [1] e produzida por tecnologia do DNA recombinante.
Contém 165 aminoacidos em sequéncia idéntica a da eritropoetina humana
endogena como pode ser observado na figura 1.

O mercado farmacéutico apresenta o medicamento liofilizado (pé branco ou
quase branco) ou solugao injetavel (liquido incolor e transparente) no qual cada
frasco-ampola pode conter por mL de solugdo dosagens que variam de 1000 a
10000 Ul de eritropoetina recombinante além de componentes nao ativos. Na

tabela 1 pode ser observado a composicao das formulagdes de EPO.



I
Ala-Pro-Pro-Arg-Leu-lle-Cis-Asp-Ser-Arg  Val-Leu-Glu-Arg-Tir-Leu-Leu-Glu-Ala-Lis Glu-Ala-Glu-Asp-lle-Tre-Tre-Gli-Cis-Ala

Glu-His-Cis-Ser-Leu-Asp-Glu-Asp-lle-Tre  Val-Pro-Asp-Tre-Lis-Val-Asp-Fen-Tir-Ala  Trp-Lis-Arg-Met-Glu-Val-Gli-GIn-GIn-Ala

Val-Glu-Val-Trp-GIn-Gli-Leu-Ala-Leu-Leu Ser-Glu-Ala-Val-Leu-Arg-Gli-Gin-Ala-Leu Leu-Val-Asp-Ser-Ser-Gin-Pro-Trp-Glu-Pro
Leu-GIn-Leu-His-Val-Asp-Lis-Ala-Val-Ser Gli-Leu-Arg-Ser-Leu-Tre-Ter-Leu-Leu-Arg  Ala-Leu-Gli-Ala-Gln-Lis-Glu-Ala-lle-Ser

Pro-Pro-Asp-Ala-Ala-Ser-Ala-Ala-Pro-Leu  Arg-Tre-lle-Tre-Ala-Asp-Tre-Fen-Arg-Lis Leu-Fen-Arg-Val-Tir-Ser-Asp-Fen-Leu-Arg

1
Gli-Lis-Leu-Lis-Leu-Tir-Tre-Gli-Glu-Ala  Cis-Arg-Tre-Gli-Asp

Figura 1: Sequéncia de aminoacidos formando a estrutura da eritropoetina. Ala= alanina, Pro= prolina, Arg= arginina, Leu=
leucina, lle= isoleucina, Cis= cisteina, Asp= acido aspartico, Ser= serina, Val= valina, Glu= acido glutamico, Tir= tirosina, His=

histidina, Lis= lisina, Asp= asparagina, Tre= treonina, Gli= glicina, Trp= triptofano, GIn= glutamina, Fen= fenilalanina e Met=
metionina.



Tabela 1:

Formas farmacéuticas,

eritropoetina humana recombinante (EPO).

apresentagcdes e composigdes da

Nome comercial Forma

farmacéutica

Apresentacao

Composicao

(componentes nao-ativos)

P¢ liofilizado

Eritromax®

Solugao injetavel

Hemax-Eritron® P4 liofilizado

P¢ liofilizado

Alfaepoetina®

Solugao injetavel

Frasco-ampola com
1000 UI, 2000 UI, 3000
Ul, 4000 Ul ou 10000 Ul
de EPO acompanhado
de ampola de 1 mL de
diluente

Frasco-ampola de EPO
nas dosagens 2000,
4000 e 10000 Ul/mL ou
1000, 2000 e 4000
uUl/2mL

Frasco-ampola com
1000 UI, 2000 UI, 3000
Ul, 4000 Ul e 10000 UlI
de EPO acompanhado
de ampola de 1 mL ou

de 2 mL de diluente

Frasco-ampola contendo
1000 Ul, 2000 UI, 3000
Ul ou 4000 Ul de EPO
acompanhado de
ampola de diluente (1mL
de agua destilada para
injetavel)

Frasco-ampola de EPO
nas dosagens 1000,
2000, 3000, 4000 ou
10000 Ul/mL

Glicina, albumina
humana, fosfato de sodio
dibasico anidro, fosfato
de sodio monobasico

monohidratado

Cloreto de sddio, fosfato
de s6dio monobasico,
fosfato de sddio dibasico

€ agua para injetaveis

Albumina humana,
manitol, cloreto de sddio,
fosfato de sodio
monobasico, fosfato de
sodio dibasico

dodecahidratado

Glicina, albumina
humana, fosfato de sddio
dibasico anidro, fosfato
de s6dio monobasico

monohidratado

Albumina humana,
cloreto de sdadio, citrato
de sddio, acido citrico e

agua para injetaveis.
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2.1.1 Contaminagao de medicamentos por metais

O metabolismo anormal de elementos-traco em didlise cronica tem sido
estudado nos ultimos anos. Entretanto, o conhecimento sobre o assunto ainda é
incompleto pela pouca quantidade de amostra, dificuldade em andlise e larga
discrepancia entre valores de medida por diferentes métodos. As fontes de
anormalidades de elementos-traco em pacientes de hemodiadlise s&do desconhecidas
(exceto para o aluminio). A possibilidade de contaminagéo por tragos metalicos em
varios medicamentos e os efeitos desses metais no metabolismo dos pacientes de
didlise ainda sado desconhecidos [3]. O estudo feito por Lee e colaboradores
investigou a presenga de quantidade anormal de 6 metais (Cu, Zn, Al, Pb, Cd e Hg)
em sangue de pacientes de hemodidlise e suas relagbes com drogas
frequentemente usadas, entre elas, a EPO.

Segundo os autores deste trabalho, a contaminagdo de pacientes com
insuficiéncia renal pelos metais pode estar associada, entre outras coisas, a
presenca destes na medicagdo administrada. Entretanto, ndo existem outros
trabalhos na literatura que relatam a determinacdo de contaminantes nefrotdxicos
neste tipo de medicamento. Por serem as unicas drogas administradas no Brasil no
tratamento de pacientes com insuficiéncia renal [1] e em doses crescentes, 0 risco
de contaminacdo através da medicacdo é grande e deve ser estudado de forma

sistematica.

2.2 Toxicidade e efeitos dos metais Al, Cr e Ni na saude humana

Todas as formas de vida sao afetadas pela presenca de metais dependendo
da dose e da forma quimica. Muitos metais sdo essenciais para o crescimento de
todos os tipos de organismos, desde as bactérias até mesmo o ser humano, mas
eles sao requeridos em baixas concentracoes.

A classificagdo biolégica dos metais tem sido baseada somente na
toxicidade: 1) elementos essenciais: sodio, potassio, calcio, ferro, zinco, cobre,
niquel e magnésio; 2) micro-contaminantes ambientais: arsénio, chumbo, cadmio,
mercurio, aluminio, titanio, estanho e tungsténio; e 3) elementos essenciais e
simultaneamente micro-contaminantes: cromo, zinco, ferro, cobalto, manganés e

niquel [9].
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No organismo dos seres humanos, os elementos trago podem ser divididos
em essenciais € nao-essenciais. Os primeiros sdo fundamentais para o
desenvolvimento e a manutencédo da vida, devido a sua participacdo em diversos
processos bioquimicos. Sua deficiéncia ou auséncia na dieta ocasiona patologias
carenciais. Por outro lado, o excesso destes elementos pode causar efeitos toxicos
ao organismo. Para alguns deles, a diferengca entre a concentracdo considerada
toxica e essencial € muito pequena. Um metal pode atuar na atividade biolégica de
outro metal aumentando ou diminuindo sua toxicidade [10, 11, 12].

Os elementos ndo essenciais sdo aqueles que ndo participam do
metabolismo humano e podem gerar sérios danos a saude. A toxicidade de um
metal ou composto metalico esta relacionada diretamente aos niveis de
concentragdo maximas toleradas num organismo. Estes elementos podem reagir
com as proteinas, DNA, RNA e outras substancias, afetando os processos
metabdlicos, resultando em mudangas fisiologicas. A contaminacao devido a metais
pode resultar em mudancgas irreversiveis ou entdo em mudancas que podem ser
revertidas pela remocéo da exposi¢cao ao metal [12, 13].

Os efeitos toxicoldgicos de contaminantes variam de uma espécie para outra.
Segue abaixo uma breve descrigcdo da toxicidade e de alguns efeitos benéficos que

metais como Al, Cr e Ni podem oferecer ao homem.

2.2.1 Aluminio

O aluminio é considerado um elemento ndo essencial. Porém esta presente
no organismo humano. A exposi¢cado a este elemento se da oralmente, através de
alimentos, medicamentos e agua [14]. O Al € um elemento onipresente no ambiente.
Também, é o metal mais abundante na crosta terrestre, perfazendo cerca 8% de sua
massa [15]. O homem tem contato com o Al ou seus compostos diariamente, a
média de ingestdo humana de Al para adultos jovens é de aproximadamente 8 a
9 mg dia™ para homens, e 7 mg dia™ para mulheres, tanto por via oral, como por
inalagado, através de alimentos, utensilios domésticos, medicamentos, particulas de
po, assim como através da agua potavel, uma vez que sulfato de Al é usado como
floculante em seu processo de purificacio.

A exposigao geral dos seres humanos ao Al é grande, mas devido a sua baixa

absorgao intestinal em individuos sadios, os problemas s&o minimizados. Uma
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pequena parte é absorvida, passando para a corrente circulatéria e sendo eliminada
por via renal. O Al ingerido € eliminado em sua maior parte nas fezes e a pequena
quantidade de Al soluvel que € absorvida € transportada pela corrente sanglinea e
excretada na urina. Em individuos sadios, pouquissimo aluminio é retido, mesmo
quando ingerido em grandes quantidades. Do total de Al ingerido, apenas 0,01 a
0,02% ¢é absorvido pelo organismo, sendo o restante - mais de 99% - eliminado in
natura nas fezes. O Al proveniente da agua potavel, mesmo tratada com sulfato de
aluminio, baseado num consumo meédio diario de 2 litros, € de aproximadamente
0,244 mg, ou seja, correspondente a 1% do total ingerido diariamente [16]. A
concentracdo maxima permitida de Al(lll) em aguas potaveis no Brasil, estabelecido
pela Portaria n°® 518 [17], é de 0,2 mg L. Os efeitos téxicos do elemento sdo mais
evidentes em individuos com a funcédo renal comprometida, pois o Al & absorvido
pelos rins e deposita-se no organismo, principalmente no tecido 6sseo, onde faz
trocas com calcio, o que causa Osteodistrofia e Encefalopatia [15].

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

A intoxicagéo por Al tem sido cada vez mais estudada e tem sido associada a
constipagao intestinal, colicas abdominais, anorexia, nauseas, fadiga, alteragdes do
metabolismo do calcio (raquitismo), altera¢des neurolégicas com graves danos ao
tecido cerebral. Na infancia pode causar hiperatividade e disturbios do aprendizado.
Inumeros estudos consideram que o aluminio tem um papel extremamente
importante no agravamento do mal de Alzheimer (deméncia precoce). O excesso de

aluminio interfere com a absorgao do selénio e do fosforo [18].
2.2.2 Cromo

Cromo pode aparecer em solugdo na forma de Cr(lll) e Cr(VI). As
propriedades destas duas espécies diferem consideravelmente: Cr(VI) é téxico
devido principalmente pela facilidade com que penetra na pele, assim, € considerado
como um forte agente carcinogénico, enquanto que Cr(lll) € um elemento trago
essencial ao funcionamento do nosso organismo na manutengdo do metabolismo de

lipidios, glicose e proteinas. Porém, quando em excesso se torna téxico. Muitas
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vezes, a determinagcdo das duas espécies de cromo € realizada
separadamente [18, 19].

A intoxicagdo de cromo devido a contaminacdo alimentar € rara, ja a
intoxicagdo industrial por cromo causa dermatites alérgicas, ulceras na pele e
carcinomas. As taxas elevadas de cromo sdo associadas a lesGes vasculares com
aumento dos quadros de hemorragias e tromboses cerebrais [18].

Além dos compostos de cromo, o cromo metalico e ligas também s&o
encontrados no ambiente de trabalho. Entre as inumeras atividades industriais,
destacam-se: galvanoplastia, soldagens, producédo de ligas ferro-cromo, curtume,
produgcao de cromatos, dicromatos, pigmentos e vernizes. A absor¢ao de cromo por
via cutanea depende do tipo de composto, de sua concentracido e do tempo de
contato. O cromo absorvido permanece por longo tempo retido na jungcdo dermo-
epidérmica e no estrato superior da mesoderme. A maior parte do cromo é eliminada
através da urina, sendo excretada apds as primeiras horas de exposicdo. Os
compostos de cromo produzem efeitos cutaneos, nasais, bronco-pulmonares, renais,
gastrointestinais e carcinogénicos. Os cutdneos sao caracterizados por irritagdo no
dorso das méos e dos dedos, podendo transformar-se em Ulceras. As lesbes nasais
iniciam-se com um quadro irritativo inflamatério, supuragao e formacgao crostosa. Em
niveis bronco-pulmonares e gastrointestinais produzem irritagdo bronquial, alteragao

da fungao respiratéria e ulceras gastroduodenais [9].

2.2.3 Niguel

O Ni em quantidades pequenas tem sido classificado como um elemento
importante ao organismo humano. Em doses elevadas é toxico podendo causar:
1) irritagdo gastrointestinal com nauseas, vOmitos e diminuicdo do apetite;
2) alteragdes neurologicas: dor de cabega, vertigem; alteragbes musculares:
fraqueza muscular; 3) alteragdes cardiacas: palpitagcdes; 4) alergia: dermatite, rinite
crbnica, asma e outros estados alérgicos. O niquel inibe a acdo da enzima
superoxido dismutase que participa no processo de metabolizagdo dos radicais
livres. O excesso de niquel pode chegar a ter consequéncias graves como necrose e
carcinoma do figado e cancer de pulmao [18, 20].

Algumas fontes de contaminacgao de Ni sédo: 1) alimentos: chocolate, gordura

hidrogenada, nozes, feijao, ervilha seca e cereais; 2) cigarro: cada cigarro contém de
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2 a 6 mg de niquel (as pessoas que fumam ou convivem com a fumacga do cigarro
geralmente apresentam taxas aumentadas de Ni); 3) baterias de niquel e cadmium;
4) petréleo e industrias petroquimicas; 5) processos metalurgicos de refinamento de
Ni; 6) panelas de inox podem liberar Ni durante o cozimento de alimentos acidos
como o tomate.

O tratamento consiste de eliminagcdo da fonte de contaminagcédo, aumento da
ingestao de fibras e suplementagdo com selénio, zinco, L-cisteina, D,L-metionina e

terapia anti-oxidante [18].

2.3 Determinagédo de metais por voltametria

A voltametria estuda as relagdes entre a voltagem, a corrente e o tempo,
durante a eletrdlise 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 € 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 [21]. Assim,
nessa técnica, as informagdes sobre o analito sdo obtidas por meio da medigao 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
€ o potencial (E) e o parametro medido € a corrente resultante (i). O registro da
corrente em funcédo do potencial, € denominado voltamograma, e a magnitude da
corrente obtida pela transferéncia de elétrons durante um processo de oxiredugao
(reacdo 1) pode ser relacionada com a quantidade de analito presente na interface

do eletrodo/solugao e consequentemente, na célula eletroquimica [22, 23].
Ox+né == Red (1)
Sendo Ox a forma oxidada do analito e Red a forma reduzida.
O uso do eletrodo de mercurio de gota pendente (HMDE), como eletrodo de
trabalho, apresenta como vantagem o fato de que cada nova gota pode ser

facilmente formada e este processo de renovacdo remove problemas que possam

ser causados por contaminacdo de uma analise prévia.
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A voltametria ocupa uma importante posicao entre os métodos eletroquimicos
para a investigacao de compostos organicos. Muitos grupos funcionais podem ser
oxidados ou reduzidos no eletrodo de trabalho, o que torna possivel a determinagao
de uma grande variedade de compostos [24]. A voltametria oferece potencialidades
para investigar e estudar a especiacdo de metais pesados dissolvidos em aguas
naturais [25]. Por outro lado, certas espécies de metais dissolvidos, principalmente
complexos organicos estaveis, sao inacessiveis para a determinagao voltamétrica.
Portanto, para determinacdo dessas espécies faz-se necessario um pré-tratamento
para transformar todo o conteudo 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) e
voltametria de onda quadrada (SWV). A escolha de uma delas depende do analito e
da concentragdo 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 pesados em diversas matrizes. Associado a isto,
tem-se ainda o baixo custo analitico, rapidez de deteccdo, alto potencial de

automatizacao e possibilidade de determinacéo simultanea de diversos metais [26].

2.3.1 Voltametria adsortiva de redissolucdo catddica

A determinacdo de metais por voltametria de redissolugdo € extremamente
sensivel e esta fundamentada na literatura [27-29].

Os métodos voltamétricos de analise apresentam uma grande sensilbilidade
na determinacdo de Al, Cr e Ni em matrizes aquosas. De especial interesse sao,
entretanto, os métodos voltamétricos que envolvem uma etapa de pré-concentragao
eletroquimica desses metais, onde o metal € primeiramente depositado no eletrodo
de trabalho e posteriormente redissolvido em solugdo durante a varredura do
potencial. Essas técnicas sdo conhecidas como voltametria de redissolugcéao
(catddica ou anddica) ou, ainda, como voltametria inversa. Na determinagéao de Al,
Cr e Ni por voltametria, a técnica mais empregada é a voltametria de redissolugao

catddica (CSV) empregando eletrodo de mercurio como eletrodo de trabalho.



47

Alternativamente aos métodos mais convencionais para a determinagao de Al,
Cr e Ni por CSV, alguns trabalhos relatam a deposicao adsortiva desses metais no
eletrodo de mercurio na presencga de ligantes organicos. Na voltametria adsortiva de
redissolugdo (AdCSV), a etapa de deposicado € feita pela adsorgdo da espécie
eletroativa na superficie do eletrodo. O ligante organico é adicionado a solugéo
contendo o ion metalico a ser analisado e o complexo formado (metal-ligante) sera
acumulado na superficie do eletrodo. Dessa maneira a etapa de deposicdo nao
depende da solubilidade do metal no mercurio, como no caso da voltametria de
redissolugdo convencional, mas sim da adsor¢cdo do complexo formado,
possibilitando a determinagao de espécies pouco soluveis no mercurio.

Na voltametria adsortiva de redissolucdo também ha a possibilidade do
ligante sofrer redugdo ou oxidacdo no processo de redissolugdo do complexo
adsorvido, se o ligante usado for uma espécie eletroativa. Assim, o seu sinal também
podera ser usado para a determinagao do metal [27].

Na AdCSV, a deposigao ¢ feita eletroliticamente aplicando-se o potencial de
deposigao (E4) durante um determinado tempo e com agitagdo da solugédo. O tempo
de deposigao (T4) é escolhido em fungdo da espécie eletroativa durante o qual a
espécie de interesse sera adsorvida sobre a superficie do eletrodo. A agitacao faz
com que o transporte de massa por convecgdao mantenha a concentragcdo da
espécie eletroativa junto a superficie do eletrodo igual a do seio da solugdo. Essa
agitacdo deve ser feita a velocidade constante e controlada com precisdo. As

reacdes envolvidas nesta etapa sio:

M™ +nL < ML™ 2)
Iv”—nnJr —> Ml—nn+ ads (3)

Na figura 2 esta representado esquematicamente o procedimento usado na
voltametria adsortiva por redissolugdo, para a determinagdo de um metal (M) na

presenca do ligante (L), formando o complexo a ser adsorvido (ML,).
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DEPOSICAO REDISSOLUGCAO

M™ + nL g ML,™ | 5
Eq Ml—nmq_—> MI—nn+ads I

MLnn+ ads + ne- 4__> MO + nL

T T ——

Figura 2: Representagdo esquematica do procedimento usado na voltametria
de redissolucdo mostrando as etapas para deposicao e redissolucdo na

determinagéo de um metal M"" em presenca de um ligante L.

Apos o término da etapa de deposicao, procede-se a redissolugao, fazendo-
se a varredura usualmente na direcdo catédica de potenciais. A reacgao eletrodica

pode ser representada por:

ML, ags + ne” <> M® + nL (4)

A voltametria adsortiva de redissolugcéo catédica (AdCSV) empregando o
HMDE como eletrodo de trabalho € o método mais empregado na determinagao de
Al, Cr e Ni. A determinacédo de Al pode ser realizada na presenca do ligante violeta
de solocromo (SVRS), figura 3A, baseada na deposi¢céo adsortiva do complexo Al-
SVRS na superficie do eletrodo e na redugdo do ligante durante a varredura
catodica dos potenciais [30-32]. Na determinacdo de Cr, o complexo formado com
DTPA (acido dietilenotriamino-pentaacético), figura 3B, é depositado por adsorgao
na superficie do eletrodo e o metal é reduzido durante a varredura catodica dos
potenciais na etapa de redissolugao [33-39]. Na determinacdo de Ni o complexo
formado com DMG (dimetilglioxima), figura 3C, €& depositado na superficie do
eletrodo, o qual é também reduzido durante a varredura catddica dos potenciais na
etapa de redissolucdo. A determinacdo voltamétrica de metais por voltametria

adsortiva na presenca de um ligante organico provoca a deposicdo do metal na
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forma complexada sobre a superficie do eletrodo, além de possibilitar a
determinacado de espécies com altos potenciais de redugdao no HMDE [40-42], a

exemplo do Al.

A) OH HO B) OH /t_|
N— N O c)\ VeV
c N N N c
<O TR
HO H
)
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AN d

c——C

HON ~ N NOH

Figura 3: Estrutura molecular dos ligantes: A) Violeta de solocromo RS
(SVRS); B) Acido dietilenotriamino-pentaacético (DTPA) e C) Dimetilglioxima (DMG).

O Violeta de solocromo RS (SVRS) é encontrado usualmente na forma de
4cido livre. E um solido cristalino (massa molar 366,33 g) de coloracdo vermelho e
facilmente soluvel em agua, originando uma solugdo também vermelha em
pH <7 [43].

O SVRS tem sido bastante usado em técnicas voltamétricas para a
determinacdo de diversos metais [44-46]. Os primeiros a sugerirem a utilizagéo
deste ligante foram Willard e Dean [46], referindo que o complexo Al(llI)-SVRS, em
pH 4,7, necessita de 5 horas para se formar em temperatura ambiente, 5 minutos a
50°C e 2 minutos a 60°C, Locatelli [44], em um de seus trabalhos, considerando que
a reacao entre o Al(lll) e o ligante apresenta uma cinética lenta, sugeriu o
aquecimento das solugdes por 10 minutos em temperatura de 90°C antes de cada
determinagao voltamétrica.

O acido dietilenotriaminopentaacético (DTPA) é um sdlido branco de
aparéncia cristalina possui formula molecular C14H23N301¢ (massa molar 393,35 g) e
€ soluvel em agua. A dimetilglioxima (DMG) em forma de sal di-sédico 8-hidrato, por
sua vez, possui fomula molecular C4HgN2Na0,.8H,0 (massa molar 304,21 g), é

também um sdélido branco, soluvel em agua e inodoro.
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2.3.2 Voltametria de redissolugcdo anddica

A voltametria de redissolugdo anddica (ASV) é muito utilizada para a analise
de ions metalicos — como zinco, cadmio, chumbo, cobre e talio — através da
deposigao catdédica. Para que esta analise ocorra no eletrodo de gota pendente de
mercurio (HMDE) é necessario que os metais sejam soluveis no mercurio (Hg), pois
durante a etapa de pré-concentragdo dos metais forma-se um amalgama do metal
com o Hg, ou seja, os metais sao reduzidos no mercurio. A reagado que ocorre entre

o analito e o eletrodo pode ser representada por:

M™ + né + Hg = M(Hg) (5)

Onde, M= metal, por exemplo: Zn e Cd.

Terminada a etapa de deposi¢gao do metal na gota de mercurio, a agitagdo da
solucao é encerrada e o potencial € entdo varrido anodicamente, na forma de pulso
diferencial, ocorrendo assim a redissolugao do metal, ou seja, ocorre a oxidagdo dos

metais para a solugao [47, 48]. A redissolucao é representada na equagao abaixo.

M(Hg) > M™ + ng (6)

A ASV pode ser vantajosa para quantificar tracos de metais em amostras de
EPO considerando os seguintes aspectos: 1) a possibilidade de determinacgdes
simultaneas; 2) a alta sensibilidade obtida com os métodos de redissolucdo e 3) o
baixo custo do equipamento em comparag¢ao as medidas por outros métodos como,

por exemplo, os métodos espectroscopicos [47, 49].
2.3.3 Anédlise sequencial por voltametria
Diversos métodos analiticos sao utilizados para a determinagdo quantitativa

de tracos de metais pesados em amostras ambientais, alimenticias e farmacéuticas

tais como os métodos espectroscopicos e eletroquimicos [47].
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Uma outra vantagem na determinacdo de metais por voltametria é a
possibilidade de realizar a analise em sequéncia, ou seja, realizar a determinagao de
varios metais utilizando-se a mesma amostra através de métodos voltamétricos
diferentes sequencialmente.

A possibilidade de realizar analise sequencial de metais por voltametria é
ampla e vem sendo estudada mais recentemente. Como exemplo, um estudo
realizado por Colombo e Van Den Berg [50] mostrou a possibilidade de realizar
analise simultdnea de seis metais (Cu, Pb, Cd, Ni, Co e Zn) em amostras de agua do
mar através da voltametria de redissolucao catddica (CSV) utilizando uma mistura de
ligantes (dimetilglioxima e 8-hidroxiquinolina), apesar de ser uma analise simultanea,
e ndo sequéncial. O trabalho foi realizado com mistura de ligantes e o estudo
resultou em vantagens como a reducdo do tempo de analise e da quantidade de
amostra utilizada.

Em estudos mais recentes, a metodologia de analise em sequéncia esta
sendo cada vez mais empregada. Como exemplo, tem-se os estudos realizados por
Melucci e Locatelli [51] para determinacéo de Zn, Cr, Cu, Sb, Sn e Pb por voltametria
de redissolugao anddica de onda quadrada (SWASV) seguida pela determinagcao de
Fe, Mn e Mo por voltametria de onda quadrada (SWV) em amostras de alimentos
utilizando solucdo de citrato de aménio dibasico 0,1 mol L™ (pH 6,9 e 8,7) como
eletrdlito suporte. A determinagao sequencial realizada por Locatelli [52] de Pd, Pt e
Rh por voltametria adsortiva de redissolugdo de onda quadrada (SWAdSV) seguida
pela analise de Pb por SWASV em matrizes ambientais como, sedimentos, solos e
agua utilizando tampao acetato (pH 3,5) com dimetilglioxima, solucdo de HCI
0,3 mol L' e formaldeido com hidrazina como eletrdlitos suporte sdo outros
exemplos de trabalhos [53-55] que ressaltam como os estudos em analise
sequéncial por voltametria estdo sendo cada vez mais desenvolvidos.

No presente trabalho, propde-se o desenvolvimento de analises em
sequéncia utilizando voltametria de redissolu¢cdo anddica (ASV) e voltametria
adsortiva de redissolugao catdodica (AdCSV). A proposta do procedimento em
sequéncia permite que de forma simples e rapida se efetue a determinacao de varias
espécies metalicas sequencialmente, sem a necessidade de se proceder a grandes
alteragdes nos procedimentos. Portanto, através de alguns ensaios ha uma tentativa

de implementar um procedimento analitico para determinacéo sequencial de Zn, Cd,
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Pb, Cu e Tl aplicando-se ASV combinada com AdCSV para determinacao de Al, Fe

e Ni com eletrodo de mercurio de gota pendente (HMDE) em amostras de EPO.

2.4 Decomposicao de amostras utilizando lampada de Hg de alta presséo

A matéria organica presente na amostra interfere na determinacdo da
concentragdo de metais por voltametria de trés maneiras: 1) pela formagéo de fortes
complexos com metais, os quais ndao sdo detectados durante a analise da amostra,
levando a quantificacdo apenas da fragdo eletroquimicamente labil; 2) competindo
com o metal pela superficie do eletrodo, diminuindo assim a intensidade do sinal do
analito ou provocando o aparecimento de sinais interferentes; e 3) a propria matéria
organica pode sofrer redugdo ou oxidagao eletroquimica, aumentando a corrente
residual a ponto de impedir a execucdo da analise. Assim, a transformacgao dos
complexos organicos torna-se uma etapa fundamental na analise total de metais por
voltametria [56, 57].

Por esta razdo, a preparacdo adequada da amostra, em particular a
eliminagao da matéria organica, é de grande importancia no método analitico.

A expressao pré-tratamento da amostra indica o conjunto de 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 determinagao do(s) analito(s) e realizar sua quantificagdo o quanto mais
precisa e exata [57].

Um dos meétodos mais eficientes empregado para a liberagdo de metais
ligados a matriz organica, envolve a irradiagdo da amostra com radiac&o ultravioleta
(digestdo UV) por um determinado tempo. A destruicdo da matéria orgéanica pela
radiacdo UV é bem conhecida. Agua e ar sdo comumente desinfetados usando
ldampadas de mercurio. Elas também tém sido usadas na esterilizagdo de varios
objetos, agua em industrias de cosméticos, industrias eletrbnicas,
piscinas, etc [59, 60].

Os mecanismos de decomposi¢ao da matéria organica por radiagcdo 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 decompdem depois da absorcdo da radiacdo na regido UV de
180-250 nm [61].
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Processos como fotooxidagao envolvendo UV, similares aos que ocorrem na
natureza, também sao usados na decomposi¢cao industrial de substancias toxicas,
em tratamentos de aguas residuais urbanas e industriais e na produgcdo de agua
ultrapura para analise de tracos [62].

A Figura 4 ilustra algumas classes de compostos que podem ser
decompostas pela agcao da radiagao UV e seus produtos de decomposicao finais

formados em solugéo [63].

I Componentes da amostral | Produtos finaisl

O,

| Tensoativos

Cianetos

:

Cl-

[

Pesticidas

Hidrocarbonetos
aromaticos e alifaticos

Figura 4: Classes de compostos que sofrem decomposigao pela radiacao UV.

Cerca de 40 e 80% da matéria organica presente em amostras de aguas
naturais € formada por compostos humicos, que sdo macromoléculas de estrutura
complexa e composicdo elementar variavel. Grupos croméforos com acidos
carboxilicos e estruturas aromaticas sao abundantes nos compostos humicos,
que absorvem fortemente a radiacdo  ultravioleta e podem atuar como
fotossensibilizadores [64]. Os fotossensibilizadores sdo moléculas que quando
excitadas transferem sua energia de excitacdo para outras moléculas presentes em
solugdo, podendo formar espécies altamente reativas como o radical hidroxila (HO®),
perdxido de hidrogénio (H,0,), oxigénio singlete ('0,), ion superdxido (O), elétron
hidratado (&nq) e radicais alquilperoxido (RO,"). Estas novas espécies podem
fotooxidar os préprios fotossensibilizadores, como também outros compostos
organicos presentes em solugdo. Portanto, na presengca de uma fonte continua e
intensa de radiagado ultravioleta a fotodegradagdo da matéria organica pode ser

bastante rapida e eficiente [61, 65]. A adi¢do de H,0, em solucdo pode funcionar
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como uma fonte de oxigénio molecular e de radicais hidroxila, que sao produzidos a

partir da decomposic¢ao fotoquimica do H,O, [66-68].

2.4.1 Espécies formadas na interacédo entre H,O; e aradiacdo UV

Oxigénio singlete

A acéo da radiagdo UV sobre moléculas de oxigénio muda seu estado de
energia do estado fundamental O, (triplete) para o estado excitado 'O, (singlete),
que € gerado possivelmente em comprimentos de onda (L) igual a 366 nm. Este
processo ocorre na presencga de fotossensibilizadores [61].

Kautsky e Murray [69] foram os primeiros a proporem um mecanismo de
oxidagdo no ambiente natural: a energia da luz solar absorvida pelos
fotossensibilizadores é transferida para as moléculas de O, e as moléculas 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 e Hoigné
[70] propuseram a seguinte descricado quimica dos possiveis processos que ocorrem

durante a absorgao de energia na regidao UV:

S+hv > S+ 0, > '0,+ S 7)
'0, » 0, (8)

0, + A 5> 0, + A (9)
'0, + A - produtos (10)

onde, S e S sio fotossensibilizadores no estado fundamental e excitado,
respectivamente, e A é o composto aceptor de energia. A reagao (7) mostra como os
fotossensibilizadores participam no processo, a reagao (8) mostra a extingao fisica
de moléculas de oxigénio excitado pela agua, e a reacao (9) mostra a extingao fisica
de moléculas de oxigénio por um aceptor organico, por exemplo, furfuril alcool sendo
que a reagao (10) mostra a reagao quimica com A.

O 'O, é altamente reativo; seu tempo de meia vida é cerca de 2 ps e seu
estado regular de concentragdo ['O] é cerca de 1072 mol L™. Merkel e Kearns [71]

mostraram que ha uma relagao linear entre esta concentracdo e a concentragao de
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carbono organico dissolvido (DOC), confirmando o mecanismo proposto para a
formacao de '0».

Os autores citados também investigaram a influénica do pH na velocidade da
reagdo do 'O, com um aceptor A (a reagdo de oxidacdo do furfuril alcool). Na faixa
de pH especifica para aguas naturais eles ndo encontraram nenhuma dependéncia
entre o pH e a velocidade de fotooxidagdo, mas para solugcdes basicas (pH>8) a
velocidade da fotooxidagdo diminui. Todos estes dados indicam que o 'O, é um
importante produto intermediario da decomposicdo de substéncias orgéanicas

provenientes de fontes naturais e de ambientes poluidos.
Radicais superéxidos e radicais alquilperoxidos

O primeiro produto da redu¢do de uma molécula de O, é um ion superéxido
(O2), que é instavel em solugbes aquosas e rapidamente se decompde a H,O, e O,
[72]. Alguns autores sugerem um possivel mecanismo para a formagcao deste ion.
Sabe-se que acidos humicos contém quinonas e semi-quinonas, que se tornam
excitadas quando absorvem radiagado UV. Estas entdo reagem com moléculas de O,
a ions O,”. Estes ions podem participar na decomposicao de alguns poluentes, por
exemplo, na decloragao fotoquimica do metéxi-cloro.

