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A Jair Tércio,

gue me mostrou o real sentido da VIDA
e a verdadeira expressao da ARTE.
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mesmos. A persisténcia vence aressténcia’.
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RESUMO

No presente trabalho desenvolveu-se uma nova metodologia anditica para a
determinacdo de chumbo em sangue através da espectrofotometria molecular.
O método utiliza o queante 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-dietilamonofenol
(5-Br-PADAP). A composicdo da solucéo fina de medida € a seguinte:
5-Br-PADAP 1,210% M: dcool etilico 50 % em volume, Triton X-100
0,15 %; é&cido nitrico 0,5 M e hidroxido de aménia 0,5 M. As medidas
espectrofotomeétricas foram redlizadas a 575 nm, com abertura de fenda de
1 nm e cubeta com caminho otico de 1 cm. A diminacdo preliminar de
interferéncias de metais foi obtida utilizando-se uma resina anionica
guaternaria fortemente basica (AG1-X8, 200-400 mesh) empregando uma
mistura a 90 % de metanol e 10 % v/v de acido nitrico 5 N, em coluna de
3 cm de comprimento e diametro interno de 0,5 cm. O fluxo de eluicdo dos
metais interferentes foi 0,50,6 mL/min e do chumbo, com é&cido nitrico 1 N,
0,2 mL/min. As caracteristicas anditicas da metodologia sdo: limite de
quantificacdo (L.Q.) em 500 pL de amostra de sangue, 112 ppb; exatidéo ao
nivel de 250 ppb 3 96,5 %, as quais permiter uma ampla aplicacdo a estudos
epidemiol 6gicos de popul acdes e controle de exposi¢ao profissional.
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ABSTRACT

In the present work, a new analytica methodology was developed to
determine Pb in blood using molecular spectrophotometry. The method uses
2-(5-bromo-2-piridylazo)-5-dietylaminophenol (5-Br-PADAP) as a cheating
agent. The content of the final measuring solution is the following:
5-Br-PADAP 1.2x10* M; ethylic acohol 50 % in volume;, Triton X-100
0.15 %; nitric acid 05 M and ammonium hydroxide 05 M. The
spectrophotometric measurements were carried out in 575 nm, with a dit of
1 nm and using an optical length of 1 cm. A preliminary dimination of metal
interferences was obtained using a strongly basic quaternary anionic resin
(AG1-X8, 200-400 mesh) with a mixture of 90 % methanol and 10 % v/iv 5 N
nitric acid, in a 3 cm long column with internal diameter of 0.5 cm. The flux
of elution of meta interferences was 0.50.6 mL/min and 0.2 mL/min for
lead, with 1 N nitric acid. The analytical characteristics of the methodology
are: quantification limit (Q.L.) in 500 pL of blood sample, 112 ppb; precison
a Q.L. leve; 3 3 ppb; accuracy at 250 ppb 2 96.5 %, thus enabling a wide
application to epidemiological studies in populations and professional
exposure control.
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1-INTRODUCAO

1.1- Exposicdo ambiental do homem ao chumbo

O chumbo (Pb) € um metal pesado que participa, em pequena quantidade, da
composicao da crosta terrestre e é responsavel pelos valores "base line" de
chumbo nos diversos compartimentos ambientais. Quanto & fontes
antropogénicas deste metal, dentre outras destacamos indUstrias metal Urgicas,
soldas de cabos eétricos, tintas, gasolina aditivada com chumbo tetraetila,
sendo que esta Ultima esta diminuindo devido a reducdo do seu uso, minas de
chumbo, fundigdes primérias e secundérias de chumbo, usinas de depdsito de
baterias, manufatura de vidro, no manuseio de estabilizadores de chumbo em
indUstrias de cloreto de polivinila, na manipulacdo com tintas contendo Oxido
vermelho de chumbo bem como em plantas de refugo de tintas, e fumo de
tabaco.

A poluicdo ambiental por metais toéxicos € um grande problema em muitos
paises em desenvolvimento devido a problemas econdmicos ou técnicos (1)
tais como, tecnologia e equipamentos utilizados que ndo sdo de Ultima
geracdo ou de melhor eficiéncia para reducéo dos efluentes industriais. Além
disso, nestes paises as exigéncias e principamente a vigilancia ambienta
deixa a desgar, resultando freqlientemente em uma elevada exposicdo dos
trabal hadores das indUstrias e das popul agdes circunvizinhas a metai s toxicos.

A exposicdo ao chumbo pelo homem pode ocorrer tanto por vias naturais,
como antropogénicas. Esta exposicdo pode ser via inalagdo, ingestéo, ou
penetracdo através da pele. A inalacdo tera grande importancia na exposicao
ocupacional, enquanto que a ingestdo aém dessa, sera também essencia em
situagdes de ndo exposicdo profissional, e a penetracdo através da pele podera
ter importancia para certos compostos metalicos, especiamente compostos
organometalicos tal como o chumbo tetragtila (1).

Em geral, a absorcdo de compostos metdlicos pelo homem, ndo exposto
profissonamente ou a emissdes industriais, se da principamente através da
ingestdo de aimentos e de agua potéavel mais do que pelo ar (1). Exemplos
deste tipo de exposi¢ao sao o consumo de vinhos que podem conter chumbo,
contato domeéstico com tintas ou poeiras contendo chumbo, consumo de
alimentos estocados em olarias esmaltadas ou soldadas com este metd,
consumo de agua distribuida em canos de chumbo, além de outros.

11
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A absorcdo de metais pela ingestdo depende da concentracéo de metais no
alimento, na agua potavel, aém das quantidades consumidas (1).

Na agua potavel a concentracdo de chumbo normamente fica abaixo de
10 pg/L, mas pode ser maior em areas de alto risco. A absorcdo de chumbo
aravés da dimentacdo € estimada em cerca de 30-60 ug/dia, podendo
alcancar niveis maiores a depender da contaminacdo do aimento, que esta
intimamente relacionado com a exposi¢céo do mesmo ao metd (1).

A concgntragéo de chumbo no ar, mesmo em areas urbanas, raramente excede
1 pg/m (1 ng/L). Entretanto, em loca de trabalho, envolvendo fundicéo de

chumbo, este valor pode alcancar véarias mg/m3 (1), resultando em exposicao
profissonal. Nesta situacéo a via aérea de exposicéo de chumbo a0 homem
tera grande importancia.

Segundo Elinder et a. (1) a indacdo é normamente a via predominante de
exposicao ocupacional. O chumbo é absorvido por todos os compartimentos
do trato respiratério, inclusive as passagens nasals, sendo, portanto, esta
absorcdo mais completa e rpida do que por outrarota, como absorcdo atraves
da pele ou ingestdo, uma vez que a absorcdo de Pb pelo trato gastrointestina €
lenta e dependente da espécie envolvida (2). No ambiente industrid,
trabalhadores podem ser contaminados por aerossbis de metais das poeiras e
fumacas geradas na mesma. Poeiras de indldtrias e cinzas de plantas de
gueima de carvao sempre contém um numero de metais que podem ser fontes
de contaminacéo para os trabal hadores e populacdes em geral ().

No caso das criangas, contudo, a atitude de por as maos na boca pode ser avia
mais importante de exposicdo ao metal. Com este ato, e, a depender do grau
de contaminagdo do ambiente, as criangas ingerem uma fonte adicional de
chumbo através da poeira e sujeira, mais do gque pela ingestéo de aimentos e

agua (1).

A contaminagéo de aguas subterréneas, solos e ar por metais pesados séo
causados pelas atividades industriais 0 que provoca uma grande variacao da
concentragcao de chumbo nas populagdes circunvizinhas a estas atividades (1),
pois a distribuicdo relativa do chumbo nas células sanglineas depende da
intensidade, da forma fisca e quimica de exposicdo, aém de fatores
individuais. A intensidade de exposicdo além da carga e forma de emissdo
esta relacionada & caracteristicas do corpo receptor, ou sga, tipo de
ecossistemas, propriedades geogréficas, geofisica e geoquimica da bacia
receptora, e padréo de ocupacdo do solo. As formas fisicas e quimicas, pelo
fato de afetarem o transporte e a trandocacdo do metal através dos
compartimentos ambientais e da cadeia adimentar, sdo fatores que influenciam
na intensidade de exposicdo, dém de serem determinantes da assimilacéo,

12
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distribuicdo, interacdo, excregdo e efeitos nos organismos. Os fatores
individuais, que independem da exposi¢cao, tais como sexo, idade, raca, estado
nutricional, dieta alimentar, estado de salide, habito de fumo ou de consumo
de bebidas a codlicas podem causar variagdes no nivel de absorcao.

Uma forma que torna possivel o acesso a estimativa de dose de
exposicao/absorcdo/eliminacdo de meta pelo homem é a monitoragdo
biolégica. E pela biomonitoracio, que tem como uma das maiores vantagens
integrar todas as rotas de exposicéo que o homem pode sofrer, que se estima
0S riscos nas contaminagdes e da-se acesso adequado ao estabelecimento de
padroes de exposicbes. A monitoracdo biolégica de metais envolve a
determinacdo do metal, de seus metabdlitos ou de seus compostos em
materiais biologicos tais como sangue, urina ou tecidos. O seu objetivo esta
em oferecer possibilidade de gerenciamento que conduzam a uma diminuicéo
da exposicdo. Um exemplo € a biomonitoracéo de chumbo através dos nivels
sanguineos em criangas, que indica absorcdo deste metal por inaacéo,
ingestéo ou atraves da pele. Repetidas medidas de Pb no sangue em véarios
paises tém demonstrado declinio nestas concentragbes em paradelo com a
diminuicdo de Pb no ambiente (1).

A uringa, o sangue total, o plasma ou 0 soro sdo 0s meios biologicos mais
amplamente utilizados para a monitoracdo ocasiona ou repetitiva da maioria
dos metais. Cabelo e dente podem ser usados apenas para alguns metais
especificos (1).

O sangue € o principal meio de transporte de metal no corpo (e também a
linfa, a qual termina lancando para a corrente sangtiinea). Pouco se conhece
acerca do chumbo no plasma, mas esse pode representar uma absor¢céo muito
recente. O chumbo entra rapidamente em equilibrio no plasma com o fluido
extracelular. Mais vagarosamente, mas em escada de minutos, o chumbo é
transferido do plasma para dentro das células do sangue. Assim, 99% do Pb
estdo nas células vermehas e apenas 1% no plasma. Nas células vermehas o
Pb esta ligado a hemoglobina e a outros componentes. A distribuicéo do Pb
entre as céulas vermelhas e o plasma n&o é constante e depende de fatores
individuais e do grau de contaminagdo. A proporcdo entre o conteido de
chumbo nas células vermelhas ndo é congtante em relacdo aos nivels de
concentragd. Assm a fracdo no plasma se eeva com um aumento da
concentracdo de chumbo. Ta fato tem importancia analitica e metabdlica do
individuo exposto. Sob o ponto de vista andlitico deve-se andisar o sangue
total e ndo apenas o plasma, sendo que, neste caso, a matriz € mais complexa.
Sob o ponto de vista metabdlico, o fato deve ter importancia para a
distribuicdo de diferentes 6rgaos, ndo existindo uma certeza de gque 0s nivels
de chumbo em sangue, numa faixa ampla de concentracdo, tenham uma
relacdo constante com os niveis do metal em outros 6rgaos (3). O nivel de
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chumbo no sangue reflete o equilibrio entre absorcéo, excrecdo e seqliestro
em tecidos frouxos e rigidos (4).

Os principais meios de excregdo do Pb sdo o0 gastrointestinal e o renal. Outros
processos, tais como, secrecdo salivar, transpiracdo, lactacdo, exaacéo,
esfolamento da pele, perda de cabelo e unhas, e perda de sangue, podem ter
interesse, apenas em casos especials, ha determinacdo de niveis de Pb (1).

Em termos de forma quimica a contaminacéo por chumbo pode se dar através
de duas fontes. exposicdo ao chumbo inorganico ou chumbo organico. As
propriedades toxicol6gicas do chumbo inorgénico e organico sdo diferentes,
tanto pela dose de absor¢do considerada toxica, como também a natureza dos
efeitos biol6gicos e os sinais de envenenamento (5).

O chumbo orgénico, compostos de tetraquila e trialquila, em destaque por
terem sido intensamente usados e ainda 0 sB0 em escala reduzida como
aditivos na gasolina, podem causar efeitos ap organismo tails como: anorexia,
nausea, vomito, diarréia. Dor de cabeca, irritabilidade, insbnia, nervosismo e
ansia podem ser sinais para a hipotermia, taguicardia, convulsdes, ddirio e até
o coma. Compostos de chumbo trialquila sGo genotdxicos, mas o potencial
carcinogénico ainda ndo foi avaiado (1). Alta exposicdo de vapores de
chumbo tetrametila resulta numa absor¢ao pulmonar um pouco menor do que
com o0 chumbo tetraetila, mas ambos penetram rapidamente na pele e
membranas mucosas. A maior parte do chumbo vindo da exposicdo aos
compostos tetralquila do metal acumula em figado e rins, ago menos no
cérebro e apenas uma pequena fracdo no 0sso. A exposicao ocupaciona a
compostos organicos de chumbo pode se dar durante a producéo do chumbo
organico e uso em oficinas automobilisticas, inalagdo ou ingestéo acidenta de
gasolina podem causar toxicidade. Os niveis de chumbo organico no ambiente
sa0 origindrios de partidas frias de automoveis, evaporacdo e derramamento
dos postos de gasolina, e quantidades da combustdo incompleta provenientes
da exaustdo de carros. A metilacdo microbidtica do chumbo néo resulta em
exposicao sgnificativa (1).

Além das fontes de chumbo ja mencionadas, durante a combustdo no motor, o
chumbo organico é transformado a chumbo inorgéanico, e é emitido quase
inteiramente como tal. Isto causa exposicdo a chumbo inorganico em
particular nas areas com trafego intenso (3).

O chumbo inorgénico pode afetar 0 corpo de varias formas. provocando
distirbio no sistema hematopoiético, ou sga, na sintese da heme (parte
integrante da hemoglobina) e também na sobrevivéncia dos eritrocitos e em
um ndmero de enzimas em todas as células do corpo inclusive do cérebro, e
no sistema nervoso. A julgar pelos experimentos com animais o grau de
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passagem do Pb para dentro do sistema nervoso central em criangas, €,
provavelmente, maior do que em adultos (2). Podera ainda afetar os rins, o
trato gastrointestina (causando constipacdo ou diarréia, dores epigéastricas,
nausea, indigestdo, perda de apetite e cdlica), a reproducdo, e provavelmente
também causa efeitos cardiovascul ares, efeitos mutagénicos e cancer (3).

Apesar do valor de chumbo total no corpo de um homem de 70 Kg variar
entre 10 e 200 mg, dependendo da sua localizagdo (1), o chumbo ndo tem
nenhum valor biolégico conhecido, podendo-se assim preconizar que o valor
ideal deste metal no sangue sga 0 pg/dL (6).

O principa orgéo governamental dos Estados Unidos de prevencéo a doengas,
CDC (Centers for Disease Control - Centro de Controle de Doencas)
estabel ece, entre outras atividades relacionadas aos servigos e salide humana,
0S nivels de metais no homem em termos de risco, e em outubro de 1978,
recomendava, em criangas, niveis maximos de chumbo no sangue de
30 pg/dL (1,44 pmol/L ou ainda 300 ppb) e associado a protoporfirina
eritrocita (EP) um maximo no sangue de 50 pg/dL (500 ppb). O chumbo no
sangue reflete a absorgdo deste metal enquanto o EP fornece os efeitos
adversos metabdlicos do chumbo na sintese da heme (4). As criangas sempre
foram reconhecidas como a parcela da populacéo mais sensivel aos efeitos
danosos do chumbo e também a mais expostas ambientalmente a este metal

(7). Tanto assm que o CDC estabeleceu recomendactes especificas para
niveis de chumbo em criangas. A tabela 1 transcreve as recomendacdes do
CDC de 1978 (4). Nesta época nao havia evidéncia de que, abaixo deste nivel

do meta no sangue, houvesse disturbios nas funcgbes biogquimicas, com
conseqlente perda irreversivel de funcbes neuroldgica e intelectual. No
entanto, os estudos conduzidos posteriormente, mostraram que iSso Néo era
verdade.
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Tabela 1- Classificagao de risco para criangas sem sintomatologia (para
refletir aprioridade paraaavaliacdo médica dosresultadosde
protecdo, ndo deve ser usado par a propostas de diagnoésticos) -

1978.
Reaultados dos
testesde Eritréato protoporfirina - EP (ug/dL do sanguetotal)
chumbo no
sangue
(Ug/dL) £ 49 50-109 110-249 3 250
sem fazer I * * *
£29 | la la EPP+
30-49 Ib | 1 1
50-69 *x 11 1 \Y)
3 70 * % * % AV AV

EPP+ = Protoporfirina eritropoiética - embora raramente a deficiéncia de ferro possa causar
elevacbes de EP a 300ug/dL; * = chumbo no sangue necessario para estimar o risco;
** = combinagéo de resultados ndo observados geramente na préatica; se observado,
retestar imediatamente com o sangue venoso.

Esta classificacéo sugere meramente o risco relativo de envenenamento por chumbo e a prioridade
para avaliacdo médica e intervencdo ambiental. N&o deverd ser usado como uma classificagéo
diagnéstica.

Classificacéo:

| - criangas em baixo risco, la - criangas com deficiéncia de ferro, Ib - criangas que aparentam ter
niveis de chumbo no sangue transiente, estdvel ou em declinio e estdo em baixo risco para
envenenamento por chumbo, Il - criangas que estdo em risco moderado, 111 - criangas que estdo em
ato risco, 1V - criangas que estéo em risco urgente de envenenamento por chumbo e deve ser
providenciado uma avaliacdo médicaimediata

Nota: A avaliagcdo diagndstica deveria ser mais rica em dados do que o indicado na classificacéo
Nos seguiintes casos:

(1) Criangas com quaisquer sintomas compativeis com contaminacdo por chumbo. (2) Criancas
abaixo de 36 meses de idade. (3) Criangas cujos vaores de chumbo no sangue e EP tem o seu lugar
na parte superior de uma classe particular. Deve ser enfatizado e sugerido normas referentes a
interpretac@o ou resultados apresentados, mas o diagnéstico fina e a sua disposicéo repousa sobre
um exame medico e laboratoria mais completo de cada crianca individua mente.

A disfuncdo neurofisoldgica, caracterizada pela reducdo da inteligéncia e
alteracdo de comportamento, foi demonstrada como ocorrendo em criancas
que ndo apresentavam sSintomas de intoxicacdo, Mas que possuiam
significativo teor de chumbo no sangue. Resultados clinicos e estudos
epidemiolégicos conduzidos nos Estados Unidos, Alemanha e Inglaterra
indicaram claramente que quantidades de Pb no sangue menores do que
50 pg/dL podem causar deficiéncias neurofisiolégicas em criancas sem
sintomatologia. Estudos experimentais e clinicos sugerem que os danos
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neurofisiol 6gicos podem ser produzidos em criangas mesmo com nivels de Pb
no sangue menores do que 35 pg/dL (6). Recentemente, ficou comprovado
que alguns distdrbios na fungdo bioguimica ocorrem comprovadamente em
concentracdes inferiores a 30 pg/dL. Por exemplo, inibicdo do &cido
d-aminolevulinico dehidrase, uma enzima importante para a sintese da heme,
e gue é responsavel pela introducdo do ferro no anel tetrapirrol, ocorre a
niveis de Pb abaixo de 10 pg/dL; a enzima ferroquelatase, que converte
protoporfirina a heme, € inibida em criancas cuja concentracéo de chumbo no
sangue é aproximadamente 15 pg/dL; diminuicdo nos nivels de circulagdo da
1,25-dehidroxivitamina D (a forma ativa da vitamina D) € observada em
sangue mesmo em concentracdo de Pb abaixo de 25 pg/dL (6).

Com base nestes dados, o CDC a partir de outubro de 1991, considerando
apenas a concentracdo do metal no sangue, estipulou que niveis de 25 pg/dL
ou maiores de Pb no sangue, indica uma absor¢éo excessiva do meta em
criangas, recomendando assm, niveis mais baixos para as diferentes classes
de risco a partir de 10 pug/dL de Pb no sangue, quantidade esta considerada
toleravel. A figura 1 apresenta os efeitos do chumbo em criancas nos
diferentes niveis e atabela 2 apresenta as recomendacOes atuais.

Tabela 2- Interpretacdo de resultados de chumbo no sangue e agdes a
serem tomadas: classe de crianca baseada em concentracao de
chumbo no sangue.

Classe | Concentracéo de Comentario
Chumbo (n[_;/dL)
£9 Crianca na classe | ndo é considerada como envenenada por
chumbo.
Muitas criangas com niveis de chumbo no sangue nedta
HA 10-14 faxa devem paticipar de dividedes comunitéias

preventivas contra envenenamento por chumbo. Crianga
nesta faixa pode necessitar controle frequiente.

Crianca na classe |IB deve receber intervengdes nutricionais
1B 1519 e educacionais e controle fregiiente. Se o nivel de chumbo
no sangue peagdir neda faxa invesigagédo ambienta e
intervencéo devem ser feitas.

Crianga na clase Ill deve receber avaiacdo ambientd e
4y 20-44 remediagio e uma avdiacBdo médica Td crianca pode
necesstar de tratamento farmacoldgico para envenenamento
por chumbo.

v 4569 Crianca na classe 1V necessita tanto de intervencdo médica
quanto ambiental, incluindo terapia de quelacdo.

Crianca na clase V de envenenamento por chumbo
\ 370 necessita de emergéncia médica. Gerenciamento médico e
ambienta devem iniciar imediatamente.
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Figura 1. Efeitos de chumbo inorgéanico em criancgas e adultos. Efeitos
adversos observados a concentragbes mais baixas. Fonte:
ASTDR, 1992

OBS.: Os nive's neste diagrama ndo indicam, necessariamente, os valores
mais baixos a partir dos quais o0 chumbo exerce um efeito. Estes sdo

0S niveis nos quais estudos demonstraram adequadamente um
efaito.
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O uso do eritrécito protoporfirina foi abandonado para fins de levantamentos.
Isto porque ndo apresenta sensibilidade suficiente para concentracOes de
chumbo abaixo de 25 pug/dL. O eritrdcito protoporfirina pode ser medido por
fluorimetria apos extracdo das células vermelhas ou pela medida direta de sua
fluorescéncia em células vermelhas intactas. Esse metabdlito esta presente nas
células vermelhas como zinco protoporfiring, sendo o zinco removido por
processo de extracéo, levando a EP "livre". A medida de zinco protoporfirina
e EP ap0s extracdo reflete essenciamente o mesmo composto (4). A técnica
de medida € muito simples, rapida, requer pequena gquantidade de sangue e
pode ser realizada in loco. A maior parte das prevencdes de envenenamento
de chumbo empregava a medida de zinco protoporfirina por
hematofluorimetria como o indicador representante da exposicao ao chumbo.

Contudo, com o nivel de interesse para chumbo no sangue diminuido para

10 pg/dL, o relatério do CDC de 1991 recomenda que a medida da
concentracéo de chumbo no sangue deva substituir zinco protoporfirina como
a medida de protecdo de escolha, porque o teste de protoporfirina perde
sensibilidade a niveis de chumbo abaixo de 25 pg/dL. Este indicador passa a
ser usado apenas em avaliacOes de individuos que apresentem concentragdes
de chumbo no sangue acima deste vaor (8, 9, 10).

Procurando atender ao novo nivel recomendado pelo CDC-EUA e utilizando
um método aplicavel a um nimero elevado de amostras cobrindo grandes
extensdes geograficas, surge 0 interesse no desenvolvimento de uma
metodologia para a determinacéo de chumbo no sangue, que Sga preciso,
exato, sensivel, com baixo limite de deteccdo, barato e smples de execucdo
gue dispense o especidista altamente quaificado em quimica andlitica para a
sua redizacdo, em substituicdo aps métodos envolvendo grandes
equipamentos como absorcdo atdbmica com forno de grafite e redissolucéo
anodica (métodos tradicionais de chumbo em sangue) ou mesmo
espectrometria de emissdo em plasma ou florescénciade raio X.

Visando desenvolver esta metodologia foi pensado na espectrofotometria
molecular, uma vez que é uma técnica smples, barata e facilmente disponivel
em laboratorios clinicos e dispensando instrumentalistas.

1.2- A analise quimica de chumbo

As absortividades molares das substancias encontram-se normamente entre
10000 a 40000 L.cm*.mol™, o que torna possivel a determinaco na faixa de
concentragdo de 10™ a 10° M, e com técnicas analiticas apropriadas, a faixa
pode ser estendida, muitas vezes, até 10° ou mesmo 10’ M. Essa técnica
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freqientemente possui uma seletividade desde moderada até elevada e eta
sujeita a erros relativos de 1 a 3 %, e sdo normalmente, de uma execucéo
relativamente facil e rgpida (11).

Mesmo com essas vantagens, a técnica de espectrofotometria de absorcéo
atbmica, a0 invés da espectrofotometria molecular (12, 13), tem sido
amplamente usado para a determinacdo de chumbo no sangue e em outros
materiais biologicos (14, 15, 16, 17, 18) por ser uma das técnicas mais
sensiveis e seletivas e que ndo necessita de grandes manipulacbes com a
amostra, o que favorece a nao contaminagdo das amostras. Alguns
pesquisadores aém de usar edta técnica lancam méo de reagentes
complexantes e/ou resina para pré-concentracdo do metal aumentando assm a
sensibilidade do método, alcangando bons resultados mesmo usando pequena
guantidade de amostra.

A espectrofotometria molecular, aplicada a andlise de chumbo em sangue
requer introducdo de um maior nimero de etapas na metodologia, tanto para
fornecer condicdes de determinacdo do elemento em questdo, quanto para
eliminagcdo de interferentes. No entanto, a perspectiva de posteriormente vir a
adapté-la a um sistema de injecéo de fluxo no qual varias destas etapas podem
ocorrer em linha, justifica 0 esforco deste estudo visando uma ampla
aplicabilidade do método no futuro. Uma vez que existem espectrof otdmetros
disponiveis no mercado em tamanho portétil, o objetivo em longo prazo de se
substituir a absor¢éo atdbmica ou aredissolucéo anodica na anaise de chumbo
do sangue dentro dos critérios do CDC, pode ser atingido e serd o tema da
continuacao deste trabal ho.

O andito em questdo € um meta que no meio biolégico de andise se
encontra predominantemente na forma Pb*%. Este ion n&o absorve radiacio
eletromagnética na regido do visivel sendo, portanto, necessario a conversao
desta espécie a uma forma absorvente nesta regido espectral para tornar
possivel a sua determinacdo pela espectrofotometria molecular no visivel.
Uma forma de tornar isso possivel € com a utilizacdo de agentes
complexantes, espéecies moleculares ou ionicas, de natureza organica ou nao,
gue se ligan facilmente a dementos metdlicos. Destes, 0os complexantes
organicos, sf0 0s que oferecem maiores possibilidades de formacdo de
complexos coloridos com chumbo. Os ligantes, podem ser monodentados,
com capacidade de formar com o aomo central apenas uma ligacdo, ou
polidentados, com capacidade de formar mais de uma ligagdo com o meta
porque possuem estrutura com varios sitios complexantes em posicoes
favoraveis. Estes Ultimos, geralmente, 80 mais estavels.

O chumbo ocorre nos compostos com estado de oxidacdo +2 e +4, sendo o
estado +2 0 mais estavel. Em solugbes aguosas écidas, o chumbo esta mais
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freqiientemente na forma de um ion incolor aguo-chumbo (I1) e em meo
fracamente acalino forma o ion incolor Pb (I1). O chumbo divaente tem um
nimero de coordenacdo maximo de 4 (quatro) e forma complexos planares
estaveis com ligantes contendo oxigénio ou enxofre como domos doadores.
Complexos comuns de chumbo quadrivalente hexacoordenado tem um
arranjo octaédrico (19).

A formacdo de um complexo metdico estavel requer a presenca de grupos
analiticos funcionais acido ou basco na molécula do reagente,
preferencid mente nas posicoes que permitem a formagdo de um anel quelato
de 5 ou 6 membros. Os &omos doadores mais comuns sd0 O OXigénio,
nitrogénio e enxofre (19). Com corantes azo N-heterociclicos o chumbo
fornece complexos coloridos. Estas reagcOes podem ser usadas devido a sua
ata sensbilidade para determinacdo de Pb apesar da sua baixa seletividade.
Quando estas reacOes sd0 usadas para fins analiticos, os protocolos
correspondentes mais usados envolvem métodos de separacao, principa mente
extracao, precipitacdo e resinas trocadoras de ions.

Em termos de separacéo por extragdo, 0 método mais usado para o chumbo
envolve a extracdo com ditizona em um meio levemente alcalino ou neutro.
Na separacdo de grandes quantidades do metal (1-5 mg), a solucdo ditizona
cloroférmio € mais adequada devido ao fato da solubilidade do ditizonado de
chumbo em cloroformio ser maior do que em tetracloreto de carbono.
Dietilditiocarbamato extra chumbo em meo levemente &ido que é a
condicdo mais favorével, em meio neutro contendo citrato e em meio acaino
contendo cianeto e tartarato. O complexo iodeto de chumbo é extraido com
metil isobutil cetona ou metil isopropil cetona, ou ainda diclorometano
contendo tributilamina (20).

Na separacdo por precipitacdo, microgramas de chumbo sdo precipitados em
solugdes levemente acidas (pH 2 2) na forma de sulfeto moderadamente
solavel. Prata, cobre ou mercurio servem como carreadores, e a presenca do
citrato evita a precipitacéo de ferro. Tragos de chumbo podem ser isolados
quantitativamente como seu hidréxido usando amoénia como precipitante e
lantanio como coletor. O chumbo também pode ser separado por
coprecipitacdo com sulfato de estréncio, sulfato de bario, cromato de bario e
carbonato de calcio (20).

No caso de separacdo de Pb por resina bnica, a resina catidbnica é pouco
utilizada porque o chumbo é eluido antes dos outros metais, 0 que apresenta o
inconveniente de limitar a quantidade minima de materid a ser manipulado,
pois 0 método € mais adequado quando envolve grandes quantidades de
chumbo (se a amostra contiver um baixo teor do metal, a quantidade da
mesma devera ser aumentada), bem como de se tornar menos adequada para a
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separacéo do chumbo de grandes quantidades de elementos como o Al(l11),
Fe(lll), Ca(ll), Mg(ll), Cu(ll) e U(VI) (21). Numa resina anionica a euicéo
dos metais é feita preferencialmente frente ao Pb o que possibilita a separacéo
de peguenas quantidades de Pb de grandes quantidades dos outros metais
preferindo utilizar-se 0 metal na forma complexada aniénica. Assm € que o
complexo aniénico chumbo-cloreto pode ser separado de outros metais por
uma resina anidnica fortemente béasica. Em uma solucdo a 1 M de &cido
cloridrico, Pb e Bi séo retidos na coluna enquanto que o Ca, Ba, Cu, Fe, Sne
Tl sdo eluidos. O chumbo é depois eluido da coluna com uma solugdo a

0,01 M de HCI enquanto que o bismuto fica retido. Solugcdes de amostras
contendo metais em HBr 0,1-4 M, quando passadas por uma resina aniénica
fortemente bésica, tem a maioria dos metais eluidos com HBr 0,1 M ficando o
chumbo retido, e entéo eluido seletivamente com uma solugéo a 0,3 M HNO;
e 0,025 M HBr, permanecendo na coluna o Bi, Cd, Ti(lll), Hg(ll), Au(lll),

Pt(1V) e Pd(Il). Misturas de euentes contendo tetrahidrofurano e HNO;
52,5 M para separar o chumbo de outros elementos também foram utilizados
juntamente com uma resna Dowex-1. Chumbo adsorvido numa resina
cationica pode ser eluido com acetato de ambnial M e assm separado de Ba,
S eAl (20).

Chumbo pode ser separado por redissolucéo anddica como PbO, num meio de
5-9 % em &cido nitrico. Para pequenas quantidades de chumbo, solucdes de
HNO; mais diluidas s mais adequadas. Microquantidades podem ser
depositadas sob um cétodo de ago inoxidavel (20).

Dos métodos de determinacdo espectrofotométricos, o mais conhecido é o da
ditizona (H,Dz), com a formacéo do ditizonato de chumbo, Pb(HDz),, que é
soltvel em tetracloreto de carbono (CCl,), cloroférmio (CHCL;) e benzeno
(CgHs), numa faixa de pH 6timo de extracéo de 7-10. O complexo apresenta
uma absortividade molar de 6,86x10* L.mol™*.cm™ num comprimento de onda
maximo de 520 nm. Das varias modificacbes do método da ditizona para a
determinacdo do chumbo, a técnica monocromética é amais usada, apesar dos
procedimentos de mistura de cores, reversdo, bem como a extracéo e titulagdo
espectrofotomeétrica terem também pontos favoraveis (20).

O principal agente mascarante usado na determinacéo espectrofotomeétrica do
chumbo com ditizona é cianeto, que forma complexos estaveis com Ag, Hg,
Pd, Au, Cu, Zn, Cd, Ni e Co, evitando desta forma a sua reacdo com a
ditizona. Os cinco ultimos podem ser separados do chumbo pela extracéo
prévia com ditizona num meio &cido (pH < 1).

A adicdo de tartarato ou citrato na solucdo aguosa antes da extracao do
chumbo evita a precipitacdo de metais rapidamente hidrolizavels tais como
Al, Fe e Ti. Na presenca de tartarato e cianeto, pequenas quantidades de ferro
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nao interferem na extragdo; grandes quantidades de ferro deverdo, contudo,
ser previamente separadas.

Outros métodos de determinacao utilizados sdo apresentados abaixo:

O chumbo forma com o dietilditiocarbamato de sédio um complexo incolor,
Pb(DDTC),, que é solivel em CCl, e CHCl;. O chumbo pode ser determinado
espectrofotometricamente pelo deslocamento deste metal do complexo pelo
cobre, que fornece um complexo mais estével e colorido, Cu(DDTC),, como
mostra a equaco 1.

Cu”® + Pb(DDTC), ® Pb™” + CuDDTC), equacio 1

O complexo de Pb(DDTC), extraido em CCl, a pH elevado, depois de
misturado e agitado com uma solucdo de CuSO,, resulta no complexo
marrom, Cu(DDTC),, que € entdo medido no comprimento de onda de
435 nm. Uma quantidade de 2,5 ng por mL de solvente (2,5 ppm) pode ser
analisado (20, 22).

O 4-(2-piridilazo)resorcinol (PAR) reage com ions de chumbo em meio
fracamente amoniacal e forma um complexo vermelho apresentando uma
absortividade molar de 4,0x10° L.mol*.cm™ a 520 nm, e permitindo
detectacdo de 0-5 mg por mL deste metal. Este método tem sido utilizado
para a determinacéo de chumbo em ago, latéo e bronze. Outros corantes azo
sS40 particularmente promissores como por exemplo Arsazan, Sulfarsazan e o
5-Br-PADAP. O complexo chumbo-arsazan, apos adequado mascaramento,
pode ser extraido com butanol para efetuar a sua medida. O sulfarsazan ~ {5-
nitro-2-[ 3-(4-p-sulfofenilazofenil)  1-tiazeno] benzeno}, um  derivado
sulfénico acido do arsazan, € solivel em melo aguoso e em solugdo de
tetraborato de sodio o complexo sulfarsazan-chumbo absorve a 420 nm. O
2-(5-bromo-piridilazo)-5-(dietilaminofenol)  (5-Br-PADAP), complexo 1:1,
apresenta um maximo de absorcéo a 575 nm (20, 22).

Acido trissulfénico tetrafenilfosfina (TPPS;), em solucgo acaina, complexa o
chumbo apresentando uma banda de absor¢éo bem separada da banda de
absorcdo do reagente. Em pH 9,8-10,5, com concentracdo do reagente 10
vezes maior, a reagdo se apresenta completa em 1 minuto a 70°C. A le de
Beer é seguida para 0,05-5 ng de Pb por litro (0,05-5 ppb). Os ions de cobre,
cadmio, ferro, manganés, mercurio e ndio interferem no método, sendo que
os ions de indio e manganés podem ser mascarados pelo ion cianeto (22).
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Outros reagentes para 0 chumbo incluem corantes trifenilmetano; a
difenilcarbazona; a 8-hidroxiquinoling; acido cloroanilico;
2-(o-hidroxifenil)benzotiazolina; &cido tiomdico; fenazo-4-carboditioato de
amonia; 9,9'-bixantene; vermelho de bromopirogaol; 0,0-dicloroditizong;
dietilenotriamino; acido pentacético; 3,4-dihidroxiazobenzeno;
6,13 - dihidroxi - 1,4,8,11 - pentracenoquinona - 2,9 - &cido dissulfénico;
eosing, 1,10-fenantroling; 1,5-difenilcarbohidrazida e corantes azo do é&cido
antranilico (20, 22).

Dentre os métodos espectrofotométricos apresentados acima, 0s reagentes
mais indicados seriam a ditizona, DDTC, PAR, 5Br-PADAP e &cido
trissulfénico terafenilfosfina (TPPS;).

O método utilizando a ditizona apresenta alguns inconvenientes, para o
objetivo deste trabalho, como por exemplo, 0 reagente ser sensivel a luz e
caor e sar facilmente oxidado a difeniltiocarbodiazona que tem coloracdo
amarela, o que dificulta a andlise, dém disso a reacdo se processa em meio
organico (CCl,;, CHCI;, CgHg), onde os solventes adequados sdo bastante
toxicos. O reagente colorimétrico DDTC apresenta a desvantagem de ndo
formar complexo colorido com o chumbo, envolvendo uma maior
manipulacdo da amostra. Primeiramente, o complexo Pb-(DDTC), é extraido
com cloroformio seguido da mistura com uma solucdo de cobre, para
substituicdo do chumbo pelo cobre, sendo entdo, a medida
espectrofotométrica realizada no | 5 de Cu-(DDTC), para obtencéo indireta
do teor de chumbo. O TPPS;, mesmo apresentando ata sensibilidade para
chumbo, tem a desvantagem de n&o ser encontrado comercidmente nesta
forma, sendo entéo necessario a sua dntese, seguida de purificacéo e testes
para verificacdo da sua estabilidade. O reagente PAR, um corante azo soluvel
em melo organico, apresenta uma sensibilidade menor do que o 5-Br-PADAP
cuja andlise pode ser efetuada numa faixa de concentracdo do metal cercade
50 % menor do que o reagente PAR. O 5-Br-PADAP, apesar de pouco
solivel em meio aguoso € muito solivel em meio alcodlico, sendo também
bastante estéavel em meio é&cido, o que se constitui uma grande vantagem. Por
apresentar estas e outras vantagens, mas detahadas abaixo, 0 reagente
5-Br-PADAP, foi escolhido para o presente trabal ho.

1.2.1- Andlise do chumbo com Br-PADAP

Recentemente tem chamado a atencdo para o desenvolvimento de métodos
espectrofotométricos na determinagéo de chumbo, a classe de corantes azo
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baseados nos derivados do 2(2-piridilazo)-5-dietilaminofenol (PADAP), que
mostraram-se, dentre os reagentes azo N-heterociclicos, os mais sensiveis. O
PADAP é um complexante organico polidentado com férmula estrutural
apresentada na figura 2 (23).

Y N=N

Y Ry R, Nome
(1 Br H -CyHsg -CoHs 5-Br-PADAP
2 Cc H -CoHs -CoHs 5-CI-PADAP
(3 Br Br -CsHs -CoHs 3,5-diBr-PADAP

Figura 2. Férmula estrutural do 2-(2-piridilazo)-5-dietilaminofenal
(PADAP) e algunsderivados.

Os mono halos derivados Br-PADAP e CI-PADAP sd0 o0s mas
freqientemente usados. Em muitos casos as reacbes do Br-PADAP séo
aproximadamente duas vezes mas sensiveis do que as reacOes
correspondentes com o 4-(2-piridilazo)-resorcinol (PAR), reagente mais
freglientemente usado (24). A edtabilidade do complexo € normamente
aumentada pelo aumento da basicidade do ligante; isto pode ser alcancado,
por exemplo, quando o eétron-doador substituinte esta presente na posi¢céo
meta ou para do grupo ativo (19).

A primeira reacdo do Pb(ll) com o Br-PADAP foi feita utilizando a extracdo
fotométrica e determinacdo titrimétrica dos ions de Pb(ll) na andlise deste
metal em ligas contendo antimonio, estanho e cobre, encontrando uma relagéo
meta-complexante de 1:1 no comprimento de onda de maxima absorcéo
(575 nm) e absortividade molar igud a 4,9%10* L.mol.cm™. A extracio do
quelato foi feita em cloroformio, tributilfosfato ou benzeno apH > 6 (24).

Alguns trabahos que se seguiram envolveram a determinacdo de micro
guantidades de metais, em particular, cobre, ferro, chumbo e zinco em tecidos
(25), com desenvolvimento de métodos mais sdetivo e sensivel na
determinacdo de chumbo em concentracéo traco (24, 26, 27).

No presete trabalho  utilizowse o  2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-
dietilaminofenol (5-Br-PADAP), figura 3, que forma com o Pb** complexo na
razéo 1:1, ligantemetal. Este complexo é estével, forma complexo colorido
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com o chumbo, absorvendo na regido espectral do visivel e fornece dta
sensbilidade para a determinagdo do metal de interesse.

N=N

Figura 3: Formula estrutural do 2 - (5 - bromo - 2 - piridilazo) -5 -
dietilaminofenol (5-Br-PADAP).

O qudante 5-Br-PADAP em solucdo de pH 4-9, apresenta estrutura LH e
reage com o ion Pb(ll) para formar o complexo PbL*, como descrito ra
equacao 2 fornecendo umareacéo M:L de 1:1.

LH + Pb?® « PbL" + H equacio 2

A eguacdo 2 pode ser expressa através das formulas estruturais com mostra a
equacéo 3.

1

.
Br HO N(C, Hg), 2 Br ° NC2Hs5)2
N=N =N

equacao 3

Pelas curvas de absorvancia versus (H para as solucoes de Pb-Br-PADAP
(figura 4), observa-se que a partir do pH 7 a curva apresenta um patamar, o
que mostra a completa formagdo do complexo PoL™ (24).
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Figura4: Curvasdeabsorvancia ver suspH para as solu¢des de Chumbo-
Br-PADAP.
Condicdes: Cy = 1,128x10™ moldm®, etanol 50% viv, Triton X-100 (r = 3 gdm®), |
= 0,1 moldm™ (HNOs + NHz), | =575 nm. C./(moldm®)(C./Cy): 1-
5,1x10°° (4,52); 2- 1,2x10* (10,63); 3- 2,4x10* (20,25).

Na técnica espectrofotométrica molecular, cuidados devem ser tomados com
espécies interferentes, para que os mesmos ndo fornecam resultados errbneos
nas medidas redizadas. Os agentes complexantes em gera possuem pouca
especificidade em relacéo ao metal. A mesma pode ser aumentada mediante
guste de pH. Mesmo com a escolha do pH idead para a formacdo do
complexo com a espécie desgjada, nem sempre se consegue especificidade
apenas para a substancia de interesse, necessitando, nestes casos, de
acréscimo de agentes mascarantes, ou de uma separacéo fisica prévia da
espécie alvo ou interferente precedendo a reacéo de complexacéo.

No caso especifico de sangue, medidas devem ser tomadas com relacdo a néo
interferéncia de metails possvelmente presentes que possam formar
complexos com o ligante escol hido.

O sangue, mesmo ndo contaminado, possui um nuimero grande e diversificado
de metais (tabela 3).
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Tabela 3- Niveis normais de metal no ser humano em alguns
compar timentos biol 6gicos.
“Niveisnormais’ de metal no ser humano
Metal sanguetotal sangue’ plasma Sofe) urina

Aluminio < 2-40 nylL ™ <2-40myL® | 10ngL*® | ~17 ng/L*?
Antiménio 3nglL®? 3mg/L* 08myL®?| <1ngL"”

ANi (€3] N 3]
Arsénio 1-4ng/L 0,8’5(%,8’20.35 %W%Z/L(Z)
Bério 0,08-0,4 mg/L 26 ny/dia
Berilio <1ng/mL < 1ng/mL
Bismuto 2-8 ny/Kg
Cédmio 0,2-0,8ng/L (nf)*" <1ngyL®

14-45 ng/L ()
Cobalto <19 myL® 04myL? | <20nmyL @
Cobre ~1mglL®? ~1mgL®? 20 ngy/dia'”
Chumbo 50 - 300ngy/L @
30 - 50 ngyL°®
Cromo 20-30myL” | ~01nyL" [~01nyL®| ~0,1-05 nylL
Estanho 5nmyL"Y 5nmyL"® 1,76+0,35ng/g ¥ 1,0 ny/'LY
Ferro 05 mg/mL™ ~13mgL® [ 0,1-0,3 mg/L"’
Germanio 0,2 mg/Kg? 0,29mgL® 1,26 mg/L"™
Indio sem dados
M anganés | 0,7-1,22ng200mL" 43ngL" 1-8nmyL"Y
Mercurio < 200 nyL®
Molibdénio | poucos nyL"™ 49-71 ny/dia”
Niquel 0,05-1,05 ng/L"Y 0111 05-6 ngLY
Prata 1 ny/dia®
Sdénio 0,21 mg/L*? 0,034+0,024mg/L®@
Talio 30nmyL® 0,13-1,69 ng/L®
Tddrio sem dados confiaveis
Titanio 0,03-0,15 mg/Kg?
Tungsténio 58+35 | 2,0-130 nydia”
ng/mL(Z)

Uranio sem dados confiaveis
Vanadio > 0,0005-1,5myKd?
Zinco ~5mg/L* ~1mgl¥ [~1ImgL®¥ | 05 mgda®

Legenda: (1) - fragéo proteica; (nf) - ndo fumante; (f) - fumante; (*) - limite superior;
(@) - vaor médio; (- ) - sem exposi¢ao ocupaciond,;
(0) - &eas sem indldtria e tréfego.

Fonte: (1) - Clarkson, T.W.; Friberg, L.; Nordberg, G.F. and Sager, P.R. editores -
Biological monitoring of toxic metals - New Y ork, Plenum Press, 1988.
(2) - Friberg, L.; Nordberg, G.F. and Vouk, V.B. editores - Handbook on the
toxicology of metal. Elsevier/North-Holland Biomedica Press, 12 edicéo,

1979.
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O ligante, 5-Br-PADAP, é capaz de reagir com varios metais (23, 28, 29),

sendo os causadores de maior interferéncia para a determinacédo do chumbo
em sangue o ferro e o cobre. Estes dois metais dispdem metodologias
semelhantes s utilizadas para a determinacéo do chumbo. O ferro pode ser

analisado com este complexo numa larga faixa de pH, indo de 3 a10, e em

comprimentos de onda que vai do 555 a 753 nm (30, 31, 32, 33, 34, 35); o
cobre pode ser complexado numa faixa de pH de 4 a 9,2 e nos comprimentos
de onda de 545 e 555 nm, a depender das condigdes do método (36, 37, 38).
A tabela 4 modra caracteristicas importantes para a determinacéo
espectrofotométrica dos principais metais presentes no sangue com
Br-PADAP. Observa-se que metais interferentes na andise de Pb apresentam
com o Br-PADAP, absortividades molares maiores do que o metad de
interesse. Segundo Novéakova (24) apresenta um valor de 6,5¢10" L.mol™*.cm’™
al ma 575 NM, NUM meio a 50 % v/v em etanol, triton X-100 (r = 3 g.dm°), e
0,1 mol.dm™® de tamp&o hexametilenotetramino ou amoniaca apH 8.

Tabela 4- Relagdo metal:ligante, pH das solucbes el 5 de medida para
chumbo, ferro, cobre e cadmio com 5-Br-PADAP.

Meta | Relacdio M:L pH | mac (M) | e(L.mol™.cm™) | Réf.
11 8 575 6,5x10" 24
Ph* 12 7 575 5,1x10" 26
11 88-96 582 5,5x10" 27
12 5-7 555 7,2x10" 31
12 3-10 562 e 753 8,8x10" (562 nm) 33

Fe' 34x10* (753 nm)
12 3-7 600 1,3x10° 34
- 25-35 592 8,98x10" 32
- 4 552 4,5¢x10" 40
Fe™ - 25-35 557 8,4x10" R
- 35-50 756 3,35x10" 35
- 35- 10 558 7,64x10" 41
Cu 1:2 40-7,0 545 8,7x10" 33
- 92 555 1,041x10° 36
cd 12 9 560 1,16x10° 42

A maneira mais prética de se diminar interferéncias em espectrofotometria €
através de mascaramento. A tabela 5 apresenta os agentes mascarantes mais
importantes para os el ementos principais presentes no sangue. No entanto a
utilizacdo de agentes mascarantes na andlise de chumbo em sangue fica
invigbilizada uma vez que 0 nUmero necessario de mascarantes € grande ja

29




Couto, Clara M. Desenvolvimento de uma metodol ogia espectrofotométrica
para determinagéo de chumbo em sangue

gue o numero de metais que estdo presentes é grande e ainda pelo fato da
concentracao de ferro ser normalmente 5 mil vezes maior do que a quantidade
de chumbo presente. Assm € que uma separacdo prévia torna-se uma opcao
mais atraente, a qual foi adotada para o presente trabalho. Para a separacao
prévia do chumbo dos outros metais interferentes foi utilizada uma resina
trocadora de ions.

Tabela 5- Alguns elementos e seus agentes mascarantes mais

importantes.

Elemento Agente mascarante
Aluminio F, oxaato, acetato, citrato, tartarato, EDTA, OH’, trietanolamina, sulfosdlicilato
Antimonio Citrato, tartarato, I, S7, OH', F
Argnio S”, OH
B&io EDTA, citrato, tartarato, SO,~
Beailio F, citrato, tartarato, sulfosdlicilato
Bisnuto Citrato, tartarato, EDTA, I', tiour@a
C&dmio EDTA, CN’, SO;7, SCN, I', citrato, tartarato
Cobdto NHs, NO,, SCN, CN, S0,7, EDTA
Cobre NHs, I, CN', SO57, tiouréia, EDTA, citrato, tartarato

Chumbo Acetato, S0O57, I, citrato, tartarato, EDTA, SO,

Cromo (I11) | EDTA, citrato, tartarato, oxalato, acetato

Eganho Citrato, tartarato, oxalato, OH, S™, F

Ferro(Ill)  |F,PO.™, P,O;", EDTA, citrato, trietanolamina, tartarato, oxaato, sulfosdlicilato
Fe(ll) CN’, SO57, fenantrolina

Gaméanio Oxalato, F

Indio EDTA, oxaato, CT, citrato

Manganés Oxadato, P,O,", EDTA, trietanolamina, citrato, tartarato

Moalibdénio | F, CI, oxdato, H,O,, citrato, tartarato, EDTA

Niquel CN’, EDTA, NH;

Prata CN’, SO5%, Br, I, CI, tiouréia, NH;

Tdio F, citrato, oxaato, tartarato

Titanio 30,7, H,0,, F, citrato, tartarato, sulfosalicilato
Tunggénio F, CI', H,O,, oxdato, tartarato, citrato

Uranio F, CO;~, oxdato, H,O,, citrato, tartarato
Vanddio H,O,, EDTA, F, oxaato

Zinco CN’, EDTA, SCN', OH’, NH;

Fonte: Marczenco, Z. - Spectrophotometric determination of elements- Ellis Horwood
Limited, Chichester, 1976.
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Resinas anidnicas quaternarias fortemente basicas tém sido utilizadas como
pré-concentradora de chumbo em amostras de sangue (14, 17), e também
como separadora de varios metais em outros tipos de amostras (16, 17, 21, 44,
45, 46, 47, 48).

O chumbo proveniente de solucfes aquosas nitrica ndo pode ser fixado em
resna anidnica fortemente basica devido a baixa tendéncia dos ions de
chumbo formarem complexos nitratos carregados negativamente. No entanto,
em solucdes parciamente ndo aguosas contendo o &cido nitrico, a adsorcéo
do chumbo é aumentada amedida que se aumenta a quantidade do composto
organico na mistura, aumentando assm o coeficiente de distribuicdo do
chumbo na resina (44). A adicdo de solventes organicos a sistemas aguosos
modifica a afinidade dos ions pela resina com a mudanca de solvatacdo dos
ions, diminuindo a congtante dielétrica do sstema, e estabilizando certos
complexos que sdo muito fracos em solucéo aguosa (20). Por estas razbes
utilizam-se misturas de solucfes acidas (21, 48) ou até mesmo misturas de
solvente organico com acido nitrico (44, 45) para a separacdo do chumbo de
outros metais.

No presente trabalho usou-se a resina anidnica quaternaria fortemente basica
(AG1-X8) para se fazer a separacéo do Pb dos outros metais no sangue.
Adicionalmente as condi¢gdes foram gustadas de modo a se manipular uma
pequena quantidade de amostra (sangue), evitando diluicGes, de modo a
alcancar desta forma alguns dos pré-requisitos estipulados pelo programa
lancado pelo CDC-EUA em 1992. Este programa constava de um edital para
financiamento de cinco projetos americanos para desenvolvimento de
metodologia analitica de chumbo no sangue, com as seguintes caracteristicas:
volume reduzido de sangue (200 L ou menor), uso de instrumento de baixo
custo envolvendo testes baratos; robustez e compactabilidade do equipamento
para facilitar a portabilidade; possibilidade de associacdo a um registrador o
qual associe dados do paciente com os valores de chumbo no sangue;
necessidade de treinamento minimo do operador para utilizacdo do
equipamento bem como da metodologia. Esses requisitos deverdo facilitar a
aplicacdo do méodo a uma grande quantidade de amostras bem como
permitir uma biomonitoracdo de alcance a grandes areas geogréficas sem que
paraisso O custo sgja elevado.
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2- PARTE EXPERIMENTAL

2.1- REAGENTESE PREPARO
REAGENTES
» As solucdes dos reagentes contendo 1 g de cada metal foram da marca
Merck para Pb, Cd e Cu, e Dilui-it para Fe.
» Acido nitrico (HNO3) P.A. marca Quimex a 65% e densidade de 1,400 gimL.
» Metanol (CH;OH) grau HPLC da Merck.
Acrescentou-se a0 metanol, antes de sua destilacdo, cercade 1 g de EDTA
paral L, agitado, filtrado e, entdo, destilado.
o 2-(5-bromo-2-Piridilazo)-5-(dietilamino)fenol (5-Br-PADAP)(C1sH17BrN,O)
da Sigma.
A solucgdo foi preparada pesando-se a quantidade necesséria para obter uma

solucdo a 1,2 x 10° M e adicionou-se 1 mL de dimetilformamida destilada,
antes de ser completado o volume.

* N,N-dimetilformamida (DMF)(Cs;H,NO) P.A. da Merck a 95 % e densidade
0,948-0,949 g/mL. O reagente foi previamente destilado.

e Triton X-100® de densidade 1,064-1,066 g/mL.

A solucdo a3 % foi preparada em etanol.

« Alcool etilico (CH;CH,OH) P.A. da Quimex.
* Hidroxido de amonia (NH;OH) P.A. da Quimex.

A solucéo a3 M foi preparada em etanol.
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» Acido bromidrico (HBr) P.A. da Reagen.

o Padréo de referéncia de metais em sangue. Marca Referensmaterial AB,
AMI  Certificate of Andyss. Biologicd control materid AMI,
B1001-B1005. O sangue liofilizado foi reconstituido, apos ter permanecido
por 1 hora atemperatura ambiente, com 5 mL de &gua deionizada e depois
misturado e colocado no ultrassom por mais 1 hora

* Resina anidnica quaternéria fortemente basica, grau analitico, AG° 1-X8,
200-400 mesh, forma acetato. Marca Bio-Rad.

SOLUCOES

* Solucéo-padréo estoque de metais: Ph, Fe, Cu e Cd:

As solucbes-padréo de cada metal foram preparadas separadamente
partindo das solucdes com 1 g do metal naforma cloreto e diluidas paral L
com HNO; 5 %.

* Solucéo-padrdo estoque de ferro em HBr 1 M; a solucéo com 1 g do metad
foi diluida para250 mL com HBr 1 M.
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2.2- Equipamentos

-pH-Meter E 516 - Metrohom Herison com Microeletrodo de vidro
combinado.

-Bdancaanditica - Metter AE 200

-Absor¢do Atdmica - Perkin Elmer

Atomic Absorption Spectrophotometer 460
HGA 400 Programer (forno)

L ampada de catodo oco, dos elementos Pb, Fe, Cu e Cd (Perkin
Elmer)

Registrador ABB Metrawatt SE 120

-Espectrofotdmetro UV-visivel - DMS 80 - VARIAN
Registrador - Intraab

- Centimicro® FANEM  Mod. 212

- Ultrasom - BRANSON 3210

- Micropipetas regulaveis - EPPENDORF®
10 - 100 L
100 - 1000 i

- Purificador de &gua - MILLI-Q® Water System
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2.3- PROCEDIMENTO

2.3.1- SISTEMA DE DETERMINACAO DO CHUMBO

A determinacdo de chumbo em solucdo padrédo com o reagente complexante
5-Br-PADAP foi testado de acordo com Novéakova & Kubén (24). Apés
confirmagdo dos resultados com os obtidos pelos autores, foram feitas e
testadas algumas modificagbes para a adequacéo do método & condigdes a
serem obtidas com o protocolo pretendido para chumbo no sangue quais
sgjam: desproteinizacdo dos metais no sangue com solucdo acida e separacéo
do chumbo por cromatografia por troca iénica.

Ao fina, a solucdo de medida espectrofotométrica, compatibilizando as
condicOes requeridas pela determinacao e pelas separacOes, apresentou as
seguintes condicBes: concentragdo do complexante 1,2x<10* M; dcool etilico
50 % em volume; Triton X-100 0,15 %; acido nitrico 0,5 M; hidroxido de
amoénia 0,5 M. As solucbes padréo, amostra e branco foram preparadas
seguindo esta mesma ordem de adicdo. Foi utilizado para o preparo destas
solugdes aliquotas de 1,5 mL em é&cido nitrico 1 M. O volume fina foi de
3mL.

As medidas de absorvancia foram realizadas no espectrofotdmetro molecular,
em células de 1 cm de caminho 6tico, no comprimento de onda de 575 nm,
usando fenda de 1 nm.

2.3.2- SISTEMA DE SEPARACAO DE CHUMBO DOS OUTROS
METAIS

A separacao de Pb dos outros e ementos mais interferentes foi procedida em
coluna trocadora de ions. O estudo desta separacéo foi acompanhado por
absorcéo atdmica, no caso do ferro, que representa a maior interferénciae a
mais dificil de ser separada, procedeu-se um estudo espectrofotométrico no
visivel em pardelo ao controle por absorcdo atbmica. Trés séries de
experiéncias de otimizagdo da separacdo cromatogréfica foram redizadas e
estdo descritas abaixo. Basicamente as diferencas resdem na natureza dos
eluentes. Em todas as experiéncias utilizou-se colunas de vidro de didametro
interno de 0,5-0,7 cm, recheadas com 10 cm de resina AG1-X8 (cercade 2 g)
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e concentracOes de metais semelhantes & utilizadas em algumas referéncias
consultadas (21, 45, 46, 48) e em condigdes equiva entes de separacéo.

A) ELUENTE METANOL/HNO; (9:1)

. PRE-TRATAMENTO DA RESINA

A resina AG1-X8 (cerca de 2 g) foi transformada para a forma nitrato com a
passagem de acido nitrico 5 N. Esta etapa foi redizada inicidmente em
béguer, com adicdo aresina de duas porgdes de 10 mL do &cido nitrico. Na
segunda porcao, a solugdo com a resina foi transferida para a coluna. Apos
compactacao do leito, é passada pela mesmamais 3 a 5 porc¢des do &cido para
a sua completa transformacéo aforma nitrato.

A resina foi entdo convertida para a forma especifica desgjada, passando-se
30 a 50 mL da solucdo de metanol/HNO3; 5 N 9:1 (chamada de solucéo de
lavagem).

. ETAPA DE ADSORCAO E ELUICAO

Pela coluna foi passada 20 mL da solucéo mistura dos componentes a serem
separados em 90 % de metanol e 10% HNO; 5 N contendo: 40 ng de Pb e
200 ng de cada elemento a saber: Fe, Cu e Cd. Depois foi feito passar pela
coluna 60 mL da solucéo de lavagem, para eluicdo dos metais interferentes,
seguido de 25 mL de HNO3 1 N, para €luicdo do chumbo. O fluxo foi de
0,6-0,7 mL/min. Foram recolhidas 4 aliquotas de 5 mL quando da passagem
da mistura; 6 aiquotas de 10 mL quando da passagem da solucdo de lavagem
e 5 aliquotas de 5 mL quando da passagem da solucéo de eluicdo (HNO; 1 N)
para proceder a analise por absor¢éo atdmica e obtencéo dos dados de eluicéo,
assim como a recuperacaéo do chumbo.

36




Couto, Clara M. Desenvolvimento de uma metodol ogia espectrofotométrica
para determinagéo de chumbo em sangue

B) ELUENTE ETANOL/HNO; (9:1)

O mesmo procedimento descrito anteriormente foi seguido substituindo-se
metanol por etanol. O fluxo de duicdo foi 0,8 mL/min. Esta s&rie de
experiéncias foi feita num intuito de se subgtituir um solvente relativamente
toxico por um ndo toxico, e também, visando baixar os custos.

C) ELUENTE HBr 0,2 M/HNO3; 0,5M

. PRE-TRATAMENTO DA RESINA:

A conversdo da resina para formar nitrato foi readlizada passando-se pela
mesma HNO; 2 M. Procedeu-se inicidmente em béguer com adicdo aresina
de duas porc¢des de 10 mL do &cido, sendo que na segunda por¢do a solucéo
com aresina e transferida para a coluna e lavada mais 3 a 5 vezes com &cido,
apos a sua compactacdo. Depois desta conversdo a resina € lavada com agua
deionizada. A transformac&o para a forma brometo foi feita com a passagem
de cercade 40 mL de HBr 1 M.

Em todos os sistemas, a passagem do &cido nitrico tem a funcéo de
transformar, com igualdade, a resina para a forma nitrato e de purifickla antes
da sua conversao para a forma especifica.

. ETAPA DE RETENCAO E ELUICAO

Passou-se pela coluna 10 mL da solucdo da mistura contendo: 4140 ng de Pb;
4200 ng de Fe; 65,4 mg de Cu e 2250 ng de Cd em HBr 1 M. Depois passou-
se 25 mL dasolucéo a0,2 M de HBr e 0,5 M de HNO; (solucéo de lavagem)
para eiminacdo dos metais interferentes. Em seguida foi passado pela coluna
cerca de 50 mL da solugdo a 0,05 M de HBr e 0,5 M de HNO; (solucéo de
eluicdo) para €luicdo do Pb. O fluxo das etapas foi de 0,1 mL/min. As
aliquotas recolhidas foram: 01 (de 10 mL) quando da passagem da solugédo de
adsorcao, 05 (de 5 mL cada) quando da passagem da solucdo de lavagem e 10
(de 5 mL cada) quando da passagem da solucéo de eluicéo.
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As medidas dos metais Ph, Fe, Cu, e Cd de cada item descrito acima foram
feitas para cada aiquota recolhida, utilizando-se espectrofotometria de
absorcdo atdbmica com forno de grafite. O tubo de grafite utilizado foi: néo
pirolisado para os metais Pb e Fe, e pirolisado para os elementos Cu e Cd. A
fenda utilizada para os metais foi de 0,7 nm exceto para o cadmio que foi
usada em 2,0 nm, ambos no modo AL T do equipamento. Os comprimentos de
onda usados foram: Pb a 283,3 nm; Fe a 248,6 nm; Cu a 324,7 nm, e Cd a
228,8 nm. As curvas padréo estiveram numa faixa de 0-100 ppb parao Fe e
Pb; de 0-15 ppb para Cu e de 0-2 ppb para o Cd.

Cada demento andisado teve as condigdes instrumentais otimizadas. As
programacdes utilizadas para o forno estéo descritas na tabela 6.

TABELA 6- Programacao do forno de HGA 400 para os elementos Pb,
Fe, Cu, e Cd.

Valoresde Temperatura (°C)/ tempo derampa (s)/ tempo
de permanéncia (s)

ETAPAS Pb Fe Cu Cd
Secagem 100/10/20 | 120/10/20 | 120/10/20 | 100/ 10/ 20

Pré-tratamento | 400/5/10 | 500/5/10 | 900/5/20 | 450/5/15

Atomizagdo | 1200/0/5 | 2500/0/5 | 2000/0/5 | 1400/0/5

Obs.: A etapa de limpeza do tubo de grafite foi igual para todos os e ementos
usando uma temperatura de 2650°C com tempos de rampa e de
permanénciade 1 e 3 s, respectivamente.

A tabela 6 fornece a temperatura, tempo de rampa e de permanéncia para cada
etapa do forno, a saber: secagem (etapa correspondente a eliminacéo do
solvente), pré-tratamento (etapa referente a destruicdo da matéria organica da
amostra) e atomizacao (etapa onde ocorre a promocao a 80maos neutros para
posterior absorcdo de radiacdo). O primeiro vaor numérico de cada coluna
corresponde atemperatura de cada etapa, seguido do valor do tempo de rampa
(tempo de aumento gradual da temperatura até atingir o vaor fixado no
programa) e o vaor do tempo de permanéncia (tempo no qua a temperatura
de cada etapa permanece fixada). Esta programacéo foi seguida na andlise dos
elementos descriminados na tabela 6.
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2.3.3- ADAPTACAO DO METODO ASCONCENTRACOES
PRESENTES NO SANGUE

Uma vez otimizada a separacdo para concentragoes atas equivaente aguelas
de miné&ios, procedeu-se um estudo de adequacdo da separacdo
cromatogréfica as concentractes de metais ao nivel de tragos encontrados em
sangue humano. Também a relacéo entre 0 Pb e os metais interferentes é
diferente no sangue.

Enquanto no estudo acima descrito (método a) a quantidade de chumbo
adicionada a coluna tenha sdo de 40 ng de Pb para 200 ug de cada
interferente, tal relacdo ndo é encontrada em sangue. Em sangue humano os
nivels médios de Fe e Cu sdo, respectivamente, 500 ppm e 1 ppm.
Consderando-se um sangue de individuo mediamente contaminado por
chumbo e contaminado cadmio, pode-se tomar como exemplo 400 ppb para
cada metal. Para obter-se uma quantidade de chumbo que resultasse em uma
solucdo de medida espectrofotométrica acima do limite de deteccdo do
método, optou-se por utilizar 500 UL de amostra.

Adicionalmente, o comprimento da coluna foi reduzido, passando a 3 cm.
Depois de otimizada a separagdo nestas novas condi¢des, reduziu-se ainda
mais a concentragdo do chumbo, chegando-se a 100 ppb. Como nestas
condi¢bes o metanol utilizado, embora grau HPLC, apresentava brancos altos
devido a presenca de Fe no metanol, passou-se, entéo, a destilar este dcool.

Foi mantido o0 mesmo tratamento da coluna e a quantidade de solucéo de
lavagem e duicdo do método a.

2.3.4- APLICACAO DO METODO A AMOSTRA REAL.

- TRATAMENTO DA AMOSTRA DE SANGUE

A 500 nL de &cido nitrico 1 M foi adicionado amesma guantidade do sangue
de referéncia. Depois de vigorosa agitacdo manual, a amostra foi levada ao
ultrasom por 5 minutos, apds 0 qual a mesma foi centrifugada a dta
velocidade por 15 minutos. A solugdo acida resultante era entéo utilizada no
procedimento seguinte.
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- TRATAMENTO DA COLUNA

Primeiramente, foi passada pela coluna (a mesma do item 2.3.3) 5 mL de
acido nitrico 5 N. Para a sua conversdo, foi passada 30 mL da solucéo a 90 %
de metanol (destilado do grau HPLC) e 10 % de HNO; 5 N (chamada de
solucéo de lavagem).

. CONFIRMACAO DA SEPARACAO DOSINTERFERENTES

ApoOs o prétratamento da coluna colocouse 500 mL da solucdo é&cida
resultante da extracdo dos metais do sangue, seguida da passagem de 40 mL
da solucéo de lavagem. Para a eluicéo do Pb, foi passado pela coluna HNO;
1 N e depois recolhido o volume de 1,5 mL em porgdes de 0,1 mL. O fluxo
foi de 0,5-0,6 mL/min paratodo o processo, exceto no momento da eluicdo do
chumbo que foi deixado passar um fluxo de 0,2 mL/min. O branco da
amostra, HNO; 1 N, seguiu 0 mesmo processo descrito acima. As aliquotas
retiradas da eluicdo foram anaisadas no aparelho de absorcéo atbmica para os
metais Pb e Fe, este Ultimo para observar a sua influéncia no método.

2.35. SISTEMA RESINA ACOPLADO AO METODO ANALITICO.

Uma vez otimizadas as condicdes do pré-tratamento da amostra de sangue e
da separacdo do Pb dos interferentes, procedeu-se a determinacdo
espectrofotométrica do analito da seguinte maneira apds passagem da
amostra e do branco pela coluna, como descrito acima, a solucéo decorrente
da eluicéo do chumbo (1,5 mL) era submetida ao mesmo procedimento dos
padrbes para determinacao espectrofotométrica (de acordo com o item 2.3.1),
medindo-se a absorvancia a 575 nm no espectrofotdometro DM S-80.
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3-RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1- SISTEMA DE DETERMINACAO DE CHUMBO EM SOLUCAO
PADRAO

Os espectros de absor¢do do chumbo e do ferro com o Br-PADAP foram
obtidos para melhor se entender e diminar a interferéncia do ferro séo
mostrados na figura 5. Pelo apresentado, o melhor comprimento de onda de
trabalho para o chumbo-ligante € 575 nm. Pelo espectro observa-se também a
grande interferéncia que o ferro apresenta ao sistema Pb-Br-PADAP, sendo,
portanto, necessaria uma real separacdo prévia destes dois metais,
principalmente quando se considera que a relacdo de Fe/Pb em sangue né&o
contaminado é de 5000.

'l (11)
U, 160 {400 ppla)
0,096
LERTLF
Gl $50 111 A (run)
A

0,142

Fe (111)
0,085 i o
[FIFL]

G 550 (0 & (nm)

Figura 5: Espectros de absorcao do Pb(I1) e Fe(l11) com o 5-Br-PADAP.
(condicbes. concentracdo do complexante a 1,2x10-4 M; etanol a 50% Vv,

Triton X-100 a 0,15 %; meio &ido a0,5 M e hidroxido de ambniaa 0,5 M)
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O sistema Pb-5-Br-PADAP apresentou um valor de absortividade molar ()
de 6,92x10* L/mol.cm, aum pH medido de 9,20 + 0,05 e a 50 % em etanol.

O pH é chamado lido devido ainfluéncia do solvente no meio que afeta a
atividade do ion hidrogénio. Esta influéncia reflete nas interacfes el etrostética
e quimica entre o fon (H") e o solvente, no qua a primeira interagdo € a
solvatacéo. Este efeito pode ser descrito pela comparacdo da energia livre
padrdo num solvente ndo agquoso e em agua. Por exemplo, a atividade do ion
hidrogénio em etanol € muito maior (~ 200 vezes) do que em agua. A
correlacdo entre a atividade do ion hidrogénio num padréo aquoso e a
atividade numa amostra ndo aguosa ndo € valida. Se, contudo, o valor de pH
obtido € estével e pode ser correlacionado a alguns resultados, a atividade do
ion hidrogénio ndo precisa ser conhecida. O valor de pH relativo pode ser
usado como um indicador na sua ateragcao durante o processo (49).

A curva padréo do Pb-5-Br-PADAP revelou dta linearidade e sensibilidade

como € mostrada na figura 6. A tabela 7 expde os dados de desvio-padréo ()
para cada ponto da curva.

Tabela 7 : Dados da curva de calibracao do Pb-Br-PADAP.

Conc. (ppb) Absorvanciat desvio padréo (s)
10 0.002 0.003 * 0.00071
20 0.006 0.006 0.005 0.00058
30 0.009 0.009 0.010 0.00058
40 0.012 0.013 0.012 0.00058
50 0.016 0.017 0.015 0.0010
60 0.019 0.020 0.019 0.00058
80 * 0.026 0.025 0.00071
100 0.032 0.033 0.032 0.00058
150 0.047 0.051 0.048 0.0021

* Sem resultado.

T Resultados subtraidos do branco (mesmas condicdes descritas nafigura ).
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Curva Padrao de Pb - Br-PADAP
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Figura 6: Curva padrao do Pb-5-Br-PADAP
(mesmas condigdes descritas na figura 5)

Os valores de brancos encontrados para 0 método espectrof otométrico estéo
rlacionados na tabela 8. Eles agpresentam uma média de 0,070 (em
absorvancia) e um desvio padréo (s) de 0,00162.

Para determinar o limite de deteccéo (L.D.) do sistema Pb-Br-PADAP, foram
feitos os seguintes calculos:

L.D. =3 x s= 0,005 (em absorvancia)

Pela curva encontra-se a correspondéncia em concentracdo. Entéo:
L.D.=18,7 ppb

Sensihilidade é dada pelainclinacéo da curva, DA/DC (a)

Considerando-se DA = 1 % a menor variagdo detectavel com confianca,
entéo:

S=0,044.a, ou sga, 13 ppb para afaixade 19-150 ppb.

43




Couto, Clara M. Desenvolvimento de uma metodol ogia espectrofotométrica
para determinagéo de chumbo em sangue

TABELA 8: Brancos Obtidos para a Curva Espectrofotométrica de
Pb-5-Br-PADAP.

N° BRANCO ABSORVANCIA
01 0.068
02 0.068
03 0.068
04 0.068
05 0.068
06 0.069
07 0.070
08 0.070
09 0.070
10 0.070
11 0.071
12 0.071
13 0.071
14 0.071
15 0.071
16 0.072
17 0.072
18 0.072
19 0.072
20 0.072
21 0.072
22 0.073

3.2. SISTEMA DE SEPARACAO DE CHUMBO DOS OUTROS
METAIS

A ordem de eluicdo dos quatro metais em questéo, Pb que é o andlito e Fe, Cu
e Cd que sfo os interferentes foi igual no caso dos métodos a e b (item 2.3.2),
ou sga, Fe, Cd e Cu duiram em primeiro lugar conjuntamente e depois eluiu
o chumbo. Esta ordem de €uicéo foi diferente no méodo c, a saber: em
primeiro lugar o Fe e o Cu, depois eluiu o chumbo e por fim o cadmio. A
tabela 9 apresenta os dados obtidos.

A dficiéncia de separacdo foi calculada para os trés sistemas e estéo
apresentadas na tabela 9. Para selecdo fina, priorizou-se a €ficiéncia de
separacdo do Pb e Fe e, depois, a do Cu e, por ultimo a de Cd. Esta
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preferéncia baseou-se nas quantidades encontradas destes elementos em
amodtras reais (ver tabela 3).

TABELA 9 Eficiéncia da Separacdo do Chumbo de outros Metais nos

M étodos Estudados.
Método Solucéo Eficiéncia de Separacéo dos Metais (%)
Pb Fe Cu Cd
Le 106 0.8 0.03 0.2
a Lo - 7.5 9.44 90.1
La - 91.7 90.53 9.7
Le 105 2.7 0.08 0.40
b Lo - 19.5 66.37 99.59
La - 77.8 33.55 0.01
Le 99.914 0.1 0.02 3.3*
c Lo 0.084 37.0 26.87 -
La 0.002 62.9 73.11 -

* Na Ultima aiquota para recuperacao total do Pb.

Legenda: (a) Método utilizando eluente Metanol/HNO; (9: 1) (45, 46)

(b) Modificacdo do método (a) utilizando eluente Etanol/HNO3

(c) Método utilizando eluente HBr 0,2 M/HNO; 0,5 M (21, 48)

Le : Fracdo total das aliquotas recolhidas provenientes da passagem da solucdo
de eluicao (solucéo para eluir apenas o chumbo).

L.: Fracéo total das aliquotas recolhidas provenientes da passagem da solucéo
de lavagem (solucéo para eliminacdo de interferentes).

La: Fracdo total das aliquotas recolhidas provenientes da passagem da solucéo
com a mistura dos metais.

Pelos resultados apresentados, observa-se que:

* Baseado na eliminacéo de interferéncias do Fe apenas, métodos @) e (C)
s80 0s mais satisfatérios. Entre os dois métodos, o (a) € o mais eficiente na
eliminacéo do Cd que o (C).

Deste modo, o método (a) foi escolhido para o trabalho. Foram fatores
adicionais na escolha do método (a):

- Necessidade de purificagcdo dos reagentes.
Para se dingir o limite de quantificacd desgado necessta-se purificar

previamente os solventes ecompostos utilizados na eluicdo, para eliminagdo
de impurezas, principamente o ferro. Gerdmente o méodo mais viavel é a
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destilacdo. Para o0 método ) necessita-se de &cido bromidrico na solucéo
eluente, cuja destilagdo é problematica e a obtencdo no mercado a ata pureza
é dificil e bastante dispendioso. Ja o metanol, utilizado no méodo (a), pode
ser encontrado a um custo ndo téo elevado e com grau de pureza significativa

- Volumes necessarios para el uicéo.

A recuperacéo completa do chumbo é obtida a volumes menores no método
(a) o que reduz o tempo de andlise.

SituacOes possiveis na aplicabilidade a estudos epidemiol dgicos.

Embora a concentracdo de cadmio em sangue norma sgja < 1ng/L para ndo
fumantes (tabela 3), em muitas Stuagbes de exposicdo profissona e
ambiental, notadamente naguelas relacionadas com exploragdo ou
processamento de minérios, o chumbo vem associado ao cadmio, resultando
na exposicdo e consequiente absorcéo simultanea de ambos os metais. Neste
caso, a diminacdo da interferéncia de Cd em concentracdes de 50 ppb €
comum, e a eficiéncia da separacéo deste metal e do Pb passa a ser também
muito importante. As amostras de referéncia certificadas, usadas neste
trabalho continham os dois metais em concentragdes comparavels com
Stuagdes de ndo-intoxicacdo e intoxicacdo simulténea de ambos.

Deve-se, no entanto, deixar aqui registrado que o método (C) apresenta uma
vantagem sobre os métodos @) e (b), qual sga a perspectiva de dosagem
adicional de Cd na amostra, uma vez que sua €uicdo € isolada dos outros
metals e esta idéa sera perseguida futuramente pela autora dessa dissertacéo,
no trabalho de doutorado.
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3.2.1- ADAPTACAO DO METODO ASCONCENTRACOES
PRESENTES NO SANGUE.

A primeira grande modificacdo introduzida a0 método de separacdo
cromatografica selecionado (método a) foi a reducdo das concentragdes dos
metais a0 nivel dos valores normais encontrados em sangue, exceto para
chumbo e cadmio cujo valores foram a nivel de intoxicacao por estes metais.

Os resultados para a coluna de 10 cm apresentaram uma completa
recuperacao do chumbo, sem perdas no momento da passagem da solucéo de
lavagem. Com a reducéo do tamanho da coluna para 3 cm de atura, houve
mais uma vez recuperacao total do Pb, sem perdas na solugdo delavagem. Foi
obtida também a eiminacdo completa do Cu e Cd (tabela 10), mas com
relacéo ao ferro, este ainda gpresentou um pequeno teor no liquido de eluicéo
recolhido, 18,3 ng, que numa solugdo de 3 mL de volume totd,
corresponderia a uma concentracéo de 6,1 ppb de Fe. A esta concentragdo, o
complexo de Fe-Br-PADAP néo é detectado pel o método espectrofotométrico
apresentado.

Tabela 10: Recuperacédo dos metais nos liquidos de eluicéo e lavagem
paraos métodos| ell:

RECUPERACAO (%)
METODO I: METODO I:
SOLUCOES SOLUCOES
METAIS Le L, Le L.
Pb 106 - 102 -
Fe 0.8 99.2 0.01 99.99
Cu 5.8 94.2 - 100
Cd 0.9 99.1 - 100

Condigdes. Adicao de 500 pL da solugdo a 400 ppb Pb, 500 ppm Fe, 1 ppm de Cu e 400 ppb Cd.
Método (1) - 10 cm de atura de resina (mesma coluna do item 2.3.2-a).
Recolhidas 15 aliquotas de 10 mL cada quando da passagem do liquido de lavagem e
10 aiquotas (2-3 mL cada) quando da passagem do liquido de eluicéo.
Método (1) - 3 cm de atura de resina (mesma coluna do item 2.3.3).
Etapa 1: Medidas feitas para Cu e Cd em 5 diquotas (1 mL cada).
Etapa 2: Medidas feitas para Pb e Fe em 15 aliquotas (0,1 mL cada).
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3.2.2- APLICACAO DO METODO A AMOSTRA REAL.

Para este estudo, utilizaram-se sempre amostras de sangue de referéncia
certificadas em dois diferentes niveis de concentracéo: 250,4 ppb e 355,7 ppb.

Os resultados encontrados nesta etapa referendam a eficiéncia das separacoes
obtidas para solucdes de padrdes. Foi também confirmado o baixo valor de
ferro recuperado juntamente com o Pb, ou sga, de 0,01 %. A figura 7
apresenta as curvas de eluicdo do Pb no branco e na amostra de referéncia de
sangue. A recuperacdo do chumbo foi medida, em 15 aliquotas consecutivas
de 0,1 mL. Td estudo descreve também a evolugéo da eliminagdo deste metal
durante o0 processo, 0 que € de interesse futuro, quando se desgja 0 método a
injecao de fluxo.

Com base ainda nafigura 7, pode-se fazer as seguintes consideragoes:

A massatotal de Pb recolhido da amostra de sangue corresponde a: 148 ng

A massatotal de Pb recolhido do branco do método corresponde a: 17,8 ng
A massareferente ap sangue sera: 148 - 17,8 = 130,2 ng

A concentracdo do Pb no sangue encontrada foi = 260,4 ppb

O vdor de referéncia certificado da amostra é 250,4 ppb + 0,4 ppb

A exatiddo obtidanaandise & 3 96%
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Figura7: Curvasderecuperacdo dechumbo no branco e no sangue, apos

a passagem pela resina aniénica quaternaria.

Assim sendo, podemos concluir que arecuperacao do Pb separado dos outros
metais em amostras de sangue € 3 96 %. Os resultados encontrados para a
amostra de referéncia a 250,4 ppb foram 257,6 + 6,0 ppb o que oferece um
erro de cercade 3 %.

49




Couto, Clara M. Desenvolvimento de uma metodol ogia espectrofotométrica
para determinagéo de chumbo em sangue

3.3- SISTEMA RESINA ACOPLADO AO METODO ANALITICO

Nesta etapa, foi utilizado o padrdo de referéncia certificado 1004, com
concentracao de 250,4 ppb.

A introducdo de um extrato de matriz complexa, apds passagem pela resing,
ndo afetou a determinacdo espectrofotomeétrica do Pb com o Br-PADAP.

Os resultados encontrados para o método proposto neste trabalho estéo
apresentados nas tabelas 11 e 12. A tabela 11 expde os valores dos brancos
decorrentes da passagem pela coluna e posterior determinacdo
espectrofotométrica de acordo com o item 2.3.1. Estes forneceram um valor
médio de 0,070 (em absorvancia) e um desvio padréo (s) de 0,00174, o que
esta bastante coerente com os valores encontrados para os brancos da curva
padrédo. Em outras palavras, isto demonstra que o chumbo proveniente do
branco da coluna € insignificante e ndo interfere nos resultados.

TABELA 11- Brancos encontrados para a coluna acoplada ao método
espectrofotométrico

N° do Branco Absorvancia
01 0,067
02 0,068
03 0,068
04 0,068
05 0,068
06 0,069
07 0,069
08 0,069
09 0,069
10 0,069
11 0,069
12 0,070
13 0,070
14 0,071
15 0,071
16 0,072
17 0,072
18 0,072
19 0,072
20 0,073
Valor médio (X) 0,070
Desvio padréo () 0,00174
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A tabela 12 apresenta os resultados encontrados para a amostra de referéncia
1004 utilizando o método proposto por este trabalho, assm como as
caracteristicas estatisticas das medidas.

TABELA 12- Resultados encontrados em concentracao para a amostra
dereferéncia.

Porcéo de Absorvancia Concentracao Concentracdo
amostra 1004 subtraida do encontrada na encontrada na
analisada branco solucdo deletura amostra
(Ppb) (Ppb)
Aq 0,015 43,3 259,8
Az 0,012 42,0 252,0
As 0,013 44,3 265,8
X Média das amostras (ppb) 259,2
S Desvio padréo (ppb) 6,92
CcVv Codficiente de variancia (ppb) 2,7
Vaor certificado (ppb) 250,4
Exatiddo ao nivel de 250 ppb/sangue (%) 96,5

O limite de quantificagcdo (L.Q.) do método é determinado tomando-se como
base o limite de deteccdo da curva padrao como segue:

L.D.=18,7 ppb

A massa retida na coluna serd 3 vezes maior que este vaor devido &
diluicdes do protocolo analitico espectrofotométrico ser de 3 mL, entdo:

m (ng) = 3x 18,7 =56,1 ng

Como utilizam-se 500 nL. de amostra, a concentracdo minima quantificada
pelo método sera:

L.Q.=56,1/0,5=112,2 ppb
O sangue de referéncia utilizado apresentava um teor de chumbo de
250,4 ppb. Como sdo adicionados 0,5 mL do extrato do sangue acoluna, a

massa retida sera:

m (ng) = 250,4 x 0,5=125,2 ng
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Como a massa média recolhida corresponde a 129,6 ng o erro apresentado
pelo método é de 3,5 %.

Estes resultados demonstram que o método desenvolvido tem uma boa
precisdo, mas uma exatiddo discretamente reduzida. Apesar disto, o resultado
se apresentou comparavel com o encontrado pelo método de absorcdo atémica

(erro de 3 %), o que mostra a confiabilidade que o méodo oferece,
fornecendo-nos, portanto, seguranca no momento da sua aplicacéo.

3.4-PROTOCOLO ANAL]TI CO DE DETERMINACAO
ESPECTROFOTOMETRICA DE CHUMBO EM SANGUE
O método desenvolvido resulta no seguinte protocolo analitico:
1-Reagentes e solucdes
- Solucdo padrédo estoque de chumbo:
A solucéo estoque, a 1000 ppm em HNO; 5 %, € preparada
partindo-se da solucao padrdo de referéncia da marca Merck.
- Metanol (CH;OH) grau HPLC:
O metanol antes de ser destilado adicionase EDTA (cercadelg
para 1 L) com agitacdo, filtrarse e depois destila, utilizando-se
paratal uma vidraria recoberta com pape auminizado.
- Acido nitrico (HNO,):

Solucbesale5 M.

- 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-(dietilamino)fenal (5-Br-PADAP):

A solucdo é preparada pesando-se a quantidade necessaria para
obter uma solucdo a 1,%10° M, adicionase 1 mL de
dimetilformamida destilada e depois completa-se 0 volume com
etanol.
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- N,N-dimetilformamida destilada (DMF)(C3H;NO).
- Etanol (CH;CH,OH).
. Tritor® X-100:

Solucdo a 3 % em etanal.

- Hidréxido de amonia (NH,OH).

Solucéo a3 M em etanal.

- Resina anibnica quaternaria fortemente basica (AG1-X8).

- Padré@o de referéncia de metais em sangue e/ou amostra de sangue
em heparina.

2-Extracéo do chumbo do sangue

A amostra de sangue é primeramente homogeinizada com movimentos
suaves de rolamento. A 500 mL de &cido nitrico 1 M sdo adicionados 500 mi_
do sangue. Depois de vigorosa agitagdo manual, a amostra permanece no
ultraasom por 5 minutos seguidos de centrifugacdo a ata velocidade por
15 minutos. A solugdo &cida resultante pode ser entdo utilizada no
procedimento que se segue.

3-Separacao do chumbo dos outros metais
3.1- Pré-tratamento daresina
Passar pela coluna (3 cm de comprimento e 0,5 cm de diametro interno) 5 mL
de &cido nitrico 5 N e depois 30 mL da solucéo de metanol/HNO; 5 N 9:1
(chamada solucéo de lavagem).
3.2- Etapade retencdo e duicdo

Apos o pré-tratamento da coluna coloca-se 500 L da solugdo &cida resultante
da extracao da amostra ou branco seguida da passagem de 40 mL da solucéo
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de lavagem (para euicdo dos metais interferentes) e para a €uicdo do
chumbo, passar HNO; 1 N e recolher o volume de 1,5 mL do liquido findl.
Utilizar um fluxo de 0,50,6 mL/min para todo o processo exceto no momento
da eluicdo do chumbo que € de 0,2 mL/min.

4- Deter minagao espectrofotométrica de chumbo

A solucéo find para a determinacdo de chumbo agpresenta a seguinte
composicédo: concentracdo do 5Br-PADAP 1,2x10* M; dcool etilico a 50 %
em volume;, Triton X-100 0,15 %; solucdo padrdo, amostra ou branco em
&cido nitrico a 0,5 M; hidréxido de aménia 0,5 M. As solugdes padréo,
amostra e branco sao preparadas seguindo esta mesma ordem de adicdo. Para
0 preparo destas solucdes, sdo utilizadas aliquotas de 1,5 mL em &cido nitrico
1 M. O volume final da solucéo é de 3 mL.

As medidas sdo redlizadas no espectrofotdmetro molecular, em cubeta de
1 cm de caminho 6tico, no comprimento de onda de 575 nm e fendade 1 nm.
5- Caracteristicas do método

Limite de quantificacdo em 500 mi_ de amostra de sangue, 112 ppb; precisao
ao nivel do L.Q. 3 3 ppb e exatiddo ao nivel de 250 ppb 3 96,5 %.




Couto, Clara M. Desenvolvimento de uma metodol ogia espectrofotométrica
para determinagéo de chumbo em sangue

4 - CONCLUSOES

a Foi desenvolvida uma metodologia para determinacdo de chumbo em
sangue utilizando espectrofotometria molecular de baixo custo, e que
permite a ampla implantacdo em laboratérios de andlise clinica sem
necessi dade de investimentos de capital.

b- As caracteristicas anditicas do método sdo: limite de quantificacdo
112 ppb; precisdo ao nivel do L.Q. 3 3 ppb; exatiddo ao nivel de
250 ppb 3 96,5 %. Edtas caracteristicas permitem a aplicabilidade para
controle de exposicao profissional.

c- O méodo desenvolvido é bastante encorgjador para atingir, a um curto e
meédio prazo, as aspiragbes do CDC para aplicagdo a amplos estudos
epidemiologicos infantis.
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5-TRABALHOSFUTUROS

Pretende-se a continuacéo do trabalho, como tese de doutorado, alcancar os
objetivos estipulados pelo programa do CDC (vide tabela 13) utilizando o
método de fluxo continuo que permitira automacao, propiciara a reducéo de
volume de sangue utilizado e, acoplado a um espectrofotébmetro molecular de
pequeno porte de campo, permitira portabilidade e robustez, tornando-se deste
modo um método para campo, e podendo assim ser aplicado a grandes areas
geogréficas.

TABELA 13- Comparacao das aspiractes do método de deter minacéo
espectrofotométrica de Pb em sangue com 5-Br-PADAP
com o0s requisitos do CDC e etapas futuras de
aprimoramento.

Parametro | Especificaces|Especificacbes| Etapas futurasvisando atendimento as

do CDC obtidas pelo exigénciasdo CDC.
metodo
L.Q. 100 ppb 112 ppb Mudanga de cubeta

Aumento da relacéo volume de sangue para
volume de &cido de desproteinizacéo

Precisio 10-20 ppb 2,7 ppb -
Exatidéo 90 % 96,5 % -
Volume de 200 pL 500 pL Mudancade cubetap/ caminho 6tico de 2,5¢cm
sangue Miniaturizacéo adiciona do método
Injecéo de fluxo
Tempo de 5min 90 min Injecéo defluxo
medida Separacdo em coluna sob média presséo

Como forma de aprimorar 0 método pretendese fazer também a
miniaturizacdo da coluna e aumentar o caminho otico utilizando cubetas de
2-2,5 cm, de pegueno volume. Adicionalmente pretende-se a aplicacéo a
amostras de urina visando o monitoramento de populagbes expostas
profissonalmente ou a atas concentragbes ambientais. Pretende-se inclusive
aplicar este método, intercalibrando com absorcdo atémica, a populactes
vizinhas a trabalhadores de metal Urgicas, traba hadores de indlstrias de tintas,
ceramistas, pintores etc.,, de modo a se certificar que todas as possivels
interferéncias seréo diminadas.

Estes resultados demonstram que o0 método apresenta um limite de
quantificacd apenas 12 % acima do referido pelo CDC (o qual podera
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facilmente ser reduzido), com uma precisdo e exatiddo superiores ajuela
exigida por este orgéo.

No entanto o método por nés desenvolvido ainda utiliza uma quantidade de
sangue superior a desgavel, exigindo amostragem intravenosa, ao invés do
retirado do dedo, aém do tempo de andlise ser muito demorado para fins de
andise de rotina. No entanto tais caracteristicas indesgavels poderéo ser
eliminadas adaptando-se 0 método a injecéo de fluxo, a mudancas de caminho
Gtico com a cubeta, a miniaturizacdo adicional do método e a introducéo de
média pressdo manual, com seringa, na etapa de separacdo, como pode ser
verificado na tabela 13 que resume as etapas futuras que visam atendimento
&6 aspiracoes do CDC e gue serdo por nos desenvolvidas.
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