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Resumo

A voltametria de redissolucdo é uma poderosa técnica utilizada na monotorizacdo de
metais em diversas matrizes. Combina uma etapa de pré-concentracdo com uma etapa
de medicdo electroquimica. Durante os Ultimos 20 anos os eléctrodos de filmes de
mercurio foram os mais utilizados como suporte nas técnicas voltamétricas. Com o
aumento da preocupacdo ambiental, a toxicidade associada ao mercurio comegou a por
em causa a sua utilizagdo segura. Assim em 2000, é proposta pela primeira vez a
utilizacdo do bismuto como substituto do mercurio, devido a sua baixa toxicidade. Nos
ultimos anos foram realizados vérios trabalhos utilizando eléctrodos de filme de
bismuto, para a determinacdo de metais por voltametria de redissolu¢do. No entanto

poucos se referem a especiacdo de metais em matrizes bioldgicas.

Neste trabalho sdo propostas metodologias que se baseiam na realizacdo de voltametria
de redissolucao anddica usando um eléctrodo de carbono vitreo revestido com filme de
bismuto, aplicadas a especiacdo na urina de dois metais, cobre e zinco, essenciais a

salde Humana em quantidades vestigiais.

A determinacdo dos metais foi realizada por voltametria de redissolugdo anddica de
onda quadrada em tampéo fosfato 0,25 M (pH 7,4). Os parametros experimentais foram
optimizados para 0os metais em questdo. A determinacdo das concentragdes nas amostras

de urina foi efectuada pelo método de adi¢éo padréo.

Sendo um trabalho de especiacdo, foi determinada a concentragdo livre e total dos
metais em amostras de urina. Foi assim necessario recorrer a digestdo da amostra
utilizando uma técnica combinada de tratamento com reagentes oxidantes e digestao por

microondas.

Comparando os valores obtidos para o metal total nas amostras de urina com 0s
existentes na literatura, concluimos que os valores obtidos para o Cu (133 e 143 ug/L)
se encontram ligeiramente aumentados, enquanto os de Zn (447 e 559 pug/L)

correspondem ao intervalo considerado normal (300-600 pg/L). No entanto, a

Pagina 6



Especiacdo de Cu e Zn em fluidos biol6gicos por voltametria de redissolugdo com BFE

concentra¢do meédia de Cu livre obtida para as 5 amostras (53,8 + 1,7 pg/L) encontra-se

no intervalo de valores de Cu total existentes na literatura (12-80 ug/L).

Como os estudos de especiacdo em fluidos biolégicos ndo se encontram muito
desenvolvidos, ndo existem valores de referéncia para as concentragdes de metal livre
em urina. Este facto mostra a importancia de se continuarem a realizar estudos de
especiacdo em fluidos bioldgicos, ja que como podemos verificar pelos resultados

obtidos s6 ~ 40 % do metal (Cu e Zn) excretado se encontra no seu estado livre.
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Abstract

The stripping voltammetry is a powerful tool used to monitoring metals in various
matrices. This technique combines a stage of pre-concentration with an electrochemical
measurement step. During the past 20 years the mercury film electrodes were more used
as a support in voltammetric techniques. With increasing environmental concern, the
toxicity associated with the mercury began to jeopardize their safe use. So in 2000, is
first proposed the use of bismuth as a substitute for mercury, due to its low toxicity. In
recent years several studies were conducted using bismuth film electrodes for the
determination of metals by stripping voltammetry. However, few refer to the speciation

of metals in biological matrices.

This work proposes methodologies that are based on the performance of anodic
stripping voltammetry using a glassy carbon electrode coated with bismuth film, applied
to speciation in the urine of two metals, copper and zinc, essential to human health in

trace amounts.

The determination of metals was performed by square wave anodic stripping
voltammetry in 0,25 M phosphate buffer (pH 7,4). The experimental parameters were
optimized for the metals in question. The determination in the urine samples was

performed by the standard addition method.

As a work of speciation was determined free and total concentration of metals in the
urine samples. It was therefore necessary to resort to sample digestion using a combined

technique of treatment with oxidants and microwave digestion.

Comparing the values obtained for the total metal in the urine samples with those in the
literature, we conclude that the values obtained for Cu (133 and 143 pg/L) are slightly
increased, while Zn (447 and 559 pg/L) correspond to the range considered normal (300
600 pg/L). However, the average concentration of free Cu obtained for the 5 samples (53,8

+ 1,7 pg/L) is in the range of values of total Cu in the literature (12-80 ug/L).
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As the speciation studies in biological fluids are not highly developed, there are no
reference values for concentrations of free metal in the urine. This shows the importance of
continuing to perform speciation studies in biological fluids, since we can verify that in the

results obtained only ~ 40% of the metal (Cu and Zn) is excreted in its free state.
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| — Introducéo

1. Metais no organismo humano

Os metais sdo um importante componente da crosta terrestre. Estes encontram-se
contidos nos depdsitos minerais e difundidos nas rochas. A maioria dos metais
encontra-se em pequenas quantidades, apesar de alguns como o crémio, o ferro e o
manganés serem mais abundantes. A constituicdo mineral depende da regido, ocorrendo
zonas de excesso e de caréncia de determinado metal. As propriedades do metal em
conjunto com as caracteristicas do meio vdo definir a sua distribuicdo. Normalmente
apresentam-se na sua forma inorganica, mas podem combinar-se com compostos
organicos. Alguns sdo suficientemente estaveis para se encontrarem biodisponiveis na

natureza (Caussy et al., 2003).

O Homem tem sido exposto aos metais continuadamente, devido a sua utilizacdo no
comércio, inddstria e medicina, através de processos naturais de bioacumulacéo,
actividade vulcanica, erosdo e de alguns fendmenos antropogénicos como a combustéo

féssil, incineracdo e inddstria mineira (Caussy et al., 2003).

Alguns minerais estdo presentes na constituicdo dos tecidos humanos em pequenas
concentracdes. Apesar das baixas quantidades desempenham funcGes essenciais ao bom
funcionamento do organismo, sendo por estas caracteristicas considerados
oligoelementos (WHO, 1996).

Os metais, quanto a sua existéncia no organismo humano, podem ser classificados como
essenciais, ndo essenciais e toxicos. O cobalto, cobre, ferro, manganés e zinco sé@o
alguns exemplos de metais essenciais e quando se encontram em deficiéncia podem ser
responsaveis por anomalias clinicas. Todos 0s metais essenciais podem no entanto
tornar-se toxicos quando as suas concentragdes se tornam mais elevadas. Outros metais
como o arsénio, cadmio, chumbo e mercudrio ndo sdo essenciais para nenhum organismo
vivo. A sua toxicidade vai depender da exposicdo, da forma como o metal entra no

organismo e atinge os 6rgaos alvo. Cada metal tem o seu alvo de toxicidade principal. O
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arsénio exerce principalmente a sua toxicidade sobre a pele, sistema nervoso central,
sangue e tecido cancerigeno; o cadmio tem afinidade para os rins, pulmdes e tecido
cancerigeno; o chumbo tem afinidade para o sistema nervoso, sangue e rins; 0 mercdrio
para o sistema nervoso e rins (Caussy et al.,2003; WHO, 1996; Yokel et al., 2006).

Os metais variam muito na sua biodisponibilidade ou capacidade de entrar no
organismo e causar toxicidade. Alguns cientistas distinguem biodisponibilidade externa
e interna. A biodisponibilidade externa é a capacidade que o metal tem de se solubilizar
e difundir no meio ambiente. A biodisponibilidade interna determina a capacidade em
ser absorvido e atingir o drgdo alvo exercendo a sua funcdo ou causando efeitos toxicos
(Caussy et al., 2003).

A capacidade de um oligoelemento ser absorvido e exercer o seu papel depende de
varias variaveis: (i) as caracteristicas fisico-quimicas que o metal apresenta nas fontes
provenientes da dieta alimentar, (ii) as interac¢des de antagonismo ou sinergismo que
ocorrem com 0s receptores do lumen ou dos tecidos, (iii) as variaveis fisiologicas que
em resposta a alteracdo da relacdo procura/oferta do metal, influenciam a absorcao,
armazenamento e incorporacdo nos locais alvo (WHO, 1996). Apoés a entrada do metal
no organismo todos estes factores fazem com que uma parte seja absorvida e a restante

expirada ou excretada pelo trato gastrointestinal.

I Zinco

O zinco (Zn) € um oligoelemento que tem como funcBes bioquimicas a participagdo em
processos enzimaticos, e a estabilizacdo da estrutura molecular dos componentes
subcelulares e da membrana. Pensa-se que 0 Zn seja essencial a todas as formas de vida.
Encontra-se em todos os tecidos e fluidos corporais, estimando-se que existam cerca de
29 de Zn no organismo humano (Dutra et al., 2006). A sua eliminacdo é feita através
dos rins, da pele e do intestino. Num individuo saudavel a excrecdo de Zn através da

urina deve situar-se entre os 300 e 600 pg/L (Dutra et al., 2006). Em casos de exercicio
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fisico ou situacBes de maior transpiracdo os valores de zinco excretado no suor estdo
elevados (WHO, 1996).

As principais consequéncias da deficiéncia de Zn no organismo sdo atrasos no
crescimento e na maturagdo sexual e esquelética, aparecimento de dermatite, alopecia,
diarreia, falta de apetite e alteragfes comportamentais. O aumento da susceptibilidade a
infeccdes leva a acreditar que a deficiéncia em Zn gera também alteracdes a nivel do
sistema imunologico. As deficiéncias mais ligeiras sdo facilmente ignoradas, pois 0s
sintomas clinicos sdo mais leves manifestando-se essencialmente a susceptibilidade para
infeccOes e ligeiro atraso no crescimento. A deficiéncia em Zn pode ser detectada
através da diminuicdo das concentracbes a nivel do sangue, urina e cabelo (WHO,
1996). Poucos sdo os casos relatados de envenenamento por excesso de zinco, mas com
doses entre 0s 4 e 8 g podem aparecer sintomas como nauseas, diarreia, vomitos e
letargia (WHO, 1996).

A quantidade diaria de Zn que deve ser ingerida € obtida pela soma dos requisitos para o
crescimento do tecido, a manutengdo, o metabolismo e as perdas enddgenas. O factor
mais dificil de estimar é a perda enddgena, pois esta tem a capacidade de se reduzir
qguando as quantidades de Zn ingeridas sdo diminuidas. Foram realizados estudos que
demonstram que em individuos submetidos a uma dieta pobre em Zn, os niveis
excretados na urina e nas fezes vao sendo consideravelmente reduzidos ao longo das
semanas. Esta diminuicdo ocorre sem no entanto alterar os niveis sanguineos. Os
estudos efectuados para estimar os niveis de Zn perdidos diariamente sugerem que a
quantidade minima a ingerir por dia seja de 1 mg nos homens e 0,7 mg nas mulheres
(WHO, 1996).

i. Cobre

O cobre (Cu) encontra-se distribuido por todo o organismo preferencialmente sobre a
forma de complexo orgéanico, normalmente associado a metaloproteinas com funcgéo

enzimatica. Estas enzimas encontram-se envolvidas em varios processos metabdlicos
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como por exemplo a respiracéo celular e a produgdo de energia. Estdo também ligadas a
sintese de proteinas constituintes do esqueleto e vasos sanguineos e neurotransmissores
essenciais a funcdo nervosa (WHO,1996). Os niveis de Cu no organismo rondam os 80
mg, podendo variar entre 50 e 120 mg (WHO, 1996). Estes valores ndo séo constantes
em todo o organismo, variando de 6rgdo para 6rgao. Também a idade do individuo € um
factor condicionante destes valores, sendo que nos dois primeiros anos de vida o bebé
possui cerca de 6 vezes mais Cu no figado que no individuo adulto, que serve como um
reservatorio enquanto a alimentacdo é apenas a base de leite materno. Na alimentacao
diaria o Cu encontra-se amplamente distribuido nos vegetais e nos produtos de origem
animal. As melhores fontes alimentares de Cu sdo os frutos do mar, carnes, legumes,
cereais refinados, acucares, leite e derivados. A agua que passa pela canalizacéo e fica
contaminada com Cu também se torna numa fonte significativa, ja que cerca de 60 %

das formas sollveis de Cu s&o absorvidas pelo limen do intestino (WHO, 1996).

A ingestdo conjunta com outros metais funciona de forma antagénica reduzindo a
quantidade de Cu que é assimilada no organismo. Um dos exemplos é a relacdo Cu/Zn,
onde uma dieta com suplementacdo em Zn é responsavel pela diminuicdo dos niveis de
Cu no organismo. Outro exemplo é o aumento da absor¢cdo quando existe uma ingestdo
de proteinas superior a 100 g/dia, valor que por ser tdo elevado ndo ¢ significativo em
termos reais. O tiomolibdato é um forte antagonista do Cu e é utilizado no tratamento da
doencga de Wilson (WHO, 1996).

O Cu no sangue encontra-se essencialmente nos eritrocitos e no plasma. Nos eritrocitos
grande parte encontra-se no complexo enzimatico Cu/Zn superdéxido dismutase. Os
niveis normais de cobre nos eritrocitos num adulto saudavel sd&o 0,9/1,0 pg/mL de
concentrado de eritrocitos. No plasma, 93 % do Cu encontra-se fortemente ligado a
enzima ceruloplasmina, responsavel pelo transporte de ferro oxidado apds a sua
incorporacédo na transferrina. Os niveis normais no plasma rondam os 0,8/1,2 pg/mL e
este valor é inalterado por ritmos ciclicos ou alimentacdo. As mulheres normalmente
possuem mais 10% de Cu no plasma do que os individuos do sexo masculino, podendo
aumentar até trés vezes mais no Gltimo trimestre da gravidez ou em caso de toma de

estrogénios. Quando o nivel sérico de Cu se encontra abaixo dos 0,8 ug/mL estamos
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perante um estado de hipocupremia, que geralmente esta ligado a estado de deficiéncia
de ceruloplasmina (WHO, 1996).

Varios sintomas tém sido associados, tanto em animais como em humanos, a deficiéncia
em Cu. Os mais comuns sdo anemia hipocromica, neutropenia, hipopigmentacdo do
cabelo e da pele, osteoporose e formacdo dssea anormal, e anormalidades vasculares.
N&o existe actualmente nenhum marcador especifico para a deficiéncia em Cu. Sao
utilizados para o efeito os valores de referéncia de Cu sérico (0,64/1,56 pg/mL), Cu
urinario (12 a 80 pg/L) e o cobre depositado no cabelo (10/20 ug/g) (Jacobs et al.,
2001).

O consumo de Cu considerado adequado para um adulto é de 0,7 e 0,8 mg/dia, para
homens e mulheres respectivamente. Estes valores representam um aumento de 15 %
em relacdo a quantidade necessaria para que algum Cu seja armazenado no organismo
(WHO, 1996).

Sdo raros os casos de intoxicacdo por Cu e, normalmente acontecem devido a
contaminagdo alimentar e ingestdo voluntéaria ou acidental de grandes quantidades de
sais de Cu. Os sintomas incluem salivacdo excessiva, nauseas, vomitos, dor epigastrica
e diarreia. Em alguns casos a intoxicacdo por Cu pode causar necrose hepatica,
proteindria, hipotensdo, taquicardia, insuficiéncia renal aguda, colapso vascular e morte.
Estes sintomas s6 aparecem numa fase tardia da intoxica¢do, quando a capacidade do
figado em reter o Cu ja se encontra no limite. Encontram-se reportados casos de
ocorréncia de mortes em bebés indianos, por cirrose devido a ingestdo de leite que

depois de ser armazenado em latas de bronze fica contaminado com Cu (WHO, 1996).

2. Importancia da determinacdo de metais (Cu e Zn) em amostras

bioldgicas
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Os fluidos bioldgicos sdo reconhecidos como meios Uteis para a determinacdo dos
niveis de Cu e Zn para o diagnostico e monitorizacdo de determinados estados

nutricionais e patologias.

Estudos recentes tém demonstrado que o Cu e 0 Zn sdo os factores de mediagdo na
Doenca de Alzheimer e na doencga de Parkinson. O aparecimento destas duas doencas
neurodegenerativas envolve a formacdo de placas devido a agregacdo de proteinas, e
stress oxidativo. Como consequéncia 0s neurdnios sao danificados provocando
alteracbes na funcdo cerebral. Actualmente, os estudos sugerem que iGes metalicos,
entre eles Cu e Zn, possam exercer um papel fundamental, actuando como mediadores
de neurotoxicidade, favorecendo o aparecimento de placas e stress oxidativo. Por
exemplo, na doenga de Alzheimer, a relagdo entre a agregagdo do péptido -amiloide e
0 stress oxidativo foi provada. Tal facto deve-se a alteragcdes na homeostase dos metais
Cu, Fe e Zn que se ligam ao péptido em reaccBes redox. Um aumento da concentracdo
destes metais foi relatado em casos de doenca de Alzheimer (Cuajungco, 2002 e
Nischwitz et al., 2008).

O controlo dos niveis de Cu é uma forma de controlar a evolugédo da doenga de Wilson,
ja que esta se caracteriza por um aumento dos mesmos (Oliveira, 2006). Também em
certos carcinomas ocorre uma elevacdo do Cu, sendo utilizadas terapias quelantes,

semelhantes as usadas na Doenga de Wilson (Lin, 2009).

A determinacdo dos niveis de metais pesados foi também utilizada para testar a
seguranga de medicamentos tradicionais africanos a base de plantas. Avaliando a
quantidade de zinco, cobre e ferro na urina de pacientes sujeitos a tratamento com estes
medicamentos pode-se concluir se as plantas utilizadas na sua preparacdo estavam

sujeitas a contaminacéo (Steenkamp, 2000).

A agua é também sujeita a um controlo em termos de concentracdo em metais pesados,
evitando a exposicdo de animais e seres humanos a quantidades toxicas. Sao varios 0s
estudos realizados em agua superficiais para determinar os niveis de Cu e Zn (Muller,
2001).
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Por todos estes motivos, surge na actualidade uma necessidade de desenvolver métodos
que sejam eficazes na determinacdo das concentracbes em Cu e Zn, principalmente a

nivel dos fluidos biologicos.

3. Especiacdo de metais

Os metais podem existir na natureza na sua forma inorganica, na forma de sal, ou na
forma organica quando combinados com compostos organicos (Caussy et al., 2003).
Apesar de para fins de monitorizagdo ambiental e ocupacional os valores totais do metal
serem suficientes, para compreender o metabolismo, toxicidade, distribuicdo celular e
deposicdo nos tecidos é necessario quantificar todas as formas em que o metal ocorre
(Moreira, 2004). Ao estudo da forma em que o metal se apresenta numa dada matriz

esta associado o termo especiacao.

O termo especiacdo foi tendo ao longo do tempo alteracBes no seu significado, ndo
havendo ainda hoje um consenso na sua defini¢do. Segundo a Unido International para a
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, International Union for Pure and Applied
Chemistry), o termo especiacdo deve ser apenas utilizado para descrever a distribuigédo
das espécies quimicas numa determinada matriz. Define ainda trés termos especificos a
utilizar em situacdes distintas (IUPAC, 2000):

i) Espécie Quimica: forma especifica de um elemento definido quanto a
composicao isotopica, estrutura electronica, estado de oxidacdo ou estrutura
molecular.

i) Anélise de Especiacdo: actividades de andlise/medicdo das quantidades de
uma ou mais espécies individuais numa amostra.

iii) Especiacdo de um Elemento: distribuicdo das espécies quimicas de um

elemento num dado sistema.

As varidveis que contribuem para a especiagdo sdo o nimero de dtomos de valéncia, a
existéncia de isotopos, os ligandos associados, o tamanho das particulas e o estado
morfologico (Yokel et al., 2006 e Gonzalvez et al., 2009). Véarios metais encontram-se

na Natureza em mais do que um estado de valéncia. Por exemplo, o Cu apresenta o
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estado O, | e 1l enquanto 0 Zn s6 se encontra no estado O e Il. O estado de valéncia em
gue o metal se encontra vai influenciar a sua absorcdo, distribuicdo, biotransformacao,
eliminacdo e consequentemente a sua toxicidade. O tamanho da particula é um factor
preponderante no que respeita a deposicdo do metal nos pulmdes. As particulas com
didmetros mais pequenos conseguem penetrar nos alvéolos e bronquiolos podendo
nesse caso ser absorvidas para a corrente sanguinea. Também o facto de o metal se
encontrar associado a ligandos afecta a sua forma quimica. Os ligandos sao ides, atomos
ou grupos funcionais que se ligam a um ou mais dtomos centrais do metal formando
normalmente um complexo. Esta ligagdo pode afectar tanto a solubilidade como a
absorcéo pulmonar, distribuicdo, biotransformacéo, e eliminacdo do metal. A ligacéo do
metal a proteinas transportadoras é influenciada pela espécie quimica. Estas tém a
capacidade de reconhecer uma determinada espécie em detrimento de outra. Também
em termos de formas orgénicas e inorganicas do metal a absorcdo difere, sendo que as
formas organicas sdo melhor absorvidas do que as inorganicas. Um ultimo factor que
influencia a toxicocinética e a toxicodinamica é a biotransformacao (Yokel et al., 2006

e Gonzalvez et al., 2009).

Neste sentido, a determina¢do da quantidade total de um elemento numa dada amostra é
claramente insuficiente, e informacdo adicional sobre especiacdo estd a ser

crescentemente exigida no meio cientifico (Moreira, 2004).

Numa matriz complexa como os fluidos bioldgicos e tecidos, os elementos podem
ocorrer como ides livres ou mononucleares, como complexos de baixo peso molecular,
ou como complexos macromoleculares, reversiveis ou irreversiveis. Para trabalhos com
especiacdo existe a necessidade de separar os compostos biologicamente activos aos
quais o metal se encontra ligado, seguida da medicdo do elemento nas suas diferentes

fraccdes.

. Analise de especiacdo de metais em fluidos biologicos
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Como j& definido anteriormente, a analise de especiacdo refere-se a actividade analitica
de identificar e determinar as diferentes espécies quimicas numa dada amostra. E
considerada a ultima barreira na andlise elementar, pois implica a determinacdo de
concentracbes muito baixas e envolve dificuldades em encontrar métodos
suficientemente selectivos (Gonzalvez et al., 2009). A amostragem, 0 armazenamento e
a manipulacdo da amostra sdo as tarefas mais dificeis na analise de especiagdo, devendo
por isso evitar-se qualquer procedimento que altere o equilibrio ou transforme as

diferentes espécies contidas na amostra (Moreira, 2004 e Gonzalvez et al., 2009).

Muitas das espécies quimicas em andlise apresentam o problema de serem instaveis
termicamente e o simples acto de manipulacdo da amostra pode alterar
irreversivelmente os dados obtidos. Outro factor que pode influenciar os resultados € a
alteracdo do meio bioldgico. Estas mudancas alteram o equilibrio fisico-quimico
existente, de modo que no final as espécies quimicas determinadas ndo representam as
originalmente existentes. As baixas concentracBes das diferentes formas de metal
existentes ap0Os a separacdo sdo também um desafio pois para serem detectadas nas
quantidades reais sdo necessarios detectores extremamente sensiveis e selectivos. Além
disso essas pequenas quantidades encontram-se ainda encobertas pelas matrizes muito
complexas dos fluidos bioldgicos. Por estas razbes todos os métodos de andlise de
especiacdo desenvolvidos até ao momento necessitam de processos de pré-tratamento
(Moreira, 2004).

A andlise de especiacdo ja superou actualmente todos os problemas acima referidos e
tornou-se evidente que hoje em dia o seu desenvolvimento tem proporcionado solucgdes
exactas e precisas para varios problemas ambientais e para medi¢gdes quimicas de

muitos elementos (Gonzalez et al., 2009).

Com o crescente interesse da comunidade cientifica sobre a bioacumulacdo e toxicidade
dos metais, ttm sido desenvolvidos varios metodos analiticos para a determinagéo
destes elementos em fluidos bioldgicos. O procedimento analitico ideal deve permitir a
identificacdo e separacdo das diversas espécies quimicas, a sua quantificacdo e a
manutencdo das ligacGes metal-ligando (Moreira, 2004).

Pagina 25



Especiacdo de Cu e Zn em fluidos biol6gicos por voltametria de redissolugdo com BFE

A colheita e 0 armazenamento dos fluidos biolégicos deve ser realizada com 0 maximo
de precaucdo, uma vez que este tipo de amostras se altera e contamina facilmente,
alterando assim os valores originais do metal. Devem-se ter em conta factores como a
hora e 0 modo da colheita, 0 material usado na fabricagcdo dos utensilios de recolha e a
adicdo de conservantes. Todos estes factores podem alterar a analise de especiacéo feita
(Moreira, 2004).

Sdo usados varios métodos para pré-concentrar a amostra ou isolar uma determinada
espécie para posterior quantificacdo. Estdo descritos na literatura a utilizacdo de
métodos cromatograficos como cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC), troca
ionica e exclusdo de tamanho, que sdo muito Uteis na determinacdo de diferentes
espécies ao mesmo tempo (Moreira, 2004 ; Das, 1996). Sdo ainda utilizados outros
métodos como ultrafiltracdo, ultracentrifugacdo, extraccdo com solvente, destilacdo e
pirdlise (Moreira, 2004).

Apbs a separacdo das diferentes espécies na amostra sdo usadas outras técnicas para
deteccdo e quantificacdo. As técnicas espectrofotométricas sdo largamente utilizadas
para a determinacdo de metais devido & elevada sensibilidade e selectividade e tornam-
se bastante atractivas porque a maioria dos laboratorios possui equipamentos de
absorcdo atémica disponiveis. As mais usadas sdo a espectrofotometria de absor¢édo
atébmica utilizando diferentes atomizadores tais como forno de grafite, chama, vapor
frio, de massa e de emissdo Optica (Moreira, 2004; Arabinda, 1996). No entanto, estas
técnicas utilizadas sozinhas ndo sdo adequadas para a determinacdo in situ de metais,
pois devido a elevada temperatura a que 0s atomizadores estdo sujeito ndo se consegue

diferenciar as diferentes espécies quimicas (Moreira, 2004).

As técnicas voltamétricas de redissolucdo anddica (ASV, anodic stripping voltammetry)
e de redissolugdo catodica (CSV, cathodic stripping voltammetry) sdo também
actualmente bastante usadas devido a grande selectividade e sensibilidade que

apresentam na determinacdo de metais em qualquer tipo de matriz (Carvalho, 2008).

4. Técnicas voltamétricas para analise de especiacdo de metais
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Historicamente, o ramo da voltametria desenvolveu-se a partir da descoberta da
polarografia em 1922, pelo Prémio Nobel Jaroslav Heyrovsky. Os métodos mais antigos
passaram por uma série de dificuldades e s6 nas décadas de 60 e 70 é que ocorreram
avancos significativos que permitiram melhorar quer as técnicas quer as teorias,
tornando as metodologias mais sensiveis, permitindo o seu uso como método analitico

de rotina (Kounaves, 1997).

As vantagens da utilizacdo deste tipo de técnicas sdo Vvarias, tais como: elevada
sensibilidade a uma grande gama de concentracdes, tanto para espécies organicas como
inorganicas; podem ser utilizadas a uma vasta gama de temperaturas e numa grande
variedade de matrizes e solventes organicos; rapidez de analise; analise de varios
elementos simultaneamente; e capacidade de determinar com relativa exactiddo

parametros cinéticos desconhecidos (Kounaves, 1997).

A caracteristica comum a todas as técnicas voltamétricas é a aplicacdo de um potencial
(E) a um eléctrodo e a monitorizacdo da corrente resultante (i) que flui através da célula
electroquimica. Normalmente a diferenca de potencial gerada é monitorizada durante

um periodo de tempo (t) prée-definido (Kounaves, 1997).

A andlise voltamétrica é realizada numa célula electroquimica, que consiste num
eléctrodo principal ou de trabalho, um eléctrodo de referéncia, e normalmente, num
eléctrodo auxiliar. O eléctrodo de trabalho é onde a reacgdo ou transferéncia ocorre. A
reacgdo de oxidacdo ou redugdo da substancia na superficie do eléctrodo gera uma

corrente eléctrica que € quantificada (Kounaves, 1997).

A voltametria de redissolugéo possui os limites de deteccdo mais baixos de todos os
métodos electroanaliticos. Combina uma etapa de pré-concentracdo com uma etapa de
medicéo electroanalitica dos analitos acumulados, e engloba trés passos diferentes (Leal
et al., 2009). O primeiro passo de pré-concentracdo consiste na deposi¢do do metal a
analisar no eléctrodo, aplicando um potencial de corrente adequado. A solugdo em
analise é agitada durante todo o processo para maximizar a quantidade de metal

depositada. Numa segunda etapa a solucdo permanece em repouso ndo se dando
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nenhuma reaccdo nesta fase. Na ultima fase o metal é retirado do eléctrodo ocorrendo
um varrimento de potencial. A diferenca de potencial é relacionada com a quantidade de

metal em solucdo (Bott, 1992).

A voltametria de redissolucdo pode ser ainda anddica ou catodica de acordo com o tipo
de processo, oxidagdo ou reducgdo, respectivamente. Assim a ASV e CSV sdo duas

técnicas especificas no que diz respeito a forma de varrimento de potencial (Bott, 1992).

A industria farmacéutica é um exemplo de uma area onde esta técnica é bastante usada
para quantificar o teor de substancia activa. Também na quimica orgénica e analitica a
voltametria € uma técnica aplicada na determinacdo de contaminantes e potenciais de
reducdo (Bas et al., 2010).

Para a anélise de especiacdo de metais a voltametria é 0 método de elei¢cdo. Possibilita a
medicdo mesmo em situacGes em que outras técnicas poderosas como a cromatografia
ou absorcdo de massa sdo impossiveis de utilizar. Com esta técnica é possivel detectar
diferentes estados de oxidacdo dos metais e especificar a biodisponibilidade (Bas et al.,
2010).

i Eléctrodo de filme de bismuto

Nas Ultimas duas décadas, os eléctrodos mais utilizados nas técnicas voltamétricas de
redissolugdo foram os eléctrodos de filme de mercirio (MFEs , mercury-film
electrodes), preparados através do revestimento de um substrato apropriado com um
fino filme de mercurio. Este tipo de eléctrodo revelou-se uma Optima escolha

principalmente na ASV e na voltametria de redissolucéo absortiva (Economou, 2005).

Com o aumento da consciéncia ecolégica no mundo desenvolvido, a toxicidade do
mercurio (Hg) e dos seus sais tornou-se uma desvantagem na utilizacdo de MFEs. Por
esse motivo na ultima década varios cientistas tém nos seus trabalhos tentado encontrar

um potencial substituto para o Hg.
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Em 2000, Wang propde pela primeira vez a utilizacdo de bismuto (Bi) como substituto
do Hg (Wang et al., 2000). Os eléctrodos de filme de bismuto (BFEs, bismuth film
electrodes) séo preparados da mesma forma que os MFEs, substituindo o filme de Hg
por Bi. A vantagem mais significativa atribuida aos BFESs é a sua desprezivel toxicidade
para 0 ambiente, ao contrario dos MFEs. No entanto, podemos ainda encontrar outras
vantagens analiticas ja que o Bi forma ligas com os metais pesados, analogas as
amalgamas que o Hg forma (Economou, 2005). Para além disso o Bi aparenta uma certa
insensibilidade para o oxigénio dissolvido (Jia et al., 2008). O Bi é um metal mais
facilmente oxidavel que o Hg, o que faz com que o BFE tenha em comparagdo com o
MFE, um limite anddico negativo. A janela de potenciais aceitaveis torna-se assim mais
pequena com a utilizacdo do BFE o que é desvantajoso (Economou, 2005). Desde entao

tém sido desenvolvidos alguns trabalhos utilizando BFEs.

A érea em que a utilizacdo de BFE tem mais aplicacdes € a analise de metais vestigiais

por técnicas de voltametria de redissolu¢do (Economou, 2005).

O Bi pode ser normalmente depositado nos mesmos substratos que o Hg. Diferentes
formas de carbono foram ja utilizadas com o Bi, entre elas encontram-se o carbono
vitreo, grafite, pasta de carbono e lapis de chumbo. O carbono vitreo produz um ruido
de fundo quase insignificante, mas tem a desvantagem de ser o material mais caro. A
pasta de carbono e o lapis de chumbo sdo materiais mais baratos que se encontram
disponiveis comercialmente. Também tém sido testados microeléctrodos de carbono,

ouro ou platina (Econoumou, 2005).

O método utilizado para o revestimento do BFE com o Bi é critico para 0 seu bom
funcionamento. Existem trés metodologias diferentes que podem ser utilizadas
(Economou, 2005):

O primeiro método, utilizado por Alberich, consiste numa deposicdo ex situ do Bi, ou
seja, a sua deposicdo no eléctrodo antes deste ser transferido para a solugdo a analisar
(Alberich et al., 2009). Uma das vantagens associadas a este método é a possibilidade

de optimizar as condicdes de deposicdo do Bi independentemente das condicdes de
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analise da amostra, o que leva a uma maior versatilidade. A complexidade e morosidade

do processo tornam-se uma desvantagem face a outros métodos (Alberich et al., 2009).

Num segundo método, in situ, o Bi, numa concentracdo entre 400-1000 pg/L é
adicionado directamente & amostra a analisar e a sua deposicao é feita durante a anélise.
Neste tipo de deposicdo a concentracdo em Bi deve ser pelo menos dez vezes superior a
concentracdo esperada do analito na amostra para evitar efeitos de saturacdo. As
condicdes de deposicao do Bi sdo, neste caso, condicionadas pelas condi¢des ideais para
anélise da amostra (Economou, 2005). Esta técnica foi utilizada por Kefala nos seus
estudos com chumbo (Pb) e Zn em &guas e cabelo humano obtendo resultados
satisfatorios (Kefala et al., 2003).

O terceiro método de formacdo de BFEs esta essencialmente confinado a utilizacdo em
eléctrodos de pasta de carbono. Consiste na modificacdo do eléctrodo com um percursor
do Bi. E utilizado por exemplo o Bi,O3 que se incorpora no eléctrodo misturando-se
com a pasta de carbono. Este método de modificacdo dos sensores € facil de preparar e

0 seu procedimento é simples (Economou, 2005).

ii. Digestdo da amostra

A presenca de matéria organica na amostra, em analises voltamétricas pode
comprometer a determinacdo da concentracdo real de metais, devido a formacdo de
complexos estaveis inertes a deteccdo (Carvalho et al., 2008 e Leal et al., 2009). Além
disso, a matéria organica pode competir com a espécie de interesse pela superficie do
eléctrodo de trabalho, reduzindo a sensibilidade e provocando o aparecimento de sinais
de fundo. Pode ainda sofrer oxidacdo ou redugdo, aumentando o sinal residual
impedindo a execucdo da analise (Carvalho et al., 2007). Por todos estes motivos a
etapa de eliminacdo da matéria organica presente na amostra € de grande importancia

nos métodos voltamétricos.

Sdo normalmente utilizados trés métodos na digestdo da matéria organica: digestdo com

quimicos oxidantes, digestdo por ultravioleta (UV) e digestdo por microondas (Carvalho
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et al., 2007; Leal et al., 2009; Eilola, 2009). O método classico é a digestdo com
reagentes oxidantes com a adicdo de quimicos oxidantes como o perdxido de
hidrogénio, acido sulfarico, &cido nitrico ou outros acidos concentrados. Este método
apresenta a desvantagem de oferecer um alto risco de contaminacao da amostra, além de
exigir um grande volume de reagentes. Como alternativa a este método € utilizada a
digestdo por irradiacdo com raios ultravioleta, ou por aquecimento com microondas em

vasos fechados a alta pressédo (Carvalho et al., 2007 e Leal et al., 2009).

A digestdo por UV consiste em expor a amostra num tubo de silica, a uma lampada UV
por um periodo de tempo suficientemente longo para destruir a matéria organica. O
tempo de exposicdo varia com a intensidade da lampada e com a quantidade e

concentracdo da amostra (Leal et al., 2009).

O método de digestdo por microondas € normalmente usado em combinagdo com a
oxidacdo por compostos quimicos. A digestao torna-se assim mais completa e diminui a
quantidade de reagentes necessarios na digestdo por quimicos. Séo utilizados vasos
fechados, normalmente de Teflon, onde sdo adicionados os reagentes oxidantes a
amostra. Sdo depois submetidos a aquecimento com microondas até atingir
temperaturas de destruicdo de decomposicao da matéria organica (Leal et al., 2009 e
Eilola, 2009).

5. Objectivos do trabalho experimental

Neste trabalho sdo propostas metodologias que se baseiam na realizagdo de voltametria
de redissolucao anddica usando um eléctrodo de carbono vitreo revestido com filme de
bismuto, aplicadas a especiacdo de dois metais, essenciais a saude Humana em
quantidades vestigiais, Cu e Zn, em amostras de urina. Sao descritas todas as etapas de
optimizacdo do método e analise das amostras, antes e apds digestdo em microondas

com a associacao de reagentes oxidantes.
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I1. Parte Experimental

1. Reagentes e Solucgoes

Os reagentes utilizados na execucdo experimental deste trabalho, foram todos de
qualidade p.a. ou semelhante e a agua usada na preparacdo das solugdes e diluicdes das

amostras foi purificada em sistema Mili Q (resistividade > 18MQcm).

Nos estudos realizados foram utilizadas solucbes de tampéo fosfato 0,25 M (pH 7,4) e
tampdo acetato 0,10 M (pH 4,5), que serviram para preparar as solucdes de Bi, Cu e Zn

utilizadas.

A solucdo de Bi foi preparada por diluicdo de uma solucdo 1000 mg/L (Fluka) em
tampdo acetato 0,10 M (pH 4,5).

As solucdes de Cu e Zn foram preparadas por diluicdo de solugdes 1000 mg/L (Fluka)
em tampado fosfato 0,25 M (pH 7,4).

O tampao fosfato 0,25 M (pH 7,4) foi preparado adicionando 400,00 mL de solucéo de
Na,HPO,4 0,25 M e 100,00 mL de uma solugdo de NaH,PO,4 0,25 M, ambas preparadas

no laboratodrio a partir dos reagentes puros.
O tampdo acetato 0,10 M (pH 4,5) foi preparado através da adi¢do de 9,00 mL de &cido
acetico 99,8% (Sigma Aldrich) a 9,203g de acetato de sddio e quantidade de agua ultra-

pura de modo a perfazer 1,00 L.

As amostras de urina utilizadas na analise foram recolhidas de pessoas saudaveis.

Pagina 32



Especiacdo de Cu e Zn em fluidos biol6gicos por voltametria de redissolugdo com BFE

Todo o material usado foi previamente descontaminado por imersdo num banho de

acido nitrico 2 M (Panreac) e lavado abundantemente com agua desionizada.

2. Instrumentacéo

As determinac@es voltametricas foram realizadas num potenciostato Ecochime/ Autolab
modelo pAutolab Type 11, ao qual foi acoplado um Stand da Metrohm 663 VA (Figura
1). O potenciostato foi controlado por um computador Acer® com um software GPES
4,9.

e 9'

Figura 1 - Potenciéstato Ecochime/ Autolab modelo pAutolab Type I11 (in: Metrohm, 2011)

Empregou-se uma célula convencional de trés eléctrodos (ver Figura 2). O eléctrodo de
trabalho, onde foi depositado o filme de Bi, era constituido por carbono vitreo com
didametro de 2 mm. Como eléctrodo de referéncia foi utilizado um eléctrodo de AgCl/Ag
(KCI, 3,0 M). O eléctrodo auxiliar, tal como o eléctrodo de trabalho, foi de carbono
vitreo. Durante as etapas de deposicdo as solucBGes foram agitadas com o eléctrodo
rotativo de politetrafuoretileno (PTFE) a 2500 rpm.
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Figura 2 - Célula electroquimica utilizada: 1) tampa; 2) recipiente de medicgéo; 3) tubo
para o gas inerte; 4) eléctrodo de referéncia; 5) eléctrodo de trabalho; 6) eléctrodo
auxiliar; 7) agitador

O aparelho de irradiacio com microondas utilizado foi um High Performance
microwave digestion unit Mls 1200 Mega da Milestone® (Figura 3).

Figura 3 - Mls 1200 Mega da Milestone® (in: Milestone, 2010)

3. Determinac0es voltamétricas

No inicio de cada dia o eléctrodo de trabalho foi limpo manualmente através da friccdo
da sua superficie com pé de alumina (Buehler 40-6603-030-016), sendo os residuos

removidos através da passagem abundante de 4gua desionizada.

Seguidamente efectuou-se uma limpeza electroquimica com tampao acetato 0,10 M (pH

4,5) aplicando um potencial de 1,8 V durante 10 minutos.
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As determinagdes voltamétricas foram efectuadas com 40,00 mL da solucédo a analisar,
com uma purga de 180 segundos (s) com azoto livre de oxigénio a uma pressao de 1
baar. A etapa de deposicdo ocorreu a um determinado potencial sob agitagéo, seguida de
um periodo de repouso de 10 s. Na Gltima etapa, verificou-se o varrimento de potencial.

A formacdo do filme de Bi foi realizada com Bi em tampé&o acetato 0,10 M (pH 4,5),
aplicando um potencial de deposicdo (Eq) de -1,4 V durante 90 s (parametros

previamente optimizados) (Leal et.al., 2009).

Os parametros de deposi¢cdo do Cu e Zn foram optimizados em tampéo fosfato 0,25 M
(pH 7,4).

Os parametros de varrimento utilizados (previamente optimizados) (Leal et al., 2009),
foram: voltametria de onda quadrada, frequéncia de 10 Hz, amplitude 0,0501 V e

degrau de variacdo de potencial de 0,0051 V.

Para a remocdo do filme de Bi fez-se um varrimento anddico entre -1,1 e 1,8 V em
tampéo acetato 0,10 M (pH 4,5).

4. Digestdo da amostra

A andlise das amostras de urina foi efectuada antes e apds destruicdo da matéria
organica. Para digerir as amostras utilizou-se um processo combinado, microondas e

oxidagdo por compostos quimicos (Eilola, 2009).

A 4 mL de amostra foram adicionados 4 mL de acido nitrico concentrado (Panreac) e 2

ml de perdxido de hidrogénio (Panreac) (Eilola, 2009).

O aparelho de irradiagdo com microondas foi programado para uma poténcia de 600 W

durante 16 minutos, atingido a temperatura maxima de 140°C. A uma das amostras foi
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adicionada uma sonda para possibilitar o controlo da temperatura méaxima atingida

durante a digestdo. As amostras foram refrigeradas ate posterior analise (Eilola, 2009).

Depois do processo de digestdo, e antes da diluicdo, foi necessario proceder a
neutralizacdo da urina com NaOH concentrado (Panreac). Esta mistura foi ainda diluida

10 vezes com éagua ultra-pura.

I11. Discussao dos Resultados

1. Optimizacao das condicOes de deposicdo de Cu e Zn

Para a primeira fase de optimizacdo das condi¢des de deposicdo dos metais utilizou-se
uma solucgéo de Bi 1 mg/L em tampé&o acetato 0,10 M (pH 4,5), e uma solucéo padrdo
de Zn 100 pg/L preparada em tampéao fosfato 0,25 M (pH 7,4). Estes parametros foram
optimizados s6 para 0 Zn, visto este ser o metal que se apresenta a um potencial mais

negativo apos o varrimento de potencial.

. Optimizacao do potencial de deposicao (Eg)

O primeiro pardmetro avaliado foi o E4. Variou-se o potencial entre -1,3 e -1,7 V,
verificando-se que a intensidade de corrente (i) obtida para 0 Zn aumentava até -1,6 V

diminuindo para -1,7 V (Figura 4).
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Figura 4 — Influéncia do E4 na i produzida por uma solucéo de Zn 100 pg/L

ii. Optimizagao do tempo de deposicao (ty)

O segundo parametro avaliado foi o tempo de deposicdo. Avaliaram-se trés tempos de
deposicao diferentes: 60, 90 e 180 s, obtendo-se um valor maximo de intensidade de

corrente produzida pelo Zn aos 90s de deposicao (Figura 5).

9,00E-08
8,00E-08
7,00E-08
6,00E-08
:<: 5,00E-08
*= 4,00E-08
3,00E-08
2,00E-08
1,00E-08
0,00E+00
0 50 100 150 200
ty(s)

Figura 5 — Influéncia do ty na i produzida por uma solugdo de Zn 100 pg/L
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iii.  Optimizacdo da concentracao de Bi

Por fim optimizou-se a concentracdo de Bi a utilizar para as determinagdes de Cu e Zn.
Variou-se a concentracdo de Cu e Zn entre 100 e 500 pg/L para concentracGes de Bi 0,5

e 1 mg/L.

Os resultados obtidos demonstraram que para uma concentragdo de Bi 0,5 mg/L a
intensidade de corrente obtida para o Zn era superior, a obtida para Bi 1 mg/L. No
entanto, para o Cu obteve-se uma intensidade de corrente superior para Bi 1 mg/L
(Figura6 e 7).

Como a intensidade de corrente obtida para as solug¢fes de Zn é muito inferior (cerca de
10 vezes) a obtida para as solucBes de Cu de igual concentracdo, e a determinacdo de
Cu e Zn nas amostras sera efectuada em simultaneo, a concentracdo de Bi a usar nas

determinacGes de Cu e Zn sera de 0,5 mg/L.
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4,00E-07 *

i(A)

3,00E-07
@ Bi1lmg/L

2,00E-07 M Bi 0.5 mg/L

*
y |

1,00E-07 u

*

0,00E+00
0 100 200 300 400 500 600

[Zn] po/L

Figura 6 —i para Zn utilizando Bi 0,5 e 1 mg/L
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Figura 7 — i para Cu utilizando Bi 0,5 e 1 mg/L

iv.  Deposicdo do Bi, Cu e Zn in situ vs ex situ

Durante os estudos de optimizacdo foram também testados dois métodos diferentes:

deposicdo do Bi, Cu e Zn in situ e ex situ.

Para os estudos in situ utilizou-se uma solugdo de tampdo fosfato 0,25 M (pH 7,4)
contendo Cu e Zn 100 pg/L e Bi 0,5 mg/L. A deposicdo tanto dos metais como do Bi foi

feita simultaneamente, utilizando as condicdes de deposicao ja optimizadas.

Foram realizadas vérias determinacdes voltamétricas e nos voltamogramas obtidos 0 Zn
néo era detectado e o pico de intensidade do Cu (a ~ -0,10 V) era mascarado pelo do Bi
(a~-0,25 V) (Figura 8).
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Figura 8 — Voltamograma obtido pelo método in situ para Cu e Zn 100 pg/L e Bi 0,5 mg/L

Para os estudos ex situ fez-se a deposicao prévia de Bi numa solucdo de tampdo acetato
0,10 M (pH 4,5) e Bi 0,5 mg/L e a posterior deposi¢cdo do Cu e Zn numa solugéo
tampéo de fosfato 0,25 M (pH 7,4) contendo Cu e Zn 100 ug/L, utilizando as condic¢des

de deposicdo ja optimizadas.

Nos voltagramas obtidos, dos quais o voltagrama abaixo (Figura 9) é um exemplo,
podemos verificar a existéncia de dois picos de corrente correspondendo ao Zn (a ~ -
0,96 V) e ao Cu (a~-0,10 V), ndo sendo o Bi detectado.
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Figura 9 - Voltamograma obtido pelo método ex situ para Cu e Zn 100 pg/L e Bi 0,5 mg/L

O método in situ foi entdo abandonado e o método utilizado para o estudo das amostras

de urina foi 0 método ex situ.

2. Curvas de calibracéo para Cu e Zn em tampao fosfato

Ap0s optimizacdo das condicbes de deposicao foram realizadas calibracdes para o Cu e
Zn, utilizando as condicdes optimizadas, Eq4 -1,6 V, tg 90 s, e Bi 0,5 mg/L. As solucbes-
padrdo de Cu e Zn foram preparadas em tampao fosfato 0,25 M (pH 7,4) entre 50 e 200
Mg/L.

Para o Cu, apresenta-se como exemplo a recta de calibracdo representada pela equacao
i= 6,53 x 10%% — 1,52 x 10, em que i corresponde & intensidade de corrente e ¢ &

concentragdo de Cu. O coeficiente de correlagéo obtido foi de 0,9937 (Figura 10).
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Figura 10 — Curva de calibragdo de Cu em tampao fosfato 0,25 M (pH = 7,4)

Para 0 Zn, foram também realizadas calibragdes entre 50 e 200 pg/L, apresentando-se
como exemplo a curva de equacdo i= 1,55 x 10™% — 6,34 x 10 com um indice de
correlacdo de 0,9915 (Figura 11).
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Figura 11 — Curva de calibrac@o de Zn em tampéo fosfato 0,25 M (pH =7,4)
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3. Aplicacdo em fluidos bioldgicos (urina)

Apbs optimizacdo do método procedeu-se a sua aplicagdo a amostras de fluidos

bioldgicos, concretamente urina.

As amostras de urina foram diluidas 2 e 10 vezes em tampé&o fosfato 0,25 M (pH 7,4)

consoante a analise para metal livre e total, respectivamente.

Para a determinacdo da concentragdo de Cu e Zn, as amostras diluidas foram analisadas
apos deposicdo de Bi 0,5 mg/L em tampdo acetato 0,10 M (pH 4,5). As curvas de

calibracdo foram construidas por adi¢des sucessivas de padrdo de Cu e Zn as amostras.

Para a determinacdo de metal livre foi obtida linearidade para concentragdes entre 100 e
500 pg/L, tanto para o Cu como para o Zn.

Para a determinacdo de metal total foi obtida linearidade para concentracdes entre 50 e

200 pg/L para o Cu, e entre 50 e 150 pg/L para o Zn.

As amostras de urina foram analisadas em triplicado, tanto para a determinacdo de metal

livre, como para a determinacdo de metal total.

Um exemplo de curva de calibracio obtida é representado pela equacéo i = 2,44 x 10™°c
—1,09 x 10®, em que i corresponde & intensidade da corrente e ¢ & concentracdo total de

Zn, com um coeficiente de correlacdo de 0,9751 (Figura 12).
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Figura 12 — Adicao padrao de Zn a amostra de urina para determinagéo de Zn total

O valor de c encontrado para i = 0 corresponde a concentracéo final de 447 pg/L de Zn
total na amostra (Tabela 1).

Tabela 1 — Concentragdes de Cu e Zn nas amostras de urina
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N&o existem na literatura valores de referéncia para as concentracdes de metal livre.

Sendo assim, este trabalho € inovador em relacdo a esse aspecto.

Para o Cu, as concentragdes de metal total obtida nas amostras 4 e 5 (133 e 143 pg/L)
séo elevadas quando comparados com os valores existentes na literatura (12-80 pg/L).
No entanto, a concentracdo média de Cu livre, ou seja, 0 mais biodisponivel, obtida para

as 5 amostras (53,8 £ 1,7) fica abaixo destes valores.

Para o Zn, a concentragdo de metal total obtida nas amostras 4 e 5 (559 e 447 pg/L)
encontra-se dentro do intervalo de valores referenciados como normais na literatura
(300-600 pg/L).

Comparando as concentracOes de metal livre e total, para as amostras 4 e 5, verificamos
que se obteve valores superiores quando se analisou a amostra digerida. Para ambos 0s
metais, procedeu-se posteriormente ao calculo da percentagem de metal livre em relagédo
ao total (Tabela 2).

Tabela 2 — Percentagem de metal livre em relagéo ao total

Amostra 4

Para o Cu, e para as amostras 4 e 5, a percentagem de metal livre em relagdo ao metal
total foi de 39,6 e 37,9 %, respectivamente (Tabela 2). Para o Zn, e também para as
amostra 4 e 5, a percentagem de metal livre em relacdo ao total foi de 43,5 e 40,0 %,
respectivamente. Verifica-se entdo que a percentagem de metal livre em relacdo ao
metal total € muito idéntica para ambos os metais (~ 40 %).
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Estes resultados revelam a importancia da especia¢do de metais em fluidos bioldgicos,
concretamente na urina, pois a informacdo isolada do metal total pode levar a concluséo
precipitada de certa patologia. Neste caso em concreto, do Cu e Zn total excretado na
urina s6 ~ 40 % se encontra livre, ou seja, biodisponivel, e 60 % complexados com

diversos ligandos, sendo menos biodisponivel.

O presente método para determinacdo de Cu e Zn total esté a ser aplicado a amostras de
urina de referéncia, e serd também de futuro aplicado a outros fluidos biologicos,

concretamente soro.
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V. Conclusao

Neste trabalho, o eléctrodo de carbono vitreo revestido com filme de bismuto foi
preparado e utilizado para a determinacdo de Cu e Zn em amostras de urina. Os metais
foram detectados utilizando voltametria de redissolucéo anddica.

A andlise segundo estas metodologias resulta num processo mais econémico que 0s
métodos espectrofotométricos e menos toxico pois evita a utilizagdo do Hg. A
optimizacdo do método permitiu detectar concentracdes dos metais, Cu e Zn, nas

amostras de urina utilizadas dentro de valores fisioldgicos.

No que se refere as condicBes de electrodeposi¢cdo dos metais, foi possivel concluir que
as condi¢cOes que permitem obter uma melhor intensidade de corrente s&o um Eq -1,6 V
com um ty de 90s. As condicdes de deposicdo do filme de Bi encontravam-se ja
optimizadas em estudos anteriores. Comparando os resultados obtidos utilizando Bi 0,5
e 1 mg/L foi possivel concluir que para o método e condi¢des de deposi¢do em questdo
se obtém melhores utilizando Bi 0,5 mg/L.

Foi possivel concluir também que para a determinacdo da concentracdo deste metais a
deposicdo in situ ndo € viavel. Quando a deposicdo do Bi é feito ao mesmo tempo que a
deposicdo de Cu e Zn, os picos de corrente do Bi e do Cu encontram-se sobrepostos,
impedindo a sua medigdo. Assim a técnica de deposicao ex situ do filme de Bi revela-se

como a mais vantajosa, para as determinacdes a pH fisiologico.

Comparando os valores obtidos para o metal total nas amostras de urina com o0s
existentes na literatura, concluimos que os valores obtidos para 0 Cu (133 e 143 pg/L)
se encontram ligeiramente aumentados, enquanto os de Zn (447 e 559 ug/L)
correspondem ao intervalo considerado normal (300-600 pg/L). No entanto, a
concentracdo média de Cu livre obtida para as 5 amostras (53,8 + 1,7 ug/L) encontra-se

no intervalo de valores de Cu total existentes na literatura (12-80 pg/L).
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Como os estudos de especiacdo em fluidos bioldgicos ndo se encontram muito
desenvolvidos, ndo existem valores de referéncia para as concentracdes de metal livre

em urina.

Este facto mostra a importancia de se continuarem a realizar estudos de especiagdo em
fluidos bioldgicos, ja que como podemos verificar pelos resultados obtidos s6 ~40% do

metal (Cu e Zn) excretado se encontra no seu estado livre.

O presente método para determinacdo de Cu e Zn total esta a ser aplicado a amostras de
urina de referéncia, e serd também de futuro aplicado a outros fluidos bioldgicos,

concretamente soro.
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