Substancias humicas absorvem fétons na regido UV e na regido visivel do
espectro até 500 nm. A energia absorvida faz com que varios processos
fotoquimicos possam ocorrer na faixa de 58-98 kJ mol™. Em particular, varias
espécies reativamente capazes de transformar uma grande variedade de
combinagdes organicas podem ser produzidas. O interesse pelo comportamento
fotoquimico de substancias humicas se da pela sua capacidade de agir como
agentes de degradacao de poluentes através da fotoindugédo. Aguer e colaboradores
[64] identificaram algumas espécies reativas geradas por excitagdo fotoquimica de
substancias humicas como, elétrons solvatados, radicais hidroxila, oxigénio singlete
e triplete.

O radical alquilperoxido RO," representa um tipo de radical formado em
solugdo aquosa contendo matéria organica durante a irradiagdao ultravioleta. A
fotooxidacdo do isopropilbenzeno (cumeno) e piridina em solugdes aquosas, por

exemplo, fornece produtos caracteristicos de reagdes com radicais alquilperoxidos
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(RO") e hidroxilas (HO®). A concentragdo RO, e HO® formados pode ser estimada
em média de 10° e 107" mol L respectivamente. Essa concentracdo de RO, é
suficiente para que o processo de oxidagdao continue em outras classes de

substancias quimicas reativas presentes no meio [59].

Radicais hidroxila e peroxidos

A formacdo de radicais HO® e sua subseqliente reagdo com a matéria
organica € uma das formas naturais de biodegradagdo de compostos.

A formacao de peréxido de hidrogénio pode acontecer em sistema aquatico
através da interagc&o da radiagao ultravioleta do sol e de carbono orgénico dissolvido
(DOC) neste sistema. Quando a radiagdo UV é absorvida por DOC, forma um
superdxido que reage consigo e produz peréxido de hidrogénio [67]. Cooper e
colaboradores [73] sugeriram uma forma simplificada e tedrica para o possivel

mecanismo de formagao do H,0,:

'DOC - radiagdo UV — 'DOC* - ISC

— +°DOC* (11)

*DOC* + O, > DOC** + 0, (12)
HO, + HO; — Hy0, + O, (13)

HO, + O™ + H,O — HyO0, + O, + OH (14)

Um estado inicial de DOC ('DOC) é excitado por radiagdo UV a um estado
singlete (;'DOC*) e através de um intersistema cruzado (ISC) é transformado ao
estado triplete (+°DOC*) (equacdo 11). Este estado triplete pode reagir com oxigénio
molecular formando superoéxido (O2*) ou seu acido conjugado HO, (equacao 12) que
reage com ele mesmo formando H,O, e O, (equacao 13). Por ultimo, a interacado de
HO, e O, resulta na formagao do OH e ainda H,O, e O, (equacao 14) [67, 73].

A adigéo de H,0, em solugcdo pode funcionar como uma fonte de oxigénio
molecular e de radicais hidroxila, que s&o produzidos a partir da decomposi¢ao
fotoquimica do H,0,[62, 66, 67].

Os processos de mineralizagao usados em laboratérios tém feito uso de um

método direto para geracao de radical hidroxila (HO®) de alta reatividade através da
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fotoclivagem do perdxido de hidrogénio por meio de irradiacdo UV. O processo
H,0,/UV forma radicais HO® durante a irradiacdo UV pela adicdo de H,O e H,0, a
solucdo da amostra, podendo levar a degradagdo completa e a conversdo a
CO2; e H;O e sais inorganicos da maioria dos compostos organicos ali
presentes [63, 66, 74].

A fotdlise do H,O, e da H,O pela radiagdo UV gera os radicais hidroxila
(reacdo 15 e 16) que agem degradando a matéria organica e formando compostos
minerais mais simples (reacdo 17) como possiveis produtos finais de
degradacgéo [63, 65, 75]. Quando o H,O, esta em excesso pode ocorrer uma reagao
paralela, que diminui a razdo de degradagcdo da matéria organica (reagdo 18)
formando o radical menos reativo hidroperoxil (HO"). Isso ocorre porque o H,O, em

excesso age capturando radicais hidroxilas [60, 74].

H,O, + hv > 2 HO® (15)

H,O + hv > H" + HO® (16)
R—H + HO" = Produtos finais (COs*, H,0, NOs~, CI")  (17)
HO" + H,0, > HO,* + H,0 (18)

Os radicais HO® formados possuem um alto potencial de oxidagéo (+ 2,8 V) e
podem, com isso, provocar a oxidacdo de um grande numero de moléculas
organicas [60, 62, 74]. Esta reacdo pode ocorrer através de trés mecanismos
distintos: abstragdo de hidrogénio (reagédo 19), transferéncia de elétrons (reagao 20)
e adicdo radicalar (reacdo 21). Os radicais secundarios formados durante estas

reacdes podem novamente reagir com outros compostos [63].

ClsCH + HO® © CIsC’ + H,0 (19)
COs> + HO > COs ~ + OH (20)
H

© +HO" > ©/\OH (21)

Estudos com o peréxido de hidrogénio na degradagao fotocatalitica de
contaminantes orgéanicos apresentam efeitos positivos e negativos. Muitos estudos

informam que o perdxido de hidrogénio poderia aumentar a velocidade de reagéo ou
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causar efeitos de inibicao dependendo da concentracédo das solugdes de reagao. Os
resultados de todos esses estudos sugerem que o efeito do perdxido de hidrogénio é
uma fungdo de muitos parametros inter-relacionados, incluindo as propriedades de
radiacdo (comprimento de onda, intensidade), pH da solugao, propriedades fisico-
quimicas dos contaminantes e a fracdo molar de oxidante em relacdo ao
contaminante [64, 66, 67, 76].

O H»0, é o mais simples dos perdxidos, sendo um importante precursor em
sintese quimica [62]. E também um componente fundamental de diversas
tecnologias de oxidagdo quimica incluindo Fenton, foto-Fenton [77], radiacdo UV
baseada em oxidagdo quimica, processos polioxometalicos e oxidagao baseada na
transicao de metal de mais alta valéncia. Além disso, € composto apenas de atomos
de hidrogénio e oxigénio e sob condigdes apropriadas pode produzir compostos
desejaveis ambientalmente, tais como agua e ions hidroxila. A maioria dessas
aplicagdes focalizam a destruicdo de contaminantes orgénicos em agua usando
radiacdo UV (artificial) ou iluminagdo solar [78-80]. Persulfato, peroximonosulfato,
periodato e outros oxidantes também s&do usados, mas o peroxido de hidrogénio é
ainda o mais empregado [81]. Efeitos benéficos da adigdo de perdoxido de hidrogénio
foram registrados no tratamento fotocatalitico de matéria organica dissolvida (DOM)
em efluente de celulose e industria de papel, diversos pesticidas e outros
contaminantes organicos [82].

O sinergismo atribuido ao perdxido de hidrogénio atribui-se ao fato de ele ser
um aceptor de elétrons melhor do que o oxigénio molecular bem como a geracgao de
radicais hidroxila adicionais pela reacédo correspondente. Consequentemente, adicao
de peroxido de hidrogénio resultara em efeito duplamente positivo: aumento da
concentragdo de sitios disponiveis de oxidacdo (aumento da geragcédo de radicais
hidroxila) e formagao de radicais hidroxilas adicionais devido a redugao pelo H,O, da
conducdo da banda do elétron. Por outro lado, uma grande quantidade de perdxido
os radicais hidroxila provocam.

A influéncia da adicdo de H,O, sobre a eficiéncia da mineralizagdao UV tem
sido estudada para muitos compostos em solugdo [83-85]. Um método de
decomposicdo frequentemente usado consiste em acidificar (pH 2) amostras
mineralizadas contendo H;O, e a posterior fotooxidagao. Inicialmente, este método

foi usado para a determinacédo de carbono orgéanico dissolvido onde o CO, formado
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foi medido por Espectroscopia de Infravermelho (IR). O resultado demonstrou que a

decomposicdo de substancias organicas € quantitativa. Um efeito adicional da

acidificacao € a dissociagcdo de complexos de compostos organometalicos labeis.
Nitratos e nitritos ocorrem em aguas naturais e podem também ser fonte de

radicais HO®:

NOz + H20 + hy — NO + OH + HO" (22)
NO3 + H20 + hy — NO, + OH + HO® (23)

Kotzias e colaboradores investigaram a velocidade de decomposicdo de
varios compostos organicos modelo dissolvidos em agua e irradiados. Eles
compararam as velocidades constantes de reagdes de fotooxidagdo em agua pura e
em agua contendo nitratos e nitritos. Na presenga destes ions, a decomposicédo de
4-nitrofenol foi 13 vezes maior na presenca de nitritos € 5 vezes maior na presenca
de nitratos. Assim, a presenga de ions nitrito reduz o tempo necessario para uma
decomposicdo de compostos organicos contidos na solugdo examinada, que
recomenda o uso de acido nitrico na mineralizagédo de amostras naturais [86].

Comparativamente a outros métodos de decomposicdo de amostras, a
irradiacdo UV consiste em um método extremamente eficiente e que reduz a um
minimo a possibilidade de contaminagdo da amostra, devido ao baixo consumo de
reagentes. Dependendo da poténcia da fonte de radiagdo UV empregada no
processo, 0 uso de agentes oxidantes convencionais e de meios agressivos

contendo misturas acidas pode ser completamente suprimido [87].

2.4.2 Lampadas como fonte de radiacdo UV

Os comprimentos de onda da radiacdo UV estendem-se de 40 a 400 nm e
podem ser divididas em: UV A (400-315 nm), UV B (315-280 nm) e UV C
(<280 nm) [61].

Como pode ser observado na figura 6, o espectro do mercurio € rico em

linhas na faixa de comprimentos de onda do ultravioleta.
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Figura 5: Espectro UV-Vis da lampada de mercurio.

A energia de transicdo de atomos de Hg do estado menos excitado (6 °P)
para o estado fundamental (6 1So) corresponde ao comprimento de onda de
253,7 nm, que € uma linha de ressonancia. O mercurio € um elemento relativamente
inerte, ndo reage com o material do eletrodo e nem com o material do bulbo [55].

Além de vapores de mercurio, as lampadas de mercurio contém gas nobre,
geralmente argbnio (Ar). Embora esse nao participe diretamente na geragao do féton
ele contribui para o aumento do numero de correntes transportadoras de elétrons e
ions. Numa colisdo 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 equagoes:

- durante a igni¢ao na lampada:

é+Ar—>Arr+eée
Ar'+Hg - Hg '+ Ar+ &
- durante o funcionamento da lampada:
é+Hg—>Hg ' +é
Hg'+&é >Hg'+2é
Quando os elétrons nao transferem energia suficiente para a reagéao ocorrer

num Unico passo, o processo de ionizagao acontece num passo discreto.
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- nas lampadas com maior pressao de vapor:
Hg'+ Hg® —> Hg,' + &
Hg®+ Hg®* > Hg" + Hg + &

Um parametro caracteristico das lampadas de mercurio e freqientemente
utilizado para dividi-las em dois grupos é a pressdo de vapor do Hg. Portanto,
ldampadas de mercurio sao divididas em: lampadas de baixa presséo (presséo de Hg
0,1-1 Pa (10° = 10 Torr)) e lampadas de alta pressao (pressdo de Hg > 0,1 MPa (1
atm)). Entretanto, pode-se ainda detalhar mais esta divisdo separando em lampadas
de média pressao (cerca de 0,1 MPa ) e lampadas de alta pressao (cerca de 10
MPa). A fotdlise do H,O, por lampada de mercurio de alta presséo, por exemplo,
ocorre devido a reagdo de fétons de Hg de comprimentos de onda de 302 a
313 nm [87, 88].

Lampadas de baixa presséao

Este tipo de lampada de Hg é em forma de um longo tubo feito de vidro. As
lampadas tem 1 m de comprimento de 15-40 mm de didmetro. No final de cada
ldampada 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 operagcado 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 ressonancia a 253,7 nm da transigdo 6 °P; — 6 'Sy e a linha 184,9 nm
correspondendo a transicdo 6 'Py — 6 'S,.

As lampadas de baixa pressao tem um tempo de operagdo longo de 5000-
10000 h, embora, o uso freqliente da lampada o torne menor. Sua poténcia maxima
€ de 60 W. A eficiéncia de uma lampada de baixa pressao em transformar energia
elétrica em irradiagdo por ressonancia depende da: temperatura, pressdo do gas
nobre, geometria da lampada, intensidade e frequéncia de uso. A eficiéncia de
lampadas de baixa pressao fica na faixa UV C de radiagao, equivalente a 40%.

Um tipo especial de lampada de baixa pressao € a chamada lampada de luz

negra fluorescente. As paredes dentro da lampada sao revestidas com substancia
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fluorescente, por exemplo fésforo (P), que absorve a radiagdo de 254 nm e emite a
radiacdo em torno de 365 nm. O material de vidro usado para as paredes nao
transmitem a radiagdo de comprimentos de onda menores, mas permite a radiagao
de comprimentos de onda maiores passar através dele. Este tipo de lampada é
freqUentemente aplicada para oxidagao fotocatalitica de substancias organicas em

solugdes com TiO, como catalisador.

Lampadas de média e alta presséao

Estas lampadas sdo mais curtas e menores que as lampadas de baixa
pressdo com igual poder. Elas tém 10-150 cm de comprimento e 10-40 mm de
diametro. Ladmpadas mais curtas também sao produzidas e sdo usadas para
aplicacdes especiais.

O plasma a temperatura de operagao da lampada contém um certo numero
de atomos excitados. As transigbes destes niveis somam-se a energia irradiada. O
espectro da lampada de média pressédo € mais rico que o espectro da lampada de
baixa pressdo. Além das linhas de emissao uUnica, também contém uma emissao
continua, especialmente na faixa UV C. A relagcdo entre a energia consumida pela
ldampada e suas contribuigbes para cada faixa UV s&o 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%
sdo convertidos em radiacéo visivel e 35% em radiagdo térmica (IR e radiagdo das
paredes da lampada). O restante (20%) € perdido no processo de condugao de calor
nos eletrodos. O tempo de operacgao deste tipo de lampada é cerca de 2000 h.

Estudos mais recentes demonstram progressos nas aplicagdes das lampadas
de mercurio de alta pressao principalmente na area industrial. Um estudo realizado
por Morimoto e colaboradores [88] mostra alguns tipos de ldmpadas normalmente
usadas na demanda industrial como, a lampada de super-alta pressao 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 microequipamentos Opticos e na fabricacdo destes
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equipamentos. As lampadas de super-alta pressao s&o uteis e usadas em processo

de foto-litografia e em semicondutores utilizados em processos industriais.

2.4.3 Aplicagao daradiagdo UV na determinag&o de metais

Para a determinagcao voltamétrica dos metais de interesse em amostras
complexas, onde as espécies podem estar ligadas a compostos orgéanicos (a
exemplo dos medicamentos como a EPO), uma etapa de pré-tratamento da amostra
envolvendo a liberagdo do metal para a sua posterior determinacéo por voltametria
de redissolucao se faz necessaria.

O uso da irradiagao ultravioleta para a decomposicdo de matrizes organicas
surgiu entre a década de 1960 e 1970. A aplicagdo da fotooxidagdo UV como uma
etapa preliminar para a determinagcado de metais (Hg) foi feita em 1975 por Frimmel e
Winkler. Estes registros originaram o estudo sobre a digestao UV, especialmente por
eletroanalistas, que determinaram a concentragcdo de metais em aguas por
voltametria [83].

As condigdes de digestdo por radiacdo UV dependem do elemento a se
determinar, o método de determinacgao a ser utilizado, e o tipo de amostra [51, 55]. A
determinagao de metais requer amostras homogéneas, para as quais a digestao UV,
como uma etapa preliminar na analise de metais, pode satisfazer esta exigéncia.
Para quase todos os metais o processo de mineralizacdo € feito usualmente em
meio acido para evitar a precipitacao de sais.

A voltametria e a espectrometria de absorcdo atdbmica sdao amplamente
utilizadas como técnicas de determinacao de metais. Para ambos os métodos de
determinacgdo, a amostra tem de estar homogénea; para a voltametria também deve
estar completamente mineralizada, enquanto que para a técnica de AAS a amostra
pode estar parcialmente mineralizada [61].

Achtenberg e Van Den Berg [65] utilizaram digestdo UV “in line” na analise de
matéria orgéanica dissolvida (DOM) para posterior determinagcdo de metais tragos em
amostras naturais. A destruicido da DOM é necessaria para liberar os metais tracos
que estdao complexados organicamente e para remogao dos surfactantes organicos
interferentes. A digestdo UV de agua do mar da costa e oceanica alcangou completa
liberacdo dos metais (Cu®* e Ni**) a partir dos complexos organicos e destruicdo dos

surfactantes interferentes (no caso da determinagdo do Cu?*, Ni** e Cr¥). As
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condigdes otimizadas da digestdo UV inclui a presenga de oxigénio, H20O, (9 mM de
Ni?* e Cu®") e tratamento a elevadas temperatura (~70°C) em amostras com tempo
de digestao 150-175 s. As condigdes otimizadas da digestdo UV para conversao de
Cr’* a Cr®" antes da determinacdo voltamétrica de Cr total inclui adicdo de H,O;
3,5 mM, temperatura elevada (~85°C) e tempo de 150 s.

Em resumo, durante a irradiagdo da amostra com uma fonte de radiagdo UV
(lampadas de mercurio), ocorrem reagdes fotoquimicas geralmente do tipo radicalar
e baseiam-se na formagéo do radical hidroxila (HO®), um agente oxidante altamente
reativo capaz de romper ligagbes de carater covalente e induzir a mineralizagao
completa dos compostos orgénicos presentes na amostra e a subsequente liberagéo
do cation metalico na solugdo [49, 59, 65]. Além disso, este procedimento
proporciona uma redugéo significativa no tempo de mineralizagdo e nas quantidades
de reagentes empregados [84].

A decomposi¢cao com radiagdo UV realiza uma associagdo muito vantajosa
com as técnicas voltamétricas, no pré-tratamento de amostras de aguas. O renovado
interesse registrado na ultima década fez com que a radiagdo UV fosse levada em
conta como uma técnica de abertura de uma gama mais ampla de amostras também
para métodos com deteccao eletroquimica [57]. Sdo exemplos de aplicagdo da
digestao por irradiagdo ultravioleta, como método de pré-tratamento, com posterior
determinagao voltamétrica a analise de metais como Zn®*, Cd"*, Pb**, Cu?®*, Co** e
Ni** em amostras de aguas de origem ambiental, bem como em efluentes de
industria galvanica [85], cobre em amostras de aguas naturais e Zn?*, Cd'*, Pb*'e

Cu?* em amostras de agua e sangue total [89].
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Instrumentacao
- Polarografo 693 VA Processor (Metrohm) e 694 VA Stand (Metrohm);
- Eletrodo de referéncia — Ag/AgCI/KCI 3 mol L™;
- Contra eletrodo — Platina;
- Eletrodo de trabalho — HMDE (eletrodo de mercurio de gota pendente);
- pHmetro digital (Digimed — DM 20);
- Banho termostatizado (Colora);
- Balanga Analitica Sartorius com precisao de 0,1 mg;

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

- Digestor UV Metrohm (Modelo UV 705) com lampada de mercurio de alta pressao
(500 W) com tubos de quartzo;

- Digestor UV (fabricagao prépria) com lampada de mercurio de alta pressao (400 W)

com tubos de quartzo;
3.2 Reagentes e Solucdes
Todas as solugbes foram preparadas com agua destilada, deionizada e

purificada em um sistema Milli-Q (resistividade de 18,2 MQ cm™) e todos os

reagentes utilizados foram de grau analitico.
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Al(NO3)3.9H,0, Ni(NO3),, H202 30% (m/v), NaOH, NaNOs;, NaCHs;COO e
dimetilglioxima (Merck, Darmstadt, Alemanha);

HCI 37% (m/v) e H,SO4 98% (m/v) (Synth);

Violeta de Solocromo RS (SVRS) e acido dietilenotriamino-pentaacético
(DTPA) (Acros Organics, New Jersey, USA);

Acido acético (Quimex);

Cr(NO3)3.9H,0, HNO3 destilado e NH3 (Vetec).

A solugdo padrdo estoque de Al 1000 mg L' em HNO;s 0,5 mol L foi
preparada em baldo volumétrico de 50 mL adicionando 13 mL de agua ultrapura +
1,6 mL de HNO3; + 0,6947 g do sal AI(NO3)3.9H,0O e completando o volume com
agua. O mesmo procedimento foi utilizado para preparar a solugdo padrao estoque
de Cr (lll) 1000 mg L realizado a partir da dissolugcdo em agua ultrapura e HNOs de
0,3848 g do sal Cr(NO3)3.9H,O em baldo volumétrico de 50 mL. A solugdo padréo
estoque de Ni (Il) 1000 mg L™ também foi preparada pelo mesmo processo descrito
acima a partir da dissolugdo em agua ultrapura e HNO3; de 0,1557 g do sal Ni(NOs),

para um volume de 50 mL.
3.2.1 Determinacé&o de Al

- Solugéo tampéo acetato pH 4,6 (acido acético 2 mol L™+ NH3 1 mol L'1) preparada
em baldo volumétrico de 50 mL pela mistura de 5,55 mL de acido acético + 3,7 mL

de NH3; em agua ultrapura;

- Solucdo de violeta de solocromo (SVRS) 2 mmol L™ em agua ultrapura (0,0366 g

de SVRS em baldo volumétrico de 50 mL);

- Solugdo padrao estoque de Al 1000 mg L' preparada a partir do sal
Al(NO3)3.9H,0;

- Solugao padrdo Al-SVRS 1 mg L™ preparada diariamente pela mistura de 10 mL de
agua ultrapura + 10 yL de Al 1000 mg L' + 100 pL de tampao acetato pH 4,6 +
1 mL de SVRS 2 mmol L™ (aquecido em banho termostatizado a 40 °C por
10 min).
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3.2.2 Determinacao de Cr
- Eletrdlito suporte preparado pela mistura de DTPA 0,05 mol L' + NaNO;
2,5 mol L' + acetato de sédio 0,2 mol L' em agua ultrapura e em baldo

volumétrico de 100 mL (1,6406 g de NaCH3;COO + 1,9667 g + 21,2 g de NaNO3);

- Solugdo padrdao estoque de Cr 1000 mg L' preparada a partir do sal
CF(NO3)3.9H20;

- Solugao de NaOH 25% (m/v) em agua ultrapura e em baldo volumétrico de 50 mL
(12,5 g de NaOH);

- Solugdo padrdo de Cr 1 mg L' preparada diariamente pela diluicdo de 10 pL da

solucdo padrao estoque de Cr 1000 mg L' em 10 mL de agua ultrapura.

3.2.3 Determinacéo de Ni

- Solugao padréo estoque de Ni 1000 mg L™ preparada a partir do sal Ni(NO3)y;

- Solugao tamp&o amédnio pH 9,5 preparada pela mistura de acido cloridrico 1 mol L™
+ hidréxido de aménio 2 mol L' em agua ultrapura e em baldo volumétrico de

100 mL (22,5 mL de NH3 + 10,6 mL HCI);

- Solugédo de dimetilglioxima 0,1 mol L™ preparada pela dissolugdo de 0,29 g de

dimetilglioxima em 25 mL de etanol;

- Solugéo padrao de Ni 1 mg L™ preparada diariamente pela diluicdo de 10 pL da

solugéo padrao estoque de Ni 1000 mg Lem 10 mL de agua.
3.2.4 Irradiacao de amostras com lampada de Hg
- H,SOq4 diluido em agua ultrapura na proporgéo 1:10;

- Peréxido de hidrogénio 30% (m/v) purificado.
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3.2.4.1 Purificacdo do peroxido de hidrogénio

O H;O, P.A. apresenta uma elevada contaminagdo de alguns metais,
principalmente ferro, zinco, cadmio, chumbo e cobre. Assim, fez-se necessario a
purificagdo do mesmo empregando-se uma resina catiénica na forma Na®.

Para a purificagao do perdxido de hidrogénio, pesou-se 5 g da resina Dowex
50 x 4 (50-100 mesh) (Fluka, Alemanha), a qual foi acondicionada em uma coluna
de vidro, com 300 mL de solugéo de cloreto de sédio (Merck, Alemanha) 1 mol L™,
numa vazdo de 2 mL min™", com a finalidade de substituir os ions H* por Na*. O pH
em torno de 5,5 da solugdo eluida da coluna indicou o término da troca idnica.

Ao passar o peroxido de hidrogénio pela coluna catibnica, ocorreu a troca dos
ions da solugéo pelos ions Na*. O peroxido purificado foi armazenado em frasco

ambar.
3.3 Controle da contaminacgéo

Para garantir uma superficie livre de contaminagao por Al, apenas materiais
plasticos foram empregados nas analises. Todos os materiais foram deixados por,
pelo menos 48h em solugdo 10% de HNO; em etanol (v/v) e lavados
abundantemente com agua purificada imediatamente antes do uso. Para o Cr e Ni
foram empregados materiais de vidro devidamente descontaminados em solugao 1%
de HNO3; em agua e lavados abundantemente com agua purificada imediatamente

antes do uso.
3.4 Procedimentos analiticos
3.4.1 Determinac@es voltamétricas

Todas as determinagdes voltamétricas foram realizadas em potenciostato
693 Processor (Metrohnm) em conjunto com 694 VA Stand (Metrohm). Os trés
metais estudados no presente trabalho (Al, Cr e Ni) foram determinados pelo
método voltamétrico adsortivo de redissolugédo catédica (AdCSV) empregando o

eletrodo de mercurio de gota pendente (HMDE) como eletrodo de trabalho.
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A determinacgdo do AI** foi baseada na deposicdo adsortiva do complexo
formado entre o Al e o ligante Violeta de Solocromo RS (SVRS) no HMDE em um
potencial de —100 mV e na varredura catédica dos potenciais (40 mV s™') de =100
a —800 mV, onde ocorre a redugdo do ligante no complexo formado. Como
eletrdlito suporte foi usado o tampao acetato pH 4,6 e devido a baixa velocidade
de formagcao do complexo AI-SVRS, as solu¢des de medida (500 uL de EPO +
9,5 mL de agua ultrapura + 500 yL de tampéo acetato pH 4,6 + 250 yL de SVRS
2 mmol L") foram aquecidas a 40 °C por 10 minutos em um banho termostatizado
antes de cada determinacdo. As determinacdes voltamétricas foram realizadas
com as solugdes em temperatura ambiente. Para a adicdo do padrao foi utilizado

uma solugéo do complexo Al-SVRS 1 mg L™.

A determinacdo de Cr®*, por sua vez, foi baseada na deposicdo do
complexo formado entre o Cr** e o DTPA no HMDE em um potencial de —1000
mV e na varredura catédica dos potenciais (20 mV s™) de —1000 a —1450 mV,
onde ocorre a reducdo do cromo no complexo formado. As solugdes de medida
(500 uL de EPO + 9,5 mL de agua ultrapura + 2,5 mL do eletrdlito suporte) foram
ajustadas em pH 6,2 (+ 0,1) pela adicdo de aproximadamente 70 yL de solugéo
NaOH 25% (m/v). Para a adicdo do padrao foi utilizado uma solugéo de Cr 1 mg

L™, preparada a partir da solugdo padréo estoque Cr 1000 mg L.

A determinagdo de Ni?* foi baseada na deposicdo adsortiva do complexo
formado entre o Ni** e a dimetilglioxima no HMDE em um potencial de —700 mV e
na varredura catédica dos potenciais (20 mV s”') de =700 a —1300 mV, onde
ocorre a redugdo do Ni* no complexo formado. As solugdes de medida foram
preparadas utilizando 500 pL de EPO + 9,5 mL de agua ultrapura + 500 uL de
tampao NH4Cl (como eletrdlito suporte) + 100 yL da solugédo de dimetilglioxima.
Para a adigdo do padrao foi utilizado uma solugdo de Ni 1 mg L™, preparada a

partir da solugao padrao estoque Ni 1000 mg L.

3.4.2 Irradiacdo de amostras com lampada de Hg de alta pressao

A eficiéncia da irradiagdo UV em meio acido de H,SO,4 para decompor a
matriz organica das amostras de EPO foi investigada usando diferentes condigdes

experimentais. Os seguintes parédmetros experimentais foram avaliados na etapa de



70

otimizagdo: tempo de irradiagdo UV e quantidade de peroxido de hidrogénio
empregado. Todas as condi¢cdes investigadas foram para um volume final de 10 mL
e a temperatura das amostras foi mantida a 86 + 3 °C durante o processo de
irradiacao.

A influéncia da temperatura sem adicao de H,O, as amostras de EPO, bem
como a influéncia de H,O, adicionado as amostras de EPO sem mudanga de
temperatura (temperatura ambiente) foram investigadas para intervalos tempo de 30
a 180 min.

Para investigar a eficiéncia da agcéo do H,O, na decomposi¢cédo das amostras
de EPO no processo de irradiagao, investigou-se o perfil do espectro de absorgao
molecular do mesmo. Os espectros de absor¢ao molecular foram medidos entre 200
e 750 nm em um espectrofotdmetro UV-Visivel, utilizando uma cubeta de quartzo de
10 mm de caminho éptico. Foram registrados os espectros de absor¢ao molecular
do H,0O, e da amostra de EPO sem irradiacao UV e submetidos a tempos de 0 a 120
min de aquecimento em banho termostatizado a temperatura de 86 + 3 °C. Coletou-
se também espectros de absor¢ao molecular do H,O, submetido a tempos de 0 a
180 min de irradiacdo e um espectro de absor¢do molecular da amostra de EPO
sem aquecimento, sem irradiacdo UV e sem a presenga de H,O,. Utilizou-se agua
ultrapura como branco.

A decomposicdo das amostras de EPO com radiagdo UV foi realizada em
digestor UV 705 (Metrohm) com lampada de mercurio (500 W) de alta presséo a
temperatura de 86 £ 3 °C e em digestor UV com lampada de Hg 400W de alta
pressdo (construgdo propria). O sistema de refrigeragdo do digestor UV 705
(Metrohm) é composto por um ventilador situado na parte inferior do digestor e um
sistema de resfriamento a base de circulagdo de agua, que circula através das

paredes do bloco de aluminio que envolve o sistema (figura 6).



71

€ «— —
C C
a
f 4> - f
I . e — -
d—= | I,

Figura 6: Esquema representativo do digestor (Metrohm) empregado para
irradiagcdo com lampada de mercurio; (a) LAmpada de mercurio de alta presséo; (b)
Ventilador para refrigeragao; (c) Tubos de quartzo com capacidade para 10 mL de
amostra; (d) Entrada de agua; (e) Saida de agua; (f) Canal de circulagdo de agua

para o resfriamento do sistema.

O sistema de irradiacdo UV construido e utilizado neste trabalho consiste dos
seguintes componentes basicos: uma fonte de radiagdo UV de alta poténcia, um
sistema de resfriamento por circulagéo forgada de ar e agua, um termo-regulador
comercial para controle de temperatura, um suporte para 12 tubos de quartzo e um
bloco envoltério a base de aluminio (figuras 8A e 8B). Como fonte de radiagcao UV foi
empregada uma lampada de mercurio de alta press&do com poténcia nominal de 400
W, utilizada em iluminacéao publica. O bulbo da lampada foi exposto pela remoc¢éo do
involucro externo. A lampada com o bulbo exposto foi afixada na parte inferior do
sistema onde esta posicionado o soquete da lampada. O sistema de resfriamento foi
constituido de um cooler posicionado na parte inferior do sistema, o qual é acionado

ou desligado automaticamente pelo sensor de temperatura do termo-regulador
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quando a temperatura excede ou diminui em 0,1 °C o valor estabelecido no display
do termo-regulador. O termo-regulador utilizado, da marca Tholz (modelo MDH),
possui um sensor metalico de temperatura mergulhado em um dos tubos contendo a
amostra. Além da circulagado de ar forcada, o sistema de resfriamento possui um
canal de 0,8 cm de didmetro entre a parte externa e interna do cilindro de aluminio
por onde circula agua (a temperatura ambiente) de forma ininterrupta durante o
processo de irradiagdo. A combinagao dos sistemas de acionamento do cooler e de
circulagdo constante de agua consiste no sistema de resfriamento do sistema de
irradiagcdo. O suporte para 12 tubos de quartzo foi construido e moldado em aco
inoxidavel, com dimensodes precisas de modo que os tubos permane¢am dentro do
sistema circundando o bulbo da Iampada UV. Os tubos de quartzo utilizados foram
obtidos comercialmente (Metrohm) e possuem dimensbdes de 12,5 cm de
comprimento e 1,5 cm de didmetro interno, com capacidade maxima para 10 mL de
amostra. Em uma caixa metdlica, estdo colocados a fonte de alimentagao geral do
sistema com entrada de 110 e 220 V, o reator de 400 W para a lampada de
mercurio, uma fonte estabilizada que alimenta o cooler através de um transformador
de entrada 110-220 V e saida 24 V, a chave liga/desliga da lampada UV e a chave

geral do sistema.
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Figura 7: Representacdo esquematica do digestor desenvolvido:
(A) a) lampada UV; b) soquete da lampada UV; c) ventoinha; d) tubos de quartzo;
e) suporte para os tubos de quartzo; f) entrada de agua; g) saida de agua;
h) circulacdo de agua para o resfriamento do sistema; i) bloco envoltério a base de
aluminio; j) sensor de temperatura; (B) k) cabo do sensor de temperatura; ) cabo de

conexao do digestor com a fonte de alimentacéo.

A irradiacéo UV foi investigada para a decomposi¢ao da matriz organica das
amostras de EPO e para determinagao da concentracao total de Al, Cr e Ni nestas
amostras. A concentracido total de Al foi determinada pelo método de adicédo de
padrdo (n = 3) nas formulagdes de Eritromax® nas diferentes concentragdes de
2.000, 4.000 e 10.000 Ul de EPO e Alfaepoetina® na concentragdo de 4000 Ul de
EPO. A concentracao total de Cr e Ni foi determinada pelo método de adi¢cdo do
padrdo (n = 3) nas formulagdes de Eritromax®, Hemax-Eritron® e Alfaepoetina® todas
na concentracido de 4.000 Ul de EPO.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacao de Al, Cr e Ni em solucdo aquosa

Os métodos para a determinacéo de Al, Cr e Ni foram primeiramente testados
em solugado aquosa utilizando tempo de deposi¢cao de 0 s para concentragcdes de Al
de 10 a 100 pg L' (r = 0,999) e de 1 a 10 pg L™ (r = 0,998) para o Cr. Para o Ni, o
método foi testado utilizando concentracdes de 1 a 10 ug L™ (r = 0,998) e tempo de
deposicado de 90 s. Curvas analiticas foram obtidas apresentando bons coeficientes
de correlacao linear. As figuras 8, 9 e 10 mostram os voltamogramas obtidos para o
Al, Cr e Ni com adi¢gdes crescentes dos respectivos padrbes a ceélula voltamétrica

contendo agua ultrapura e o respectivo eletrélito suporte.

i
ISO nA

[ A ]
a=branco
b=10 ug L
c=20 ug L
d=30 pg L"
e=40 ug L
=50 pg L™
g=60 ug L"
h=80 ug L
i=100 g L

Corrente

(@

-0,1 -0,2 -0,3 -0,4 -0,5 -0,6 -0,7

Figura 8: Sinais voltamétricos de AI’* por AdCSV: adicdes de APP* 10-
100 ug L', T4 =0's, Eg = =100 mV, V = 40 mV s™'. Solugcdo de medida: 10 mL de
agua ultrapura + 500 pL tampao acetato + 250 uL de SVRS 2 mmol L™, (pHiina= 4,6).
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Corrente

-1,0 -11 -1,2 -1,3 -1.4 -1,5

Figura 9: Sinais voltamétricos de Cr** por AACSV: adicées de Cr¥* 1-
10 ug L', T4=0's, Eg = =1000 mV, V = 20 mV s™. Solucédo de medida: 10 mL de
agua ultrapura + 2,5 mL eletrélito suporte (DTPA), (pHfina = 6,2).

Corrente

-0,8 -0,9 -1,0 -1,1

Figura 10: Sinais voltamétricos de Ni** por AdCSV: adicdes de Ni** 1-
10 ug L', Tq=90 s, Eq = =700 mV, V = 20 mV s™. Solucédo de medida: 10 mL de
agua ultrapura + 500 yL de tampao NH4Cl + 100 uL da solucédo de dimetilglioxima
0,1 mol L™, (pHsina= 9,5).
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O principio das determinacdes de Al, Cr e Ni, por AACSV pode ser descrito

esquematicamente pelos seguintes mecanismos:

AP* + SVRS = AI-SVRS . (Hg) E=-0,1V (24)
AI-SVRS a4s (Hg) > AI®* + SVRS + Hg E=-04V (25)

Como mostra a reacéo (25), a redugdo do ligante SVRS ocorre durante a
varredura catddica dos potenciais em —-0,4 V, uma vez que o potencial de redugao
do AP’* no HMDE ¢ bastante negativo (> —1,7 V) [30-33]. Por outro lado, a redugao
do ligante SVRS livre (ndo-complexado) no HMDE também ocorre em tampéo

acetato (pH 4,6) num potencial de —-0,25 V:
SVRS + 28 > SVRSeq E=-0,25V (26)

Com relagao ao cromo, existem dois estados de oxidacao eletroquimicamente
ativos (Cr3+ e Cr6+) [34-37], sendo que dois mecanismos de reagao ocorrem

simultaneamente no HMDE:

Cr*-DTPA + Hg > Cr**-DTPA .4 (Hg) E=-1,0V (27)
Cr’*-DTPA as (Hg) + & > Cr** + DTPA E=-125V  (28)
Cr® + 38 +Hg > Cr¥(Hg) =-10V  (29)
Cr¥*(Hg) + DTPA > Cr**-DTPA 44 (Hg) E=-1,0V (30)
Cr¥*-DTPA a4s (Hg) + & > Cr** + DTPA E=-125V  (31)

Na presenca de ions NO3; como catalisador (agente oxidante), os seguintes
processos eletroquimicos ocorrem na célula voltamétrica, tendo como consequéncia

o0 aumento da sensibilidade do sinal voltamétrico em —1,25 V pela agéao catalitica:

Cr*+NOs > Cr* +eé (32)
Cr’*-DTPA + Hg > Cr**-DTPA a4 (Hg) =—1,0V  (33)
Cr’*-DTPA.¢s (Hg) + & > Cr** + DTPA E=-125V (34)
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A determinagdo de niquel é baseada na sua complexacdo com o ligante
dimetilglioxima (DMG) e a adsor¢ao no HMDE do complexo formado em solugéo,
seguido da redugédo do niquel no complexo no potencial de —0,95 V durante a

varredura catédica dos potenciais [40, 41]:

Ni** + DMG - Ni-DMG (35)
Ni-DMG + Hg > Ni-DMG a4s(Hg) E=-0,7V (36)
Ni-DMG a4s(Hg) + 2 & > [Ni-DMG]* E=-0,95V (37)

4.2 Determinacdo de Al, Cr e Ni em amostras de EPO

A determinagao de Al, Cr e Ni nas amostras de EPO sem pré-tratamento foi
primeiramente investigada com o objetivo de determinar a fragao livre (labil) de cada
metal nas formulagdes. Para avaliar a contribuicdo dos reagentes na contaminagao
das amostras, a agua purificada (branco) foi submetida aos mesmos procedimentos
que as amostras. As figuras 11 e 12 mostram que a determinacéo de Al e Cr nao foi
possivel sem o pré-tratamento das amostras, devido a forte interferéncia da matriz
organica presente no medicamento EPO. A evidéncia experimental deste fato foi a
formagdo de uma grande quantidade de espuma, durante o borbulhamento de N
antes da medida voltamétrica das amostras, impedindo a execugao da analise.
Segundo Golimowski e Golimowska [61], a formacdo de espuma é um indicio da

presenga de compostos organicos.
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Figura 11: Determinacao voltamétrica de aluminio na amostra de EPO sem a
etapa de irradiacdo UV: adicdes de A** (10a 80 ug L"), T4=0's, Eg=—-100 mV, V =
40 mV s™'. Solugdo de medida: 500 yL EPO + 9,5 mL de agua ultrapura + 500 pL
tampao acetato + 250 pL de SVRS 2 mmol L™, (pHsina= 4,6).

-15nA

Corrente

E/V

Figura 12: Determinagao voltamétrica de cromo na amostra de EPO sem a
etapa de irradiacdo UV: adicdes de Cr** (1 a5 pug L"), T4=0's, Eg =—-1000 mV, V =
20 mV s™. Solugdo de medida: 500 pyL EPO + 9,5 mL de agua ultrapura + 2,5 mL
eletrélito suporte (DTPA), (pHfina = 6,2).
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Com relagdo ao Ni, houve a possibilidade de visualizagcdo dos sinais de
corrente das trés adi¢des realizadas, como pode ser observado na figura 13, mas a
determinacdo de Ni sem a etapa de radiagao UV nao foi possivel devido a baixa
corrente se comparado ao sinal de Ni em agua purificada (branco). Esta corrente
menor deve-se provavelmente a interferéncia dos compostos organicos que podem

atuar como agentes complexantes de metais.

-12nA

Corrente

T J T J T J T J T J T J T
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Figura 13: Determinagao voltamétrica de niquel sem a etapa de irradiagao
UV: adigdes de Ni** (1 a3 pg L"), T4=90's, Eq = =700 mV, V = 20 mV s™'. Solucéo
de medida: 500 yL EPO + 9,5 mL de agua ultrapura + 500 yL de tampao NH.Cl +
100 pL da solugao de dimetilglioxima 0,1 mol L™, (pHsina= 9,5).

4.3 Irradiacdo de amostras de EPO com lampada de Hg de alta presséao

A foto-decomposi¢cao UV de amostras ocorre através da reagdo de radicais
livres. Nao é a irradiagéo UV diretamente, mas os radicais HO® formados durante a
irradiacdo que atacam as moléculas organicas. Quanto maior o numero de radicais
HO® formados por unidade de tempo, mais rapido o processo de decomposicdo. Os
radicais HO® sdo gerados do peroxido de hidrogénio ou da agua pela agédo de

radiacédo eletromagnética [85, 90]. De modo a aumentar a concentragédo de radicais
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HO®, podem ser usada adigdes repetitivas de H,O, durante o processo de irradiagao.
Além disso, a degradacao indireta de substancias organicas por um mecanismo
radicalar € muito acelerada se realizada a 90 °C. Apenas nestas temperaturas
forma-se uma concentragdo suficientemente alta de radicais HO® no meio [91, 92].

Assim, a fim de aumentar ou acelerar a decomposi¢cao das amostras, utilizou-
se H,O, em conjunto com H,SO,4 para todas as amostras no inicio do processo de
irradiacdo. E sabido que oxidacdes com perdxido de hidrogénio em misturas acidas
contendo acido sulfurico sdo baseadas também na produgdo in situ de acido
permonossulfurico [93].

Baseando-se no que foi observado nos voltamogramas do item 4.2, a
completa decomposi¢cdo da amostra se faz necessaria para a determinagao
voltamétrica de Al, Cr e Ni como contaminante nas formulagdes de EPO. As figuras
14, 15 e 16 mostram o comportamento voltamétrico em amostras irradiadas por 2 ou

3 horas.

-60 nA

Corrente

-

-0,1 -0,2 -0,3 -0,4 -0,5 -0,6 -0,7

Figura 14: Determinagéo voltamétrica de aluminio na amostra de EPO apés
etapa de irradiacdo UV (2h a 86 + 3 °C): (a) amostra, (b) amostra + 10 ug L™ de AI**,
(c) amostra + 20 pg L de AP*, (d) amostra + 30 ug L™ de AP*; Ty =0's, Eq =
-100 mV, V = 40 mV s”. Solugdo de medida: 500 pL EPO + 9,5 mL de agua
ultrapura + 500 pL tamp&o acetato + 250 pL de SVRS 2 mmol L™, (PHfina= 4,6).
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Corrente

ENV

Figura 15: Determinagado voltamétrica de cromo na amostra de EPO apds
etapa de irradiacdo UV (3h a 86 + 3 °C): (a) amostra, (b) amostra + 1 yg L™ de Cr*,
(c) amostra + 2 pg L™ de Cr**, (d) amostra + 3 uyg L' de Cr**; Tg4=0 s, Eg =
—1000 mV, V = 20 mV s™. Solugdo de medida: 500 uL EPO + 9,5 mL de agua
ultrapura + 2,5 mL eletrdlito suporte (DTPA), (pHfinai = 6,2).
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Figura 16: Determinacao voltamétrica de niquel na amostra de EPO apds a
etapa de irradiacdo UV (3h a 86 + 3 °C): (a) amostra, (b) amostra + 1 uyg L de Ni**,
(c) amostra + 2 ug L' de Ni?*, (d) amostra + 3 pg L' de Ni**, Tq= 90 s, Eq =
—700 mV, V = 20 mV s”. Solugdo de medida: 500 pL EPO + 9,5 mL de agua
ultrapura + 500 pL de tampado NH4Cl + 100 yL da solugdo de dimetilglioxima
0,1 mol L', (pHsnai= 9,5).
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4.4 Estudo da decomposicao de amostras de EPO com radiagédo UV

O uso da radiagao UV foi investigado como uma alternativa no pré-tratamento
de amostras de EPO. Portanto, uma segunda etapa do trabalho envolveu a
otimizagao da foto-decomposi¢cao das amostras empregando radiacédo UV que, além
de ser eficiente, minimiza os riscos de contaminagao das amostras pela utilizagao de
pequenas quantidades de reagentes. Alguns parametros experimentais foram
avaliados na eficiéncia do método como, o tempo de irradiagcdo e a quantidade de
H,0, adicionado & amostra de EPO. E importante salientar que todas as condi¢des
investigadas foram para um volume final de 10 mL com a presenca de 200 uL de
H2SO4 1:10 (v/v) e a temperatura das amostras foi mantida a 86 + 3 °C durante o

processo de irradiagao.

4.4.1 Efeito do tempo, temperatura, H,O,, radiagdo UV e radical HO®

A influéncia do tempo € um parémetro importante na digestdo por radiagédo
UV, pois dependendo da matriz da amostra, esta requer tempos maiores de
irradiagcao para sua completa degradacgao [61, 85].

A irradiagdo com lampada de Hg por 30 min, 1, 2, 4 e 6 horas na auséncia de
peroxido ndo foi o suficiente para decompor totalmente as amostras de EPO. Os
resultados evidenciaram a digestdo incompleta das amostras ou a provavel presenca
de subprodutos que interferem nas medidas. Com isso, constatou-se inicialmente
que pouco resolve simplesmente aumentar o tempo de irradiagdo sem a adicdo de
peroxido para a formacgao do radical HO®.

A influéncia direta da temperatura e do H,O, no processo de decomposigcao
da amostra foram investigadas por ensaios voltamétricos de recuperagao de Al por
AdCSV. Para isso, amostras de EPO foram submetidas a aquecimento em banho
termostatizado a 86 £ 3 °C em diferentes intervalos de tempo (30 a 180 min) sem a
presenca de H,0O,. Ja para avaliar apenas a influéncia do H,O,, amostras de EPO
foram submetidas a reacdo com H,O, a temperatura ambiente para diferentes
intervalos de tempo (30 a 180 min). Os voltamogramas das figuras 17A e 17B

demonstram que a amostra ndo foi decomposta sob agdo unica da temperatura ou
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do H,0,, fato que também se confirmou pela formagcdo de uma grande quantidade

de espuma durante o borbulhamento de N, antes da medida voltamétrica.

Jjo nA B

Corrente

-0,1 -0,2 -0,3 -0.4 -0,5 -0,6 -0,7 -0,1 -0,2 -0,3 -0,4 -0,5 -0,6 -0,7
EN EN

Figura 17: Determinacdo voltamétrica de AlI** por AdCSV na amostra de EPO
sem a etapa de irradiagdo UV: duas adicdes de 10 ug L cada de Al, T4=0's, Eg =
-100 mV, V =40 mV s™'. A) Ensaio com 500 pL EPO + 9,5 mL de agua ultrapura +
200 pL de H2SO4 1:10 (v/v) sob aquecimento em banho termostatizado por 180 min
a temperatura de 86 = 3 °C; B) Ensaio com 500 yL EPO + 9,5 mL de agua ultrapura
+ 100 pL de H,O, + 200 uL de H,SO4 1:10 (v/v) a temperatura ambiente e tempo de
espera de 180 min. Solugdo de medida para ambos ensaios: 500 yL EPO + 9,5 mL
de agua ultrapura + 500 pL tampdo acetato + 250 pL de SVRS 2 mmol L
(pHfina= 4,6).

Para a confirmagao da influéncia do perdxido de hidrogénio na decomposigao
das amostras submetidas a diferentes tempos de irradiacdo UV nos digestores
usados, preparou-se uma solugao contendo 10 mL de agua ultrapura com 100 uL de
H>0, + 200 pL de H,SO4 1:10 (v/v) e investigou-se o perfil do espectro de absorgao
molecular do H,O, submetido a tempos de aquecimento de 0 a 120 min em banho
termostatizado a temperatura de 86 + 3 °C, simulando a temperatura do digestor. O
mesmo procedimento foi aplicado a uma solugéo de 500 yL EPO + 9,5 mL de agua
ultrapura + 100 pL de H,O, + 200 uL de H2SO4 1:10 (v/v).

As figuras 18A e 18B apresentam o perfil dos espectros de absorgéo
molecular do H,O, antes e depois do aquecimento por diversos intervalos de tempo.

O perfil dos espectros de absor¢cao molecular da amostra de EPO antes e depois do
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aquecimento por diversos intervalos de tempo também podem ser observados como
mostram as figuras 19A e 19B. Em todos os espectros ndo se observou grande
variagdo no sinal de absorvancia do H,O, demonstrando, desta forma, que o H;0;
nao influencia significativamente no processo de decomposigdo da amostra somente

com temperatura elevada e sem irradiagdo com |ladmpada de mercurio de alta

pressao.
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Figura 18: Monitoramento espectrofotométrico do H,O, sem radiagdo UV
somente com aquecimento: A) antes do aquecimento; B) apdés 120 min de

aquecimento em banho termostatizado a 86 £ 3 °C.
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Figura 19: Monitoramento espectrofotométrico da EPO sem radiagdo UV,
com a presenca de H,O, e com aquecimento: A) antes do aquecimento; B) apos

120 min de aquecimento em banho termostatizado a 86 + 3 °C.
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Para acompanhar o comportamento do peroxido de hidrogénio mediante a
irradiacdo com lampada de Hg, espectros de absorcdo molecular do H,O, foram
obtidos através de solugdes contendo 10 mL de agua ultrapura com 100 pL de H»O,
+ 200 pL de H,SO4 1:10 (v/v) submetidas a tempos que variaram entre 0 a 180 min
de radiagao UV.

Analisando-se os espectros nas figuras 20A e 20B foi observado que o H;0;
sofre decomposi¢cado nos primeiros 30 min de irradiagdo com lampada de Hg (ocorre
uma modificagdo na sua estrutura). Esses ensaios indicam a degradagédo de H,0O»
sob acdo da radiagdo eletromagnética pela formagdo do radical HO®, o qual atua
como oxidante no meio. A combinagao de peroxido de hidrogénio com radiagao UV
€ necessaria para produzir radicais HO® e iniciar a reacdo de oxidagdo, reduzindo
assim, a presencga de compostos organicos presentes na amostra. O poder oxidante
do H,0, nao foi suficiente para promover a decomposi¢cao dos compostos organicos,

necessitando assim, da presenca de radiacdo UV para que a decomposigao ocorra.

Absorvancia
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Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 20: Monitoramento espectrofotométrico do H,O, com radiagdo UV:

A) antes da irradiacéo; B) apos 30 min de irradiacéo a 86 + 3 °C.

A acao direta da radiagao eletromagnética sobre a amostra é também pouco
provavel, neste caso, como mostram os espectros da solugdo de EPO e da lampada
de Hg comparativamente (figuras 21 e 5). Nas figuras observa-se também que tanto
o espectro de absor¢cdo molecular do H,O, como o espectro do medicamento EPO

absorvem em regides com bandas menores do espectro da lampada de Hg.
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Figura 21. Monitoramento espectrofotométrico da EPO sem radiagdo UV,
sem aquecimento e sem a presenca de H»O,. Solucao de medida: 500 yL EPO +
9,5 mL de agua ultrapura + 200 pyL de HSO4 1:10 (v/v).

Outro fator que pbde ser observado é que a decomposicdo da matéria
organica presente nas amostras de EPO aumenta consideravelmente com o
aumento da concentragcao de H,O,. Entretanto, deve-se tomar o cuidado para que o
excesso de H;O, ndo provoque uma significante diminuicdo no desempenho do
processo H,O,/UV, devido a competicdo do H,O, que age “capturando” radicais
reativos hidroxila HO® para formar um radical menos reativo HO;® [74].

Portanto, a investigacdo sobre os efeitos dos fatores descritos (tempo,
temperatura, H,0,, radiagcdo UV e radical HO®) na decomposi¢do da amostra,
possibilitou a confirmacdo da acdo direta do radical HO® e a determinagdo das

condicdes 6timas para a decomposi¢cao das amostras de EPO.
4.4.2 Eficiéncia da decomposicdo da amostra sob condi¢cdes otimizadas

A partir dos resultados obtidos e através de ensaios de recuperagao, o tempo
minimo de irradiacdo UV necessario para amostras da marca Eritromax® (solucéo
injetavel) foi de 2 horas (500 yL de EPO com 9,5 mL de agua ultrapura) com adi¢ao
de 200 yL de solugéo de H,SO4 1:10 (v/v) e 50 pL de H,O2 30 % (m/v) no inicio do
processo. Comportamentos diferenciados em relagdo a forma farmacéutica da EPO

utiizada e a decomposicdo da matéria organica foram observados, levando a
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necessidade de se aumentar o tempo de irradiacdo com |lampada de Hg e a
quantidade de peroxido adicionado. Portanto, em amostras de EPO de nomes
comerciais Hemax-Eritron® pé lidfilo e Alfaepoetina® solugéo injetavel, foram
necessarias 3 horas de irradiagdo UV (500 pyL de EPO com 9,5 mL de agua
ultrapura) com adigdo de 200 pL de solugao de H,SO4 1:10 (v/v) e 50 pyL de H,O,
30 % (m/v) no inicio do processo, seguido por uma adi¢gdo consecutiva da mesma
quantidade de H,O, apds 1,5 h de irradiacao.

Para o Al, ensaios de recuperacdo foram realizados com diferentes
concentracdes de Al (5, 10, 20 e 30 ug L") adicionado a amostras de EPO. As
determinagcdes de Al foram realizadas em amostras de EPO fortificadas e
armazenadas por 24 h a 4°C (temperatura de armazenamento do medicamento) e
em amostras fortificadas ndo-armazenadas por 24 h. As amostras submetidas a
irradiacédo UV por 2 h resultaram em valores de recuperagao de Al entre 86 e 100%
(média 91 + 10%) para amostras fortificadas e ndo-armazenadas e recuperagdes em
torno de 70% (média 70 £ 10%) apds o armazenamento por 24 h a 4°C, indicando
ser possivel a determinacdo de Al nestas amostras apds a etapa de decomposig¢ao
como mostra a figura 22. Os valores de recuperagao para as amostras armazenadas
(~70%) inferiores aos obtidos para as amostras ndo-armazenadas indicam uma
provavel interagdo do Al com a EPO na temperatura de armazenamento (4°C) das
formulagcbées. Além disso, tempos de irradiagcdo maiores (3 a 6 horas) nao
provocaram um aumento nos valores de recuperagdo para as amostras
armazenadas, o que reforca a existéncia de algum tipo de interacdo do Al com a

matriz orgéanica.
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Figura 22: Média dos valores de recuperacgao (n = 5) para Al adicionado em
amostras de EPO armazenadas e ndo-armazenadas submetidas a irradiacdo UV por
2 h a 86 + 3 °C (Eritromax® solucéo injetavel). Condigbes experimentais: 50 pL de
H202 30% (m/v) + 200 yL de H,SO4 1:10 (v/v) no inicio da irradiagdo. Amostra:
500 uL de EPO + 9,5 mL de agua ultrapura + 500 pyL tampéo acetato + 250 pL de
SVRS 2 mmol L™, (pHsinai= 4,6).

Da mesma forma que para o Al, foram também realizados ensaios de
recuperacao para o Cr adicionando a amostras de EPO em diferentes concentragdes
(1, 2 e 4 ug L"). As determinagdes de Cr foram realizadas em amostras de EPO
fortificadas e armazenadas por 24 h e em amostras fortificadas nao-armazenadas
(mesmo procedimento descrito para o Al). Os valores de recuperagéo de Cr apds a
etapa de irradiagdo UV podem ser visualizados na figura 23, que mostra valores de
recuperacao entre 98 e 109% para amostras ndo-armazenadas e valores entre 87 a
110% apds armazenamento por 24 h a 4°C.

Os valores obtidos indicam a possibilidade da determinagdo de Cr nestas
amostras apods a etapa de irradiacdo UV. Recuperacdes médias de 103% para as
amostras ndo-armazenadas e de 97% para amostras armazenadas e irradiadas por
3 horas, com uma adicado extra de perdxido apos 1,5 h de irradiacdo, demonstram
que provavelmente ndo ha forte interacdo do Cr com a EPO na temperatura de

armazenamento.
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Figura 23: Média dos valores de recuperacao (n = 5) para Cr adicionado em
amostras de EPO armazenadas e ndo-armazenadas submetidas a irradiagdo UV por
3 ha86 £ 3 °C. Condi¢gdes experimentais: 50 yL de H,O, 30% (m/v) + 200 pL de
H2SO4 1:10 (v/v) no inicio da irradiagdo + 50 yL de H20, 30% (m/v) ap6s 1,5 h de
irradiacdo (Hemax-Eritron® po liéfilo e Alfaepoetina® solucdo injetavel). Amostra:
500 yL de EPO + 9,5 mL de agua ultrapura + 2,5 mL eletrdlito suporte (DTPA),
(PHfinal = 6,2).

Para o Ni foram realizados ensaios de recuperagao adicionando a amostras
de EPO concentragdes de 1 e 2 pg L. As determinacdes de Ni foram também
realizadas em amostras de EPO armazenadas e amostras nao-armazenadas
conforme descrito anteriormente. Os valores de recuperacdes de Ni apos a etapa de
irradiacdo UV podem ser visualizados na figura 24, que demonstra valores de
recuperacao obtidos entre 83 e 88% para amostras nao-armazenadas e valores em
torno de 90% apds armazenamento por 24 h a 4°C, indicando ser possivel a
determinacdo de Ni nestas amostras apos a etapa de irradiagdo. Os valores de
recuperagcao para as amostras armazenadas (~90%) indicam que provavelmente
nao existe uma interacdo significativa do Ni com a EPO na temperatura de

armazenamento (4°C) das formulacdes.
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Figura 24: Média dos valores de recuperagao (n = 5) para Ni adicionado em
amostras de EPO armazenadas e ndo-armazenadas submetidas a irradiagao UV por
3 ha86 £ 3 °C. Condi¢gdes experimentais: 50 yL de H,O, 30% (m/v) + 200 pL de
H>SO4 1:10 (v/v) no inicio da irradiagdao + 50 pL de HyO, 30% apdés 1,5 h de
irradiacdo (Hemax-Eritron® pé liéfilo e Alfaepoetina® solugdo injetavel). Amostra: 500
gL EPO + 9,5 mL de agua ultrapura + 500 pyL de tampao NH4Cl + 100 pL da solugao
de dimetilglioxima 0,1 mol L™, (pHsnai= 9,5).

E também importante ressaltar que os ensaios de recuperagdo foram
realizados em amostras de EPO submetidas as mesmas condi¢cdes experimentais
de radiagao eletromagnética em diferentes digestores (Digestor UV 705, Metrohm e
Digestor UV de fabricagdo prépria). A tabela 2 mostra a comparagao entre o0s
resultados obtidos por AACSV na recuperagao de quantidade conhecida do padrao

utilizado dos metais adicionados as amostras de EPO.
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Tabela 2: Comparativo entre digestores através de ensaios de recuperacao
de Al, Cr e Ni por ACSV em amostras de EPO submetidas a irradiagdo com

ldampada de Hg de alta presséo por 3 ha 86 + 3 °C.

Metal Recuperacao no Recuperacao no
a?téofﬂ ;jo digestor UV digestor UV
705 (Metrohm)? (fabricagao propria)°
Al
87 + 3% 80 + 3%
10 88 + 2% 85+ 3%
Cr
1 94 + 5% 96 + 4%
2 93 + 5% 87 + 3%
Ni
1 82 + 3% 86 + 3%
2 86 + 3% 91 +5%

@ Lampada de Hg de 500W de poténcia;
® Lampada de Hg de 400W de poténcia.

Os resultados mostrados na tabela 2 demonstram que a poténcia da fonte de
radiacdo UV (entre 400 e 500 W) nao influencia de forma significativa na formagao
do radical OH® e na decomposicdo das amostras de EPO. O digestor construido com
lampada de iluminagdo publica destruiu com grande eficiéncia as interferéncias
organicas presentes na amostra, com a vantagem adicional de ser de facil
construgédo, empregar material de facil aquisigao e ter um baixo custo de construgéo
(em torno de R$ 1.000,00) e de manutengdo quando comparado aos disponiveis
comercialmente que possuem alto custo de aquisicdo (em torno de R$ 25.000,00) e

de manutencgao.
4.5 Interferentes na determinacéo de Al, Cr e Ni por AdCSV
A influéncia de outros ions metalicos na determinagdo de AI**, Cr** e Ni** por

AdCSV foi estudada para avaliar a aplicabilidade do método em amostras de EPO,

considerando a presencga de outros contaminantes na amostra. Na determinagao de
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APP* na presenca de SVRS, as espécies inorganicas investigadas como provaveis
contaminantes foram os ions metalicos Fe**, Cu?*, Pb?" e Zn?*. A tabela 3 ilustra os
ensaios de recuperacdo de Al na presenca de diferentes concentragdes dos

interferentes testados.

Tabela 3: Recuperacdo do sinal de AP* (40 ug L") na presenca de
interferentes em potencial apods irradiagao UV. Solugcdo de medida: 500 yL EPO +
9,5 mL de agua ultrapura + 500 pyL tampéo acetato + 250 yL de SVRS 2 mmol L,
T¢=0s,Eq=-100mV, V=40 mV s, (pHsna= 4,6).

Concentragao de Recuperacéao do sinal de Al (%)

Interferente (ugL™")  Fe>* cu® Pb*  zZn*
10 98,6 103,5 101,6 101,7
20 995 1034 100,9 99,6
30 101,4 98,8 100,6 101,8
40 99,8 100,9 96,7 99,4
50 98,1 97,7 100,3 97,5
60 97,3 98,1 98,6 97,6
70 98,5 92,8 1006 974
80 98,9 90,9 102,7 98,9

De acordo com a tabela 3, observa-se que os ions metalicos testados nao
interferem no sinal de Al de forma significativa, devido ao fato de seus potenciais de
reducéo serem diferentes em relacdo ao do complexo Al-SVRS no eletrdlito utilizado.

A determinacao de Al baseada na deposi¢ao adsortiva do complexo entre o Al
e o ligante vermelho de alizarina S (DASA) no HMDE ¢é também descrita na
literatura. Este método € bastante utilizado na determinagcdo de Al por ter como
principais vantagens o baixo limite de detecg¢do e a rapida reacdo de formacéo do
complexo, sem necessidade de pré-aquecimento da amostra e reagentes para a
medida voltamétrica [94].

Sendo assim, o método para determinagcao de Al na presenca de DASA foi
também testado demonstrando ser inviavel sua utilizacdo em amostras de EPO

devido a forte interferéncia de zinco. A alta concentragdo deste metal (1,58 a
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5,50 ug mL™") nas amostras de EPO interfere de forma bastante significativa, pois o
Zn** possui potencial de reducédo préximo aos potenciais onde o complexo Al-DASA
se adsorve e € posteriormente reduzido, competindo, desta forma, com o analito
pela superficie do eletrodo. As figuras 25 e 26 mostram voltamogramas obtidos com
adicdes crescentes de Al e Zn, respectivamente. Pode-se observar os sinais de AI**
e Zn** no mesmo potencial, motivo este que levou & escolha de outro método para a

determinacao de Al (AdCSV na presenca do ligante violeta de solocromo RS).

:|Z70 nA d
C

2 Al

C

o a 4

= a=20 ug L

8 b=60 ug L
c=80 ug L
d=100 gL

S
T T T T T T T T T T
-0,8 -0,9 -1,0 -11 -1,2 -1,3
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Figura 25: Determinacdo voltamétrica de aluminio em amostra de EPO
utilizando DASA como agente complexante: adigdes de APP* de 20-100 Mg LY Ty =
O0s, Eq=-850mV,V=20mV s Solugéo de medida: 250 uL de EPO + 9,75 mL de
agua ultrapura + 100 yL de tampdo BES + 100 pL de DASA 0,001 mol LT,

(prinal= 7,1 )
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Figura 26: Determinagao voltamétrica de zinco em amostra de EPO utilizando
DASA como agente complexante: adigdes de Zn** de 100-250 Mg LY T4=0s, Eq =
-850 mV, V = 20 mV s™. Solugdo de medida: 250 pL de EPO + 9,75 mL de agua
ultrapura + 100 uL de tamp&o BES + 100 L de DASA 0,01 mol L™, (pHsnai= 7,1).

Visando minimizar ou mesmo eliminar a interferéncia de Zn** neste
procedimento, adicionou-se ainda EDTA 0,1 mol L™ a célula voltamétrica. Mesmo na
presenca de EDTA o Zn?* causou uma interferéncia significativa no sinal do Al como
pode ser observado na figura 27. Como pode se observar, tanto o sinal do Al como
do Zn sao distorcidos na presenca de EDTA devido a complexacdo de ambos os
metais pelo EDTA neste meio, que pode ser justificado pelos valores das constantes
de formacdo. De acordo com a literatura, a constante de formag&o do complexo Zn-
EDTA e do complexo A-EDTA é a mesma (B= 10'®°), mascarando assim, por

complexacao os dois cations metalicos.
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Figura 27: Determinagao voltamétrica de aluminio em amostra de EPO com
adicdes do interferente Zn®* na presenca de EDTA: adigdes de Zn®** de 100-
250 ug L' Tg¢=0s, Eq = -850 mV, V = 20 mV s™'. Solucédo de medida: 250 pL de
EPO + 9,75 mL de agua ultrapura + 100 pL de tampéo BES + 100 yL de DASA
0,01 mol L' + 10 yL EDTA 0,1 mol L™, (pHsina= 7,1).

Ensaios de recuperacédo de Cr e Ni na presenca de diferentes concentragdes
dos interferentes também foram testados. Os ions, Cu®*, Zn?* e Fe** nao interferem
de modo significativo no sinal do Cr e nem do Ni como pode ser observado nas
tabelas 3 e 4. Entretanto, observa-se que o Pb®* provoca uma diminui¢do do sinal de
Cr. Apesar disso o sinal do Cr ainda € maior e o uso do método da adicdo do padrao

de Cr compensa o sinal sem uma interferéncia significativa de Pb?*.
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Tabela 4: Recuperagdo do sinal de Cr** (3 pg L") na presenca de
interferentes apés irradiagao UV. Solugdo de medida: 500 uL de EPO + 9,5 mL de
agua ultrapura + 2,5 mL eletrdlito suporte (DTPA), (pHfina = 6,2).Tq = 0 s, E4 =
—1000 mV,V=20mVs™,

Concentragao Recuperacéo do sinal de Cr (%)
De interferente (ug L") Pb*  Cu®™  zZn* Fe¥
2 88,1 101,2 96,7 105,9
4 78,6 107,5 102,7 100,2
6 745 104,7 1106 1029
8 69,9 108,1 103,9 99,8

—_
o

65,2 102,1 105,1 94,1

Tabela 5: Recuperacdo do sinal de Ni# (3 Mg L'1) na presenca de
interferentes apods irradiacdo UV. Solucdo de medida: 500 pL de EPO + 9,5 mL de
agua ultrapura + 500 yL de tamp&o NH4Cl + 100 yL da solugédo de dimetilglioxima
0,1 mol L™, (pHsina= 9,5). T4=90's, Eq =700 mV, V=20 mV s™".

Concentragao Recuperacéao do sinal Ni (%)
de interferente (ugL") Pb*  Cu*  Zn* Fe®*
2 104,8 101,17 103,6 84,6
4 103,2 102,3 108,7 105,3
6 101,7 110,2 102,9 105,6

De acordo com a literatura e também como observado neste trabalho, outros
jons metalicos como Cd?*, Co®", Mn?*, Sb**, Fe**, Mg®*, Na'*, Ca®*, K™ e TI'* ndo
interferem de modo significativo na determinacao de Al, Cr e Ni por AdCSV, devido
ao fato de seus potenciais de reducdo serem diferentes em relacdo ao dos

complexos formados nos eletrélitos utilizados [94].
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4.6 Faixa linear de determinagé&o para Al, Cr e Ni em amostras de EPO

Com base nos resultados obtidos para a determinacdo de Al, Cr e Ni em
amostras de EPO, curvas analiticas foram obtidas para avaliar a aplicabilidade do
método desenvolvido neste tipo de matriz apds a etapa de irradiacdo UV. As curvas
analiticas apresentaram bons coeficientes de correlagdo para faixas de
concentracdo de 10 a 100 ug L™ (r = 0,999) para o Al, de 10 a 100 pg L™ (r = 0,997)
para o Cr utilizando eletrodo de mercurio de gota estatica (SMDE), de 1 a 10 pg L™
(r = 0,993) para o Cr utilizando eletrodo de mercurio de gota pendente (HMDE) e de
1 a 10 ug L' (r = 0,998) para o Ni. As figuras 28, 29, 30 e 31 mostram
voltamogramas obtidos com adi¢des crescentes de Al, Cr e Ni a célula voltamétrica

contendo EPO submetida a irradiacédo UV em condi¢des otimizadas.

-70 nA
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b=10 ug L
c=20 ug L’
d=30 ug L
e=40 ug L"
=50 ug L
g=60 yg L
h=80 pg L
i=100 pg L™
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Figura 28: Sinais voltamétricos de APP* em amostra de EPO apds irradiagdo
UV por 2h a 86 + 3 °C: adigbes de Al de 10-100 ug LY T4=0s, Eq=-100 mV, V =
40 mV s™. Solugdo de medida: 500 pL de EPO + 9,5 mL de agua ultrapura + 500 pL
tampao acetato + 250 pL de SVRS 2 mmol L™, (PHfina= 4,6).
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Figura 29: Sinais voltamétricos de Cr** no modo SMDE em amostra de EPO
apos irradiacdo UV por 3h a 86 £ 3 °C: adigdes de Cr de 10-100 pg L'V =
20 mV s™'. Solucdo de medida: 500 pL de EPO + 9,5 mL de agua ultrapura + 2,5 mL
eletrélito suporte (DTPA), (pHfina = 6,2).

a=branco
b=1pg L
c=2ugL"
d=3pgL”
e=5 ug L
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g=10ug L’
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Figura 30: Sinais voltamétricos de Cr** no modo HMDE em amostra de EPO apds
irradiagédo UV por 3h a 86 + 3 °C: adi¢gdes de Cr de 1-10 pg LY T4=0s, Eq= -
1000 mV, V = 20 mV s™. Solugdo de medida: 500 uyL EPO + 9,5 mL de agua
ultrapura + 2,5 mL eletrdlito suporte (DTPA), (pHfinai = 6,2).
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Figura 31: Sinais voltamétricos de Ni** em amostra de EPO ap06s irradiagéo
UV por 3h a 86 + 3 °C: adigbes de Ni de 1-10 ug LY T4=90s, Eg = =700 mV, V =
20 mV s™'. Solugdo de medida: 500 L de EPO + 9,5 mL de agua ultrapura + 500 pL
de tampéao NH4CI + 100 pL da solugéo de dimetilglioxima 0,1 mol L (PHfina= 9,5).

4.7 Limite de deteccéo e quantificagdo para o Al, Cr e Ni em amostras de EPO

irradiadas

O limite de deteccado (LD) para cada metal foi calculado pela equacao da
curva analitica e trés vezes o desvio padrao do branco (3cg/b) apés 5 medidas da
corrente da amostra de EPO irradiada. O limite de quantificagdo (LQ) foi calculado a
partir de 10cs/b. Para o calculo do LD e LQ, curvas analiticas foram confeccionadas
em concentragdes de 1 a 3 ug L™ para o Cr e para o Ni e em concentragdes de 10 a

30 ug L™ para o Al. Os valores obtidos podem ser observados na tabela 6.
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Tabela 6: Valores de LD e LQ para cada metal investigado em amostras de

EPO. Amostras: Eritromax®, Hemax-Eritron® e Alfaepoetina®.

LD(ugL™)® LQ(ugL") LD(ugmL")? LQ (ugmL™)

na solucao de na solucao na amostra na amostra
medida de medida (EPO) (EPO)
Aluminio 0,94 3,13 0,019 0,063
Cromo 0,099 0,33 0,002 0,007
Niquel 0,061 0,203 0,0012 0,004

@ 500 yL EPO + 9,5 mL de agua ultrapura + eletrdlito. Condigdes de
irradiagdo: 50 uL de H,0, 30% (m/v) + 200 pL de HSO4 1:10 (v/v) (Eritromax®
solugéo injetavel) ou 50 pL de H20, 30% (m/v) + 200 pL de H2SO4 1:10 (v/v) no
inicio da irradiagao + 50 pL de H»0; 30% (m/v) apés 1,5 h de irradiagdo (Hemax-

Eritron® p6 lidfilo e Alfaepoetina® solugdo injetavel).
4.8 Quantificacao de Al, Cr e Ni como contaminantes em amostras de EPO

Apos a otimizagdo dos métodos para a determinacdo de Al, Cr e Ni por
AdCSV, os meétodos foram empregados na determinagdo dos metais como
contaminantes em amostras de Eritromax®, Hemax-Eritron® e Alfaepoetina®.

De acordo com a tabela 7, concentragdes de Al entre 0,42 a 0,84 ug mL™"
foram determinadas, o que representa uma grave fonte de contaminagcédo para os
pacientes com insuficiéncia renal crénica submetidos ao tratamento com este tipo de
medicacdo. Para o Cr e Ni concentragdes mais baixas que variaram entre 0,012 a
0,042 ug mL™" para o Cr e entre 0,004 a 0,008 ug mL™" para o Ni foram determinadas

conforme pode ser observado nas tabelas 8 e 9.
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Tabela 7: Concentragdes de Al determinadas em diferentes amostras de EPO
apos a etapa de irradiacdo por 2 ou 3h a 86 + 3 °C. Amostras: Eritromax® e
Alfaepoetina®. Condicdes de irradiacdo: 50 pL de H,0, 30% (m/v) + 200 uL de
H.S04 1:10 (v/v) (Eritromax® solugao injetavel) ou 50 pL de H.02 30% (m/v) + 200 L
de H2S0O4 1:10 (v/v) no inicio da irradiagao + 50 yL de H20, 30% (m/v) apds 1,5 h de
irradiacdo (Alfaepoetina® solucéo injetavel). T4 =0's, Eg = =100 mV, V = 40 mV s™.
Solucédo de medida: 500 yL de EPO + 9,5 mL de agua ultrapura + 500 pyL tampao
acetato + 250 pL de SVRS 2 mmol L™, (pHiinai= 4,6).

EPO Al determinado (ug mL™")?
Amostra 1 0,84
Amostra 2 0,61
Amostra 3 0,57
Amostra 4 0,66
Amostra 5 0,84
Amostra 6 0,62
Amostra 7 0,79
Amostra 8 0,65
Amostra 9 0,53
Amostra 10 0,45
Amostra 11 0,42
Amostra 12 0,47

#RSD (n = 3): 2-6%
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Tabela 8: Concentragdes de Cr determinadas em diferentes amostras de
EPO apos a etapa de irradiagdo por 3h a 86 + 3 °C. Amostras: Hemax-Eritron® po
lidfilo e Alfaepoetina® solucéo injetavel. Condigdes de irradiagdo: 50 puL de H202 30%
(m/v) + 200 pL de HySO4 1:10 (v/v) no inicio da irradiacdo + 50 pL de H2O2 30%
(m/v) apés 1,5 h de irradiagdo. Tq4= 0 s, Eq= —1000 mV, V = 20 mV s™. Solucdo de
medida: 500 uyL EPO + 9,5 mL de agua ultrapura + 2,5 mL eletrélito suporte (DTPA),
(PHfinal = 6,2).

EPO Cr determinado (ug mL™")?
Amostra 1 0,012
Amostra 2 0,042
Amostra 3 0,019
Amostra 4 0,018
Amostra 5 0,021
Amostra 6 0,025
Amostra 7 0,023
Amostra 8 0,022
Amostra 9 0,027
Amostra 10 0,017
Amostra 11 0,015
Amostra 12 0,022

2RSD (n = 3): 3-8%
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Tabela 9: Concentracdes de Ni determinadas em diferentes amostras de EPO
apos a etapa de irradiacédo por 2 ou 3h a 86 + 3 °C. Amostras: Eritromax®, Hemax-
Eritron® e Alfaepoetina®. Condicdes de irradiacdo: 50 pL de HyO, 30% (m/v) +
200 pL de H,SO4 1:10 (v/v) (Eritromax® solugdo injetavel) ou 50 pL de H.0
30% (m/v) + 200 yL de HySO4 1:10 (v/v) no inicio da irradiacédo + 50 yL de HyO,
30% (m/v) apds 1,5 h de irradiagdo (Hemax-Eritron® pé lidfilo e Alfaepoetina® solugdo
injetavel). Tg4=90 s, Eq = =700 mV, V = 20 mV s™'. Solugdo de medida: 500 yL de
EPO + 9,5 mL de agua ultrapura + 500 uL de tamp&o NH4CI + 100 uL da solugéo de
dimetilglioxima 0,1 mol L™, (pHfina= 9,5).

EPO Ni determinado (ug mL™")?
Amostra 1 0,006
Amostra 2 0,005
Amostra 3 0,004
Amostra 4 0,004
Amostra 5 0,004
Amostra 6 0,006
Amostra 7 0,008
Amostra 8 0,007
Amostra 9 0,008
Amostra 10 0,007
Amostra 11 0,004
Amostra 12 0,005

aRSD (n = 3): 3-10%

De acordo com as tabelas 7, 8 e 9, os resultados obtidos mostram uma
tendéncia muito clara com relacdo a contaminacdo das formulagcbes comerciais de
EPO por Al, Cr e Ni. Como pode se observar no grafico da figura 32, os niveis de
contaminacdo para Al, Cr e Ni diferem em aproximadamente uma ordem de
grandeza em todas as amostras estudadas, ou seja, o aluminio é o maior

contaminante metalico nas amostras de EPO, seguido de Cr e Ni.
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Figura 32: Comparativo das concentragdes de Al, Cr e Ni encontradas em
diferentes amostras de EPO ap6s a etapa de irradiagdo UV. Amostras: Eritromax®

solucdo injetavel, Hemax-Eritron® pé lisfilo e Alfaepoetina®soluco injetavel.

4.9 Andlise seqiencial de metais em amostras de EPO empregando
AdCSV e ASV

A voltametria adsortiva de redissolugcédo catédica (AdCSV) empregando o
HMDE como eletrodo de trabalho foi 0 método utilizado na determinagao de Al, Cr e
Ni em amostras de EPO no presente trabalho. A fim de simplificar e tornar a
determinacdo de Al, Cr e Ni mais simples e rapida, optou-se por testar a
determinacdo dos mesmos sequencialmente sem necessidade de se proceder a
alteragbes no método de cada metal e utilizando-se a mesma amostra. De acordo
com testes realizados primeiramente em solugdo aquosa e depois em amostras de
EPO devidamente irradiadas, os resultados da determinacdo em sequéncia dos trés
metais na mesma amostra nao foi possivel. Entretanto, a analise sequencial de Al e
Cr, como também Al e Ni foi possivel mesmo com a mistura de ligantes (SVRS +
DTPA e SVRS + DMG) e empregando os respectivos eletrolitos suporte. Este fato
que pode ser justificado pelos valores de constantes de formacédo dos complexos

metal-ligante. Na tabela 10 podem ser observados alguns valores de constantes de



105

formagdo. O DTPA, por exemplo, forma complexos com diversas espécies
metalicas, mas é muito provavel que a constante de formagdo do complexo Al**-
SVRS seja maior que a constante de formacdo do complexo Cr**-DTPA
possibilitando assim a analise sequencial. Pode-se observar também, que na
sequéncia Al e Ni utilizando SVRS e DMG como complexantes, a constante de
formacdo do complexo Ni?*-DMG é maior que a constante de formagao do complexo
Ni?*-SVRS.

Tabela 10: Valores de constante de formagao de alguns complexos.

B (constantes de formacgao)

Espécie metalica SVRS DTPA DMG EDTA
A|3+ 1012,78 1018,6 _ 1016,5
Fe®* - 10% —~ -
Zn2+ 10-7,18 1018,2 _ 1016,5
cd™ 10'%° - - -
Pb2+ 10-8,12 1018,8 _ 1018
Cu2+ 101,1 1021,2 108,75 1018,78
Ni2+ 1 0-4,8 1 020,1 1 017,24 1 018,4
TI1+ _ 105,97 _ 106,41
cr 10%%*(75°C) - - -

A voltametria adsortiva de redissolugdo catédica (AdCSV) empregando o
HMDE como eletrodo de trabalho pode ser utilizado como método na determinacao
de Al e Fe, pois da mesma maneira que o Al complexa com o violeta de solocromo
RS formando o AP*-SVRS, o Fe por sua vez, forma o complexo Fe**-SVRS
possibilitando a determinagdo dos dois metais simultaneamente [95, 96]. De acordo
com literatura, além de Al e Fe, o violeta de solocromo RS complexa outros cations
metalicos como Ti**, V3", V**, Mo®*, Cd?*, Ga*, Y, zr, TI"", Mg?*, Ca®*, Sr**, Ba*' e
metais alcalinos [22, 97-100], que baseado na constante de formacdao de cada
complexo pode ou n&o interferir na determinagao de Al**e Fe®".

A voltametria de redissolugdo anddica (ASV) também pode ser atrativa para
quantificar tracos de metais pesados em amostras de EPO considerando dois
aspectos principais: a possibilidade de determinagdes simultaneas e a alta

sensibilidade obtida com métodos de redissolugdo. Assim, as determinagdes de
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Zn**, cd™, Pb* e Cu?** podem ser realizadas por voltametria de redissolugdo
anddica (ASV). O método baseia-se na deposicdo dos metais, durante 60 s, no
eletrodo de mercurio de gota pendente (HMDE) em um potencial de —1150 mV e na
redissolugdo durante a varredura anddica dos potenciais (60 mV s™') entre —1150 e
+150 mV. A determinagao de TI'" também pode ser realizada por ASV em seqiiéncia
a determinagdo dos metais (Zn**, Cd"*, Pb?** e Cu?*), acrescentando-se @ mesma
amostra 200 pL de EDTA 0,1 mol L™ antes de iniciar a medida. O método baseia-se
na deposicdo de TI, durante 180 s, no eletrodo de mercurio de gota pendente
(HMDE) em um potencial de —800 mV e na redissolugdo durante a varredura
anodica dos potenciais (20 mV s™') entre =800 e —200 mV [91, 101].

O Ni** pode ser determinado, por AdCSV, na presenca de Zn?*, Cd"*, Pb** e
Cu?" adicionando & célula voltamétrica 500 uL de tamp&o NH4CI (pH 9,5) e 100 uL
da solugao de dimetilglioxima.

Sendo assim, um procedimento de andlise seqiiencial para AI**, Fe**, zZn%",
cd™, Pb*, Cu®, Ni** e TI™ foi testado primeiramente em solucdo aquosa para
posterior utilizacdo em amostras de EPO devidamente irradiadas. As figuras 33A,
33B, 34A e 34B mostram voltamogramas obtidos para determinagéo sequencial dos
8 metais com adigdes crescentes dos respectivos padrdées (método da adicdo do
padrdo n = 3) a célula voltamétrica contendo agua ultrapura e o respectivo eletrolito

suporte.
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Figura 33: A) Sinais voltamétricos de A** e Fe*" por AdCSV: a) branco, b) agua + 10 pg L™ de Al + 10 pg L™ de Fe, c) agua
+20 ug L' de Al + 20 ug L' de Fe, e d) dgua + 30 ug L' de Al + 30 ug L' de Fe; T4=0's, Eg = =100 mV, V = 40 mV s™'. Solugéo
de medida: 10 mL de agua ultrapura + 500 pL tamp&o acetato + 250 yL de SVRS 2 mmol L (pHfina= 4,6). B) Sinais voltamétricos
de Zn?*, Cd", Pb®* e Cu?* por ASV ap6s determinacido de A** e Fe**: a) branco, b) agua + 100 pg L' de Zn + 1 ug L™ de Cd +
5ugL'dePb+ 25 ugL" de Cu, c)agua + 200 uyg L' de Zn + 2 yg L' de Cd + 10 pg L' de Pb + 50 ug L™ de Cu, e d) agua +
300 ygL'deZn+ 3puygL'deCd+15 ugL' de Pb + 75 ug L™ de Cu; T4 =60 s, Eq = =1150 mV, V = 60 mV s™'. Solucdo de
medida: 10mL de agua ultrapura + 500 yL tampao acetato + 250 uL de SVRS 2 mmol L™ + 500 pL tampao acetato, (PHfina= 4,6).
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Figura 34: A) Sinais voltamétricos de Ni** por AdCSV apds determinacdo de AI**, Fe*", Zn?*, Cd", Pb* e Cu?*: (a) branco,
(b) agua + 1 pug L' de Ni, (c) agua + 2 pg L™ de Ni, (d) 4gua + 3 ug L™ de Ni; T¢=90 s, Eq = =550 mV, V = 20 mV s™". Solucéo de
medida:10 mL de agua ultrapura + 500 pL tampao acetato + 250 uL de SVRS 2 mmol L™ + 500 uL tamp&o acetato + 500 pL de
tampédo NH4CI + 100 pL da solugdo de dimetilglioxima 0,1 mol L™ (PHfina= 9,5). B) Sinais voltamétricos de T por ASV apoés
determinacdo de AP**, Fe**, Zn*, Cd", Pb*, Cu®* e Ni**: (a) branco, (b) agua + 2 ug L™ de TI, (c) agua + 4 pg L™ de TI, (d) 4gua +
6 ug L' de TI; Tq= 180 's, Eq = =800 mV, V = 20 mV s™'. Solugdo de medida: 10mL de agua ultrapura + 500 uL tampéo acetato +
250 pL de SVRS 2 mmol L™ + 500 pL tampao acetato + 500 pL de tampao NH4Cl + 100 pL da solugdo de dimetilglioxima
0,1 mol L' + 200 pL de EDTA 0,1 mol L™, (pHsinai= 9,5).
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Portanto, de acordo com os resultados obtidos em solugdo aquosa,
implementou-se 0 mesmo procedimento analitico em amostras de EPO devidamente
irradiadas resultando em voltamogramas que podem ser observados nas figuras
35A, 35B, 36A e 36B.

Alguns métodos sdo empregados na determinagao sequencial de espécies
metalicas, uma das vantagens de utilizar a voltametria € a diminuigdo do custo em
relacdo a analise realizada por espectrometria de absorgao atdémica (AAS) e por
plasma indutivamente acoplado (ICP) que s&do métodos normalmente utilizados em
analises sequenciais e simultdneas mas que geram um custo mais elevado. Outra
vantagem em relagdo ao custo € a diminuicdo da quantidade de amostra necessaria
para as analises sequenciais. No caso de amostras caras ou de dificil obtengdo em
uma pequena aliquota de amostra varias espécies metalicas podem ser facilmente
determinadas utilizando métodos em sequéncia.

E importante ressaltar também a auséncia de interferéncia muatua das
espécies com relagdo aos seus potenciais de pico (Ep), onde cada espécie tem o
seu E, bem definido e uma espécie ndo interfere na determinagdo da outra. Além
disso, a mistura de ligantes SVRS, DMG e EDTA nao impediu a analise seletiva de

cada elemento na sequéncia de métodos escolhida.
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Figura 35: A) Sinais voltamétricos de APP* e Fe*" por AdCSV em amostra de EPO apds irradiagdo UV por 3h a 86 + 3 °C: a)
branco, b) amostra + 10 ug L' de Al + 10 ug L™ de Fe, c) amostra + 20 ug L™ de Al + 20 ug L™ de Fe, e d) amostra + 30 pug L™ de
Al+30pugL" ' deFe; Tq=0s, Eq=—-100 mV, V =40 mV s™'. Solugcédo de medida: 500 uL EPO + 9,5 mL de agua ultrapura + 500 pL
tamp&o acetato + 250 pL de SVRS 2 mmol L™, (pHsna= 4,6). B) Sinais voltamétricos de Zn?*, Cd", Pb®** e Cu®** por ASV na
amostra de EPO apos a determinacéo de Al** e Fe®*": a) branco, b) amostra + 100 ygL”" de Zn + 1 uygL" de Cd + 5 ug L™ de Pb +
25 ug L™ de Cu, c) amostra + 200 ug L' de Zn + 2 ug L™ de Cd + 10 ug L™ de Pb + 50 pg L™ de Cu, e d) amostra + 300 ug L' de
Zn+3pugL'deCd+15ugL'de Pb+75ugL " de Cu; T¢=60s, Eg=—-1150 mV, V = 60 mV s™'. Solucdo de medida: 500 yL EPO
+ 9,5 mL de agua ultrapura + 500 pL tampéo acetato + 250 yL de SVRS 2 mmol L™ + 500 pL tampé&o acetato, (PHfinai= 4,6).



75

A B
3 o)
c c
o 3
5 5]
o &)
T T T T T T T T T T T T
-0,6 -0,7 -0,8 -0,9 -1,0 0,6 0,5 04 0,3
EN EN

Figura 36: A) Sinais voltamétricos de Ni** por AdCSV na amostra de EPO apds a determinagdo de AI**, Fe**, Zn?,
cd'™, Pb* e Cu?: a) branco, (b) amostra + 1 pg L™ de Ni, (c) amostra + 2 pg L™ de Ni, (d) amostra + 3 ug L™ de Ni; Tq= 90 s,
Eq = =550 mV, V = 20 mV s”'. Solugdo de medida: 500 yL EPO + 9,5 mL de agua ultrapura + 500 yL tampao acetato +

250 L de SVRS 2 mmol L' + 500 pL tampdo acetato + 500 pL de tampdo NH4Cl + 100 pL da solucdo de
dimetilglioxima 0,1 mol L™, (pHsna= 9,5). B) Sinais voltamétricos de TI'* 1>,
Fe*, zn*, Cd", Pb?*, Cu?** e Ni*": (a) branco, (b) amostra + 2 ug L™ de TI, (c) amostra + 4 ug L™ de TI, (d) amostra + 6 pg L™ de
Tl; Te= 180 s, E¢= —800 mV, V = 20 mV s'. Solugdo de medida: 500 L EPO + 9,5 mL de agua ultrapura +
500 pL tampdo acetato + 250 pyL de SVRS 2 mmol L' + 500 pL tampdo acetato + 500 pL de tampdo NH4Cl +

100 ppL da  dimetilglioxima 0,1 mol L' + 200 pL de EDTA 0,1 mol L', (pHia= 9,5).

por ASV na amostra de EPO apds a determinagao de A
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Para melhor esclarecimento do procedimento sequencial testado, a tabela 11

e a figura 39 resumem o protocolo experimental seguido para determinacao de Al,
Fe, Zn, Cd, Pb, Cu, Nie TI.

Tabela 11: Protocolo experimental para a determinacao sequencial de Al, Fe
Zn, Cd, Pb, Cu, Ni e Tl em amostras de EPO.

Metal(is)
Etapa Sequéncia determinado(s)
12 Irradiacdo com lampada de Hg de alta presséo.
Condicdes de irradiacdo por 2 ou 3h a 86 + 3 °C:
500 pyL EPO + 9,5 mL de agua ultrapura + 50 uL de -
H202 30% (m/v) + 200 uL de H2SO4 1:10 (v/v) ou 50 pL
de HyO2 30% (m/v) + 200 pL de H2SO4 1:10 (v/v) no
inicio da irradiagdo + 50 uL de H20, 30% (m/v) apos
1,5 h de irradiacgao.
22 Solugéo irradiada (10 mL) + 500 uL tampao acetato +
250 pL de SVRS 2 mmol L™, (pHsinal 4,6) Al e Fe
32 Adigao de 500 yL de tampao acetato, (pHfinal 4,6) Zn, Cd,
Pbe Cu
42 Adicao de 500 pL de tampao NH4Cl e 100 uL de
solugdo de dimetilglioxima 0,1 mol L™, (pHfinal 9,5) Ni
52 Adigao de 200 pL de EDTA 0,1 mol L™, (pHsina 9,5) Tl
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Andlise sequencial

Decomposi¢do da amostra: 500 yL de EPO + 9,5 mL de agua ultrapura +
50 L de H,0, 30% (m/v) purificado + 200 pL de H,SO, 1:10 (v/v) (no inicio
da irradiagcéo). Tempo total de irradiagao: 2 ou 3h a 86 £ 3 °C.

Determinacdo de Al e Fe por
AdCSV. Método 1 (Anexo A)

v

Aquecimento em banho termostatizado
a 40 °C por 10 min: amostra
decomposta + 500 yL tampéao acetato +
250 pL de SVRS 2 mmol L, (pHg,, 4.6)

v

Adicao de 500 uL de tampéao
acetato, (pH,, 4.6)

v

Determinacéo de Zn, Cd, Pb e Cu
por ASV. Método 2 (Anexo B)

Adicao de 500 pL de tampao NH,CI e
100 pL de solugdo de dimetilglioxima
0,1 mol L', (pHga 9.5)

Determinagao de Ni por AdCSV.
Método 3 (Anexo C)

Adicdo de 200 yL de EDTA 0,1 mol L,
(PHfina 9.5)

,| Determinacdo de Tl por
ASV. Método 4 (anexo D)

Figura 37: Resumo do procedimento experimental sequencial testado para
determinagao de AI**, Fe®", zn?*, Ccd"™, Pb%", Cu®’, Ni**e TI"" em amostras de EPO

irradiada.
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5 CONCLUSOES

Na primeira parte desse trabalho foi investigado a eficiéncia da decomposigao
das amostras de EPO utilizando lampada de mercurio de alta pressido, onde foram
otimizados os tempos e as condi¢gdes de irradiacdo UV para a amostra estudada.
Este estudo demonstrou que a escolha das condi¢cbes adequadas de decomposicao
depende da forma como a amostra se apresenta (solugao injetavel ou po liofilo) e da
sua composicao.

A decomposicao satisfatéria das amostras de Eritromax® na forma de solugao
injetavel pdde ser obtida apdés um tempo de 2 horas de irradiagdo. Ja as amostras
Hemax-Eritron® em forma de po lidfilo e Alfaepoetina® em forma solugao injetavel,
além de serem necessarias 3 horas de irradiagao, esta exigiu a renovagao de H,O,
depois de 90 minutos de irradiagado para destruicdo completa da matéria organica
presente na amostra.

Através das comparagdes efetuadas dos voltamogramas entre as amostras
irradiadas e nao irradiadas com lampada de Hg de alta pressao, conclui-se que a
destruicdo de espécies organicas para a determinacdo de metais tracos é
indispensavel quando se utiliza a voltametria adsortiva de redissolugdo catodica.
Além disso, todo o procedimento foi desenvolvido sem a ocorréncia de
contaminagdes ou perdas significativas das espécies de interesse.

As amostras de EPO, analisadas apds o pré-tratamento com irradiacdo UV
sob condicbes otimizadas, apresentaram contaminacdo na faixa de 0,42 a
0,84 ug mL" para o Al, de 0,012 a 0,042 Mg mL" para o Cr e de 0,004 a
0,008 pg mL™" para o Ni. Ensaios de recuperacdao foram realizados a partir da
contaminagao das solugdes de EPO com os metais e percentuais de recuperacao
situaram-se na faixa entre 83 e 109% para amostras ndo-armazenadas e entre 70 e
110% apds armazenamento por 24 h a 4°C. Deste modo, a etapa de pré-tratamento
com irradiacdo UV é necessaria para posterior quantificacido por AdCSV.

O método possibilita a determinagcao de Al, Cr e Ni livre de interferentes
inorganicos como Fe**, Cu?*, Pb*" e Zn**. Os limites de quantificacdo calculados de
0,063 pg mL™" para o Al, 0,007 ug mL™" para o Cr e 0,0041 ug mL™ para o Ni em
amostras de EPO demonstram a aplicabilidade do método para determinagao destes

metais como contaminantes em quantidade trago nesta matriz.
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ANEXO A — Método 1: Parametros utilizados na determinacao de Al e Fe na analise
sequéncial

P o 2o©O~NOORWN =

oo~ WN —

oo N

OPERATION SEQUENCE

Instructions t/s

Main parameters

SMPL/M
DOS/M
PURGE
STIR
(ADD
PURGE
STIR  10.0
OPURGE
(REP
SEGMENT
REP)0
ADD>M
ADD)3
END

300.0

V.fraction 10.000 mL

V.added 0.750 mL
Rot.speed 2000 /min
Rot.speed 2000 /min

Segm.name Ale Fe

Soln.name Al_Std

SEGMENT
Al e Fe

Auxiliary parameters

V.total

V.add

10.8 mL

0.100 mL

Instructions t/s

STIR 5.0
HMDE
DPMODE

MEAS
0STIR 10.0
SWEEP 15.3

OMEAS
END

Main parameters

Auxiliary parameters

Rot.speed 2000 /min
Drop size 9
U.ampl -50 mV
t.step 0.10s
U.meas -100 mV
U.start -100 mV
U.end —700 mV
U.standby mV

Meas.cell normal

t.meas 20.0 ms
t.pulse 40.0 ms
U.step 4 mV
Sweep rate 40 mV/s
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ANEXO B — Método 2: Parametros utilizados na determinagédo de Zn, Cd, Pb e Cu

na analise sequéncial

OPERATION SEQUENCE

Instructions t/s

SMPL/M

DOS/M

PURGE

STIR 300.0

(ADD

PURGE

STIR  30.0
OPURGE
(REP
SEGMENT
REP)0
ADD>M

13 ADD)3

14 END

N2o©O®NOU R WN =

Main parameters

V.fraction 10.000 mL
V.added 1.000 mL

Rot.speed 2000 /min

Rot.speed 2000 /min

Segm.name ASV

Soln.name ZnCdPbCu

SEGMENT
ASV

Auxiliary parameters

V.total

V.add

Instructions t/s

1 STIR 5.0
2 HMDE

3 DPMODE

4 MEAS 60.0
5 OSTIR 5.0
6 SWEEP 21.9
7 OMEAS

8 END

Main parameters

Rot.speed 2000 /min

Drop size 4
U.ampl 50 mV
t.step 0.10s
U.meas -1150 mV
U.start -1150 mV
U.end 150 mV
U.standby mV

11.0 mL

0.100 mL

Auxiliary parameters

Meas.cell
t.meas
t.pulse

U.step
Sweep rate

normal
20.0 ms
40.0 ms

6 mV
60 mV/s
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ANEXO C — Método 3: Parametros utilizados na determinacdo de Ni na analise
sequéncial

N2o©ONOU R WN =

13
14

o o~ WN =

oo N

OPERATION SEQUENCE

STIR 5.0
HMDE

DPMODE

MEAS 90.0

0STIR 10.0
SWEEP 33.6

OMEAS
END

Instructions  t/s Main parameters Auxiliary parameters
SMPL/M V.fraction 10.000 mL V.total 10.6 mL
DOS/M V.added 0.600 mL
PURGE
STIR 300.0 Rot.speed 2000 /min
(ADD
PURGE
STIR 10.0 Rot.speed 2000 /min
OPURGE
(REP
SEGMENT Segm.name Ni_AdCSV
REP)0
ADD>M Soln.name Ni_Std V.add 0.010 mL
ADD)3
END
SEGMENT
Ni_AdCSV
Instructions  t/s Main parameters Auxiliary parameters

Rot.speed 2000 /min

Drop size 4 Meas.cell normal
U.ampl -50 mV t.meas 20.0 ms
t.step 0.30s t.pulse 40.0 ms
U.meas -550 mV

U.start -550 mV U.step 6 mV
U.end -1200 mV Sweep rate 20 mV/s
U.standby mV
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ANEXO D — Método 4: Parametros utilizados na determinacdo de Tl na analise
sequéncial

N2o©ONOU A WN =

13
14

o o~ WN =

oo N

OPERATION SEQUENCE

Instructions t/s

Main parameters Auxiliary parameters

SMPL/M V.fraction 10.000 mL V.total 11.5mL
DOS/M V.added 1.500 mL
PURGE
STIR 300.0 Rot.speed 2000 /min
(ADD
PURGE
STIR 10.0 Rot.speed 2000 /min
OPURGE
(REP
SEGMENT Segm.name TI_ASV
REP)0
ADD>M Soln.name Tl _Std V.add 0.100 mL
ADD)3
END
SEGMENT
TI_ASV
Instructions t/s Main parameters Auxiliary parameters

STIR 5.0
HMDE
DPMODE

MEAS 180.0
0STIR 10.0
SWEEP 30.9

OMEAS
END

Rot.speed 2000 /min

Drop size 4 Meas.cell normal
U.ampl 50 mV t.meas 20.0 ms
t.step 0.30s t.pulse 40.0 ms
U.meas -800 mV

U.start -800 mV U.step 6 mV
U.end —-200 mV Sweep rate 20 mV/s
U.standby mV
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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