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Resumo

A extracdo no ponto de nuvem (CPE) é proposta como um procedimento
de pré-concentragdo para a determinagdo de Pb e Cd em urina e Pb em
sangue por espectrometria de absor¢cao atémica em forno de grafite (ET AAS).
Foram acidificadas aliquotas de 0,5 mL de urina e 0,5 mL de sangue sem
digestao com HCI e o sal de aménio do acido O,O-dietilditiofosforico (DDTP) foi
adicionado junto com o surfactante nao-iénico Triton X-114 nas concentragbes
otimizadas. A separagao de fases foi alcangada aquecendo a mistura a 50 °C
por 20 min. A fase rica em surfactante foi analisada por ET AAS, empregando
as temperaturas de pirélise otimizadas de 900 °C para Pb e 800 °C para Cd e
um tubo de grafite com uma plataforma tratada com 500 pg Ru como
modificador permanente. A otimizacdo das concentracoes de reagentes
envolvidos na CPE (HCI, DDTP e Triton X-114) foi realizada utilizando
planejamento Box-Behnken. As respostas obtidas através de superficies
mostram os valores 6timos que sdo semelhantes para as amostras e para a
solucéo padrao aquosa, indicando a possibilidade de uso da calibracdo contra
padrdes aquosos submetidos & CPE. Limites de deteccdo de 40 e 2 ng L' para
Pb e Cd em urina e 20 ng L para Pb em sangue, foram obtidos juntamente
com um fator de melhoramento de 18 para ambos os analitos. Foram
analisadas trés amostras de urina certificadas de referéncia e duas de sangue,
obtendo-se boa concordancia entre os valores certificados e determinados a
um nivel de confian¢ca de 95%. Amostras “reais” também foram analisadas
antes e depois de serem enriquecidas com Pb e Cd, resultando em
recuperacoées que variaram de 83 a 109%. Este trabalho ainda envolve a
aplicacdo do método a uma populacdo de trabalhadores expostos
ocupacionalmente a estes metais, avaliando-se os indicadores biolégicos de

exposicéo, Pb e Cd em urina e Pb em sangue.
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Abstract

Cloud point extraction (CPE) it is proposed as a pre-concentration
procedure for the determination of Pb and Cd in urine and Pb in blood by
graphite furnace atomic absorption espectrometry (GF AAS) without digestion.
Aliquots of 0.5 mL urine and 0.5 mL blood without digestion, were acidified with
HCI and the complexing agent ammonium O,O-diethyldithiophosphate (DDTP)
was added together with the non-ionic surfactant Triton X-114 in the optimized
concentrations. Phase separation was obtained by heating the mixture to 50 °C
for 15 min. The surfactant-rich phase was analyzed by GF AAS, using the
optimized pyrolysis temperatures of 900 °C for Pb and 800 °C for Cd, and a
graphite tube with a platform treated with 500 pg of Ru as permanent modifier.
The optimization of the reagents concentrations involved in CPE (HCI, DDTP
and Triton X-114) was accomplished using a Box-Behnken design. The
obtained response surfaces show the optimum values, which were very similar
for an aqueous standard solution and for the samples, demonstrating that
aqueous standards submitted to CPE could be used for calibration. Limits of
detection of 40 and 2 ng L™ for Pb and Cd in urine and 20 ng L for Pb in blood,
were obtained along with an enhancement factor of 16 for both analytes. Three
certified reference samples of urine and two of blood were analyzed, and good
agreement between the certified and found value was obtained at a 95%
confidence level. "Real” samples were also analyzed before and after
enrichment with Pb and Cd, resulting in recoveries that varied from 83 to 109%.
This work still involves the application of the method to a population of workers
occupationally exposed to these metals, in order to evaluate Cd and Pb in urine
and Pb in blood as biological indicator of exposure.
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Introdugao

1. Introducao

Um dos aspectos relevantes da presenca de metais em niveis traco em
materiais biologicos trata dos seus efeitos potencialmente tdxicos aos
organismos vivos. A contaminacdo dos ambientes € resultado da grande
atividade industrial e do uso de substancias quimicas, sendo um problema
importante deste século.! Estudos vém mostrando a existéncia de correlagéo
entre o nivel de metais tracos e muitas doencas comuns. Para alguns destes
metais, os relatos negativos estdo associados principalmente a problemas de
saude individual ou coletiva em funcdo, muitas vezes, do uso inadequado
destes compostos. Estando envolvidos em diversos processos industriais,
como nos processos de fundicdo, siderurgia, de tratamento de superficie,
metalurgia, tintas e pigmento. ? E preocupante a crescente contaminagdo do

meio ambiente e do homem diante dos avangos tecnolégicos. 2

O Brasil tem uma vocacao para ter uma forte industria de fundicdo. Essa
vocacao provém dos recursos naturais que dispomos como matérias-primas,
energia e a tecnologia vigente®. A indUstria de fundicdo de pecas de ferro, aco
e ligas nao ferrosas € um segmento da economia nacional que emprega cerca
de 50.000 trabalhadores. Cerca de 48% da producdo nacional destina-se a
industria automotiva, abastecendo fabricantes de componentes automotores,
autopecas e as montadoras de automoveis, caminhdes, 6nibus e tratores. Além
deste segmento, destacam-se entre os clientes de fundicédo a industria de bens
de capital e a siderurgia.* A regido sul vem gradativamente destacando-se no
campo das fundi¢des, sendo, segundo a Associagao Brasileira de Fundi¢coes, a
regiao com consideravel producéo de ferro, ago, ligas de cobre, zinco, aluminio
e magnésio, com producédo de 61.497 t anual registrada em janeiro de 2006 °.

1.1. Processo industrial

O processo existente nas industrias de fundicdo pode ser descrito
simplificadamente como sendo o preenchimento de moldes com ferro fundido,
sendo que estes moldes correspondem ao formato da peca de interesse. Apds

o resfriamento e solidificagdo da pega, que ocorre normalmente em
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temperatura ambiente, o molde é entdo desfeito e a peca é submetida a outras
etapas de acabamento. Na Fig 1. encontra-se um fluxograma que, de forma
geral, mapeia o processo de fundicao.

Matéria-prima

Lingaotes W

sucatas

- L 4

Fuséo mMachara
Fornos thten;én de mnldeaJ
Yazamento
nosmaldes

Diesmoldagetn

Recuperagio da
areiz

I lsinagem

Fundidos
acabados

Fig. 1. Esquema das etapas envolvidas no processo de fundi¢éo.®

Nas fases de fusdo e vazamento, nas quais 0 metal passa por um pré-
aquecimento, seguido da fusdo propriamente dita, de tratamento, de

transferéncia, de vazamento e de resfriamento do metal, sdo gerados alguns
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fatores de risco para a saude humana, conseqlentes das elevadas
temperaturas e dos resfriamentos agressivos. Assim além dos riscos fisicos
associados as mudancas de temperatura, os trabalhadores estdo sujeitos a
exposicdo potencial de fumos metélicos gerados nestes processos.?

A contaminacdo por metais e alguns ndo metais como arsénio, cadmio,
chumbo, cobre, cromo, por exemplo, ocorre principalmente por via respiratoria
e oral, sendo a primeira a mais relevante sob o ponto de vista ocupacional.
Estes elementos sdo absorvidos e distribuidos no organismo, acumulando-se
em especial em tecidos moles, como figado e rins, e em tecidos rigidos, como
0ssos e dentes, e no sangue. ’

O estabelecimento de limites de exposicao para estes metais permite a
monitoragdo biolégica, através da avaliagdo de indicadores biol6gicos de
exposi¢cao. Entre os indicadores bioldgicos estdo o Pb no sangue e na urina e o
Cd na urina. Esta € uma prética rotineira no ambito da vigilancia a saude e nos
estudos epidemioldgicos.® Num estudo,” que avaliou indicadores biolégicos de
exposicao a metais em fundi¢cdes de metais néo ferrosos, no estado do Parana,
mais especificamente, em fundicbes de metais sanitarios, nas quais as etapas
do processo sdo realizadas de forma artesanal. Neste trabalho’ foram
avaliados 273 individuos do sexo masculino (178 do grupo exposto e 95 do
grupo controle) e os resultados obtidos revelaram que os niveis de Pb no
sangue apresentaram-se elevados, considerando o limite internacional. Nas
condi¢cOes avaliadas, Pb foi considerado o metal com maior potencial para
causar danos a saude dos trabalhadores.

1.2. Cadmio e chumbo

Elementos quimicos e, em particular, certos metais representam um
extenso e importante campo de interesse na medicina ocupacional e
ambiental. ° Este interesse permite avaliar niveis de exposicdo e relaciona-los
com disturbios especificos. Estudos mostram estratégias de monitoramento na
prevencado de quadros clinicos. '

Processos de mineracdo e fundicbes que comumente envolvem o
manuseio de metais sdo grandes responsaveis pela dispersdo destes no meio

ambiente, podendo conseqientemente prejudicar a saude da populagdo em
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geral. Porém a ingestdo de comida e bebidas contaminadas por metais, por
exemplo, peixes contaminados com Hg, agua potavel contaminada com As e
arroz por Cd ja foram reportados na literatura.'’ Na ltalia, apenas para
comparacgao, cerca de 20-30% da concentracdo de Pb no sangue de homens
adultos vem da presenca de metais nos vinhos, no qual a faixa de
concentragdo de Pb, em geral, encontra-se entre 50 e 100 pg L™, ocorrendo
casos com niveis entre 500 e 700 ug L.°

A determinacdo deste tipo de poluente em fluidos bioldgicos é de
consideravel importadncia para a investigagdo e a correlagcdo com algumas
doencas. Na medicina ocupacional, o metal Pb ocupa importante papel, sendo
um dos mais importantes agentes téxicos quando se fala em doencas clinicas e
ocupacionais, e um importante foco da toxicologia ocupacional.’

Céadmio e chumbo, entre outros, sdo descritos como elementos
prejudiciais a saude humana, sem nenhuma fungdo bioldgica essencial ao
organismo humano.

Chumbo é um agente acumulativo altamente tdxico aos seres vivos.
Efeitos crbénicos do chumbo no sistema heme tém sido reportados, como
inibicdo e reducdo de varias enzimas do sangue e urina. Altas concentracdes
de chumbo na urina estdo associadas a quantidades de Pb recentemente
absorvidas.'*'™ A intoxicagcdo aguda por Pb é rara e geralmente confundida
com episodios das intoxicagdo crénica. Os efeitos da intoxicag&o crbnica pelo
chumbo podem ser percebidos em diferentes partes do organismo. Os
sintomas mais comuns sao dores abdominais intensas, pouca formacao de
hemacias, hipertensdo, arterioesclerose precoce, nefropatia intersticial
irreversivel e a deterioracao mental progressiva, mais comum em criangas, que
é o sintoma considerado mais grave. '®

Uma vez no organismo, o chumbo é distribuido entre trés
compartimentos. O primeiro € 0 sangue que estd em comunicacao direta com
os outros dois, o segundo é composto pelos tecidos moles como figado e rins,
e o terceiro é constituido por tecidos rigidos como ossos e dentes. O tempo de
meia-vida descrito para o Pb no sangue é cerca de 36 dias; 40 dias nos tecidos
moles e de 20 a 27 anos nos 0ssos. Além disso, o Pb pode atravessar a

membrana placentaