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1. INTRODUCAO

Os metais sdo constituintes naturais da crosta terrestre. Por norma encontram-se na for-
ma inorganica, sendo, no entanto, possivel a sua combinagdo com compostos organicos.
A exposi¢ao ambiental do ser humano, e dos ecossistemas em geral, resulta de fenémenos
naturais como a actividade vulcanica, erosdo e bioacumulagéo, e de alguns fenémenos an-
tropogénicos como a combustdo fossil, incineragdo e industria mineira (Caussy et al., 2003).

Os metais entram no organismo humano principalmente através da inalagdo — ar/poeiras, e da
ingestéo — alimentos/agua (Caussy et al., 2003). Ao nivel dos pulmdes ou do tracto gastrointes-
tinal, uma fraccdo do metal é absorvido e o restante é exalado ou excretado. A quantidade ab-
sorvida depende parcialmente de factores relacionados com o hospedeiro (Burger et al., 2003;
Caussy et al, 2003), encontrando-se também intimamente relacionada com a natureza do
metal em questdo e com as formas quimicas em que o mesmo se encontra (Yokel et al., 2006).

Existemn metais, como o cdlcio, o potdassio, 0 magnésio e o sédio, que sao indispensaveis ao
Nnosso organismo e necessarios em grandes quantidades. Outros, como o cobalto, cromio,
cobre, ferro, molibdénio, manganés, selénio e zinco, sdo também considerados essenciais
para a saude humana, mas apenas em quantidades vestigiais. Quando a sua concentragdo
ultrapassa determinados limites pode surgir toxicidade bastante significativa (World Health
Organization, 1996). Metais como o cadmio (Cd), mercurio (Hg), e chumbo (Pb), séo muito
téxicos e até a data ndo tém fungdo conhecida (Caussy et al, 2003; Yokel et al,, 2006).

A andlise da concentragdo do metal total numa amostra ndo da informacéo suficiente para
prever a respectiva toxicidade. Por exemplo, os metais e semi-metais existentes em formas
insoluveis s6 poderdo entrar na cadeia alimentar e causar dano se forem convertidos em
compostos sollveis e biodisponiveis (Leal, 1996). Assim sendo, a forma quimica (i.e. espécie)
pode influenciar a toxicocinética e toxicodindmica do mesmo e deve ser considerada para
melhorar a avaliagao do risco na saude humana.

Apesar de ndo existir uma definicdo uniformemente aceite para especiacdo metalica, em
2000 a IUPAC recomendou as seguintes definicoes (Templeton et al., 2000): (i) Espécie qui-
mica (para um elemento): “Forma especifica de um elemento definido como composi¢édo
isotdpica, estado electrénico ou de oxidagdo, e/ou estrutura complexante ou molecular’, (ii)
Andlise da especiacdo (em quimica): “Actividades analiticas de identificacdo e/ou medicao
das quantidades de uma ou mais espécies quimicas individuais numa amostra’, e (iii) Espe-
ciacdo (em quimica): “Distribuicdo de um elemento entre as espécies quimicas definidas
num sistema”. Os factores que influenciam a especiacdo de metais incluem: (1) processos
mediados por transportador para espécies metalicas especificas, (2) estado de valéncia, (3)
tamanho da particula, (4) natureza dos ligandos complexantes do metal, (5) metal organico
vs. inorganico, e (6) biotransformacéo da espécie metélica (Yokel et al,, 2006).

Tem sido extremamente dificil encontrar técnicas analiticas que sejam suficientemente sen-
siveis e selectivas para medir a especiacdo de metais vestigiais. Os métodos electroquimicos
apresentam uma grande vantagem sobre a maioria das outras técnicas analiticas, uma vez que
provocam uma perturbacdo minima do sistema durante a medicdo. De entre estes, destaca-
se a voltametria que pode dar informacéo significativa sobre a especiagdo quimica de um
elemento, uma vez que a resposta electroquimica € caracteristica da espécie detectada (Leal,
2000). A voltametria de redissolucdo, que combina uma etapa de preconcentragao com uma



etapa de medicao electroquimica dos analitos acumulados, é uma ferramenta poderosa para
a monitorizagdo de metais vestigiais em diversas amostras (Economou, 2005; Wang, 2006). Nas
Ultimas 2 décadas os eléctrodos de filme de mercurio (MFEs), preparados pelo revestimento
de um material apropriado (como o carbono vitreo, fibra de carbono, pasta de carbono, entre
outros) com um filme de Hg metélico, tém sido usados como suporte as técnicas de voltame-
tria de redissolucdo devido a sua elevada reprodutibilidade e sensibilidade.

Tendo por base as referidas técnicas electroanaliticas foram desenvolvidos modelos para
a avaliacdo da toxicologia aquatica que se focam na actividade do ido-livre e que indicam
que a severidade da resposta adversa estad geralmente relacionada com a estabilidade do
complexo metal-ligando (Leal etal, 1999; Mucha et al,, 2003; Vasconcelos e Leal, 2001 e 2008;
Vasconcelos et al, 2002). Estes modelos devem agora ser utilizados para relacionar a especia-
¢ao metalica com a avaliagdo do risco para a salde humana. (Yokel et al,, 2006).

Neste trabalho sdo propostas duas novas metodologias, uma em batch e outra em fluxo,
que se baseiam na realizagdo de voltametria de redissolucdo anddica com um eléctrodo de
trabalho de carbono vitreo revestido com filme de bismuto (Bi), aplicadas a determinacgéo, e
especiacao, de dois metais de elevada toxicidade (Cd e Pb).

O eléctrodo de filme de bismuto (BFE) foi proposto pela primeira vez em 2000, como uma
alternativa aos MFEs (Wang et al., 2000). Os BFEs s&o preparados pela deposicao de um filme
de Bi, em vez de Hg, num material apropriado. O Bi forma ligas com metais pesados, que
sdo andlogas as amalgamas que o Hg forma, e para além disso revela uma insensibilidade
ao oxigénio dissolvido, permitindo uma larga janela de potencial para a analise (Jia et al,
2008). No entanto, a vantagem mais significativa dos BFEs é que sao "amigos do ambiente’,
uma vez que a toxicidade do Bi e seus sais é negligencidvel, ao contrdrio da extrema toxici-
dade do Hg e sais de Hg usados na preparacao dos MFEs (Economou, 2005). Recentemente,
encontram-se descritos na literatura cientifica alguns trabalhos visando a determinacéo de
metais por voltametria de redissolucdo em BFEs (Economou e Voulgaropoulos, 2007; Hutton
etal,2006; Legeai et al, 2006), sendo no entanto escassos os trabalhos desenvolvidos tendo
em vista a especiacdo dos mesmos em BFEs (Alberich, 2009).

O acoplamento destas técnicas electroquimicas a sistemas de fluxo apresenta-se também
como uma mais-valia dado que permite uma reducao do consumo de reagentes e amos-
tras, uma diminuicdo do tempo de andlise e uma minimizacdo da manipulacdo das amos-
tras (Economou e Voulgaropoulos, 2007).

Neste artigo serdo abordados os estudos de optimiza¢do das condi¢des experimentais, no-
meadamente no que se refere a electrodeposicdo do filme de Bi, em batch e em fluxo, e a
determinacao de Cd e Pb a diferentes valores de pH, incluindo ao pH fisiolégico.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. REAGENTES E SOLUCOES

Foram utilizados reagentes de qualidade p.a. ou semelhante e dgua purificada por sistema

Milli Q (conductividade especifica = 0,1 uS.cm™) na preparagao de todas as solu¢des e nas
diluicbes das amostras.
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Nos estudos conduzidos em batch e em fluxo foram usadas as solu¢des de tampao acetato
(0,70 M, pH =4,5) e fosfato (0,25 M, pH = 7,4), as quais funcionaram como solucdes transpor-
tadoras no sistema de andlise por injeccao de fluxo (FIA).

As solugdes de Bi, Cd e Pb foram preparadas por diluicdo apropriada de uma solucéao stock
1000 mg I'" (Fluka) em tampao acetato ou em tampao fosfato.

2.2. INSTRUMENTACAO
2.2.1. SISTEMA BATCH

As determinagdes voltamétricas foram efectuadas num potencidstato Ecochimie / Autolab
modelo pAutolab Type Ill, ao qual foi acoplado um Stand da Metrohm 663 VA. O eléctrodo
de trabalho, onde foi depositado o filme de Bi, foi de carbono vitreo com um didametro de
disco de 2 mm. Como eléctrodo de referéncia usou-se um eléctrodo de AgCl/Ag (KCl, 3,0
M). O eléctrodo auxiliar foi de carbono vitreo. Durante as etapas de deposicao as solucoes
foram agitadas com um eléctrodo rotativo de politetrafluoretileno (PTFE) a 2500 rpm. O
potencidstato foi controlado por um computador.

2.2.2. SISTEMA FIA

No sistema FIA desenvolvido, as solu¢des foram impulsionadas por uma bomba peristaltica
Gilson Miniplus 3, e a movimentacao da célula electroquimica foi alcangada através de um
injector-comutador de configuracdo circular e funcionamento idéntico ao anteriormente
descrito por Krug e colaboradores (1986) com funcionamento longitudinal. Toda a tubagem
foi construida com tubo de Teflon Omnifit de diametro interno de 0,8 mm. A Figura 1 repre-
senta esquematicamente o sistema FIA desenvolvido. A célula electroquimica de configu-
racdo tubular (Figura 2) apresentava um corpo de Perspex, no qual o eléctrodo de trabalho
(Fig. 2, E ) e o eléctrodo auxiliar (Fig. 2, £, ) foram introduzidos. Ambos apresentavam con-
figuracéo tubular e foram construidos como descrito previamente (Catarino, 2002). Como
eléctrodo de referéncia (Fig. 2, E ) usou-se um eléctrodo da Metrohm, modelo 6.0727.000,
de AgCl/Ag (KCl, 3,0 M). As determinagdes voltamétricas foram efectuadas no mesmo po-
tencidstato ja descrito para as determinagdes em batch.

Solugdo de Bi(lll)

C
Solugdo portadora @ E

\/

Figura 1. Representacao esquematica do injector-comutador e da montagem FIA com detec¢ao multilocalizada para
a determinagao de cadmio e chumbo: C - célula electroquimica; E - esgoto.



Figura 2. Representacdo esquematica do detector voltamétrico de configuracdo tubular: £ — eléctrodo de trabalho
de carbono vitreo; E_ - eléctrodo auxiliar de carbono vitreo; E - eléctrodo de referéncia de AgCl/Ag (KC|, 3,0 M).

2.3 DETERMINACOES VOLTAMETRICAS DO BI, CD E PB

No inicio de cada dia de trabalho, o eléctrodo de trabalho foi polido manualmente por fric-
cdo da sua superficie com pé de alumina (Buehler 40-6603-030-016), tendo o material resi-
dual sido removido por passagem abundante de dgua desionizada.

As determinacdes voltamétricas em batch foram efectuadas pipetando 25 ml de solugdo
numa célula voltamétrica. A solucao foi purgada durante 5 minutos com azoto livre de O,. A
etapa de deposicdo foi efectuada a um determinado potencial com agitacéo. A agitagao foi
desligada durante um periodo de 10 s. Finalmente, um varrimento de potencial foi efectuado.

No sistema FIA, a etapa de deposicdo foi efectuada ao caudal optimizado (0,5 ml min™).
Posteriormente o fluxo foi interrompido e 10 s apés foi efectuado o varrimento de potencial.

Os parametros de varrimento usados foram: voltametria de onda quadrada, frequéncia de
10 Hz, amplitude de 0,01 V (sistema FIA) e 0,05 V (sistema batch) e degrau de variacdo de
potencial de 0,025 V.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. OPTIMIZACAO DAS CONDICOES DE DEPOSICAO DO
FILME DE BI NO ELECTRODO DE CARBONO VITREO

A optimizacdo das condicdes de deposicao do filme de Bi foi efectuada, numa primeira fase,
em sistema FIA e numa solucdo de Bi 5 mg L' em tampdo acetato 0,10 M (pH 4,5) (Rodriguez
etal, 2007). O sistema FIA desenvolvido (Figura 1) teve por base o conceito de multilocaliza-
cdo do detector (Zagatto et al, 1992), sendo constituido por dois canais de fluxo indepen-
dentes e permitindo a movimentacdo da célula electroquimica livremente entre os referidos
canais. Tal opgéo traduziu-se numa vantagem ao permitir que a etapa de electrodeposicao
do filme de Bi e a etapa de preconcentracao e determinacdo dos analitos se pudesse reali-
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zar em meios diferentes, sem que tal implicasse a renovacdo de toda a solugdo contida no
interior do sistema (nomeadamente a contida no tubo de impulsdo que passa pela bomba
peristaltica) — o que seria obrigatério no caso de um sistema FIA monocanal.

Durante os estudos de optimizagao variou-se o potencial de deposicao (E ) entre -05 e -1,5
Ve o tempo de deposicao (t,) entre 30 e 180 s. Verificou-se que a intensidade de corrente
obtida, quando se fez o varrimento anddico para o Bi, aumentou com a diminuicdo do E  até
-1,4V, valor apds o qual se registou uma diminuicao do sinal analitico (Figura 3). Variando o
t,, verificou-se que a intensidade de corrente aumentou com o t, até 90 s, tendo diminuido
para t, superiores. Estes dois parametros (E e t ) foram igualmente avaliados no sistema batch
e os resultados obtidos foram semelhantes. Conclui-se entao que um E de -1,4V e umt, de
90 s s&o as condi¢des dptimas para a deposi¢do de um melhor filme de Bi no carbono vitreo.
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Figura 3. Efeito do (a) potencial de deposicéo (E ) e do (b) tempo de deposicao (t) na intensidade de corrente (i) de
uma solugédo de Bi 5 mg L' em tampéo acetato 0,10 M (pH 4,5), em sistema FIA.

Para o sistema de fluxo procedeu-se ainda a optimizacdo do caudal (0,2 e 0,8 mlI min™) ten-
do-se verificado um aumento do sinal analitico com o aumento do caudal até 0,5 ml min™.
Para valores de caudais superiores, a intensidade de corrente permanecia praticamente
constante. Este parametro foi optimizado em 0,5 ml min™, valor que permitia uma intensida-
de de corrente maxima com um menor consumo de solugao.

3.2. FILME DE BI EM TAMPAO ACETATO VS. TAMPAO FOSFATO

Tendo em consideracédo futuras aplicacdes da metodologia, nomeadamente a determina-
cdo de metais em amostras bioldgicas e, ponderando a possibilidade de encurtar o tempo
de andlise recorrendo a uma deposicao in situ do filme de Bi, procedeu-se, numa segunda
fase, ao estudo da electrodeposicdo do Bi usando uma solugdo de Bi 5 mg L' em tam-
pao fosfato 0,25 M (pH 7,4). Todos os restantes parametros previamente optimizados foram
mantidos constantes. Verificou-se que a intensidade de corrente obtida para o Bi diminuiu
bastante em tampao fosfato comparada com a obtida em tampéo acetato (Figura 4), ocor-
rendo um deslocamento do pico do Bi para valores de potencial mais negativos (de ~ -0,2
V para ~ -0,3 V). Estes resultados foram semelhantes quer no sistema batch quer no sistema
FIA. Tais resultados experimentais permitem antever que uma deposicdo ex situ do filme de
Bi se revelard vantajosa, quando as determinacdes a efectuar se realizem a pH fisioldgico.
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Figura 4. Voltamogramas de uma solugdo de Bi 5 mg L' em (a) tampéo acetato 0,10 M (pH 4,5) e em (b) tampao
fosfato 0,25 M (pH 7,4), em sistema de batch. Parametros de deposicao: tempo de deposicdo (t)) = 90 s; potencial de
deposicao (E,) =-1,4V. Parametros de varrimento: voltametria de onda quadrada; frequéncia = 10 Hz; amplitude = 0,05
V; degrau de variagao de potencial = 0,025 V.

3.3. OPTIMIZAGAO DA DETERMINAGAO SIMULTANEA DE CD E
PB EM TAMPAO ACETATO VS. TAMPAO FOSFATO NO ELECTRODO
DE CARBONO VITREO REVESTIDO COM FILME DE BI

A optimizacdo das condi¢des de deposicdo simultanea do Cd e Pb, num eléctrodo de car-
bono vitreo previamente revestido com filme de Bi, em sistema batch, foi efectuada numa
solugdode Cd e Pb 10 ug L' em tampéo acetato 0,10 M (pH 4,5). A deposicédo prévia do filme
de Bi foi efectuada numa solucéo de Bi 5 mg L' em tampéo acetato 0,10 M (pH 4,5) usando
as condicbes previamente optimizadas (E,=-14Vet,=905).

Variou-se o potencial de deposicéo (E)) do Cd e Pb entre -0,9V e -1,4 V. Verificou-se que as
melhores intensidades de correntes para os picos do Cd e Pb, apds o varrimento anédico,
eram obtidas usando um E = -1,0 V. Estes resultados confirmam a opgao tomada de de-
posicao ex situ do filme de Bi, permitindo que a deposicéo do Bi seja efectuada a E, = -1,4
Ve a deposicdo do Cd e Pb a £, =-1,0 V. A possibilidade da deposicéo in situ fica bastante
comprometida, se o objectivo for a medicédo de quantidades vestigiais destes metais. Para
a confirmacdo destes resultados, repetiu-se o procedimento fazendo a deposi¢do do Cd e
Pb in situ com o Bia E,=-1,4V e obtiveram-se intensidades de correntes para os picos dos
metais bastante inferiores (Figura 5).



N

0,000015 7
cd
0,00001
<
0,000005
0 T T T T
1 08 06 04 02 0
E (V)

Figura 5. Voltamogramas de uma solucao de Cd e Pb 100 ug L' em tampéo acetato 0,10 M (pH 4,5) com deposicao (a)
exsitu e (b) in situ de Bi 5 mg L', em sistema batch. Parametros de deposicdo: tempo de deposicéo (t,) =30s (@) e 90's
(b); potencial de deposicdo (E,) =-1,4V. Parametros de varrimento: voltametria de onda quadrada; frequéncia = 10 Hz;
amplitude = 0,05 V; degrau de variacéo de potencial = 0,025 V.

Apobs a optimizagao da determinacao simultanea de Cd e Pb efectuada em tampéo acetato
0,10 M (pH 4,5) repetiu-se 0 mesmo procedimento em tampao fosfato 0,25 M (pH 7,4). Os
resultados (Figura 6) mostram que a técnica é mais sensivel em tampé&o acetato, mas a de-
terminacdo em tampao fosfato também é possivel para quantidades vestigiais de Cd e Pb,
desde que se aumente o't
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Figura 6. \Voltamogramas de uma solugdo de Cd e Pb (a) 10 ug L' em tampdo acetato 0,10 M (pH 4,5) e (b) 100 pg L
em tampao fosfato 0,25 M (pH =7,4), com deposicdo ex situ de Bi 5 mg L', em sistema batch. Parametros de deposicéo:
tempo de deposicao (t,) =30 s (a) e 300 s (b); potencial de deposicdo (E,) =-1,0 V. Parametros de varrimento: voltame-
tria de onda quadrada; frequéncia = 10 Hz; amplitude = 0,05 V; degrau de variacdo de potencial = 0,025 V.



4. CONCLUSOES

O trabalho até agora desenvolvido permitiu a optimizacdo de metodologias de voltametria
de redissolucdo anddica, uma em batch e outra em fluxo, com um eléctrodo de trabalho de
carbono vitreo revestido com filme de Bi, capaz de determinar Cd e Pb a niveis compativeis
com os existentes em amostras bioldgicas (10 e 100 pg ).

No que se refere a electrodeposicao do filme de Bi, concluiu-se que um E, de -14V e um
t, de 90 s em tampao acetato 0,10 M (pH 4,5) sdo as condigdes Optimas para a deposicao
de um melhor filme de Bi no carbono vitreo, tanto em sistema FIA como em sistema batch.

Em relagdo a determinacdo de Cd e Pb, verificou-se que as melhores intensidades de corren-
tes para os picos do Cd e Pb, apds o varrimento anédico, eram obtidas usando um £, =-1,0V
em tampéo acetato 0,10 M (pH 4.,5).

Tais resultados experimentais permitem antever que uma deposicao ex situ do filme de Bi se
revelard vantajosa, quando as determinacoes a efectuar se realizem a pH fisiologico.

A montagem FIA baseada no conceito de multilocalizacdo do detector permitiu a alternan-
cia de solugbes sem comprometimento do tempo de analise e com um consumo minimo
de reagentes. Para além disso, a referida montagem permitird em trabalhos futuros realizar
de forma simples e répida uma mudanca de meio entre a etapa de deposicdo e a etapa de
redissolucdo do metal, se tal se verificar necessério, tendo em vista a eliminacdo do efeito de
possiveis compostos interferentes durante a etapa de redissolugao. Por exemplo, eliminar
o efeito da presenca de agentes complexantes durante a etapa de redissolucédo do metal,
realizando esta etapa num meio fortemente acido (pH = 2,0), no qual a complexacdo do
metal dificilmente ocorre.
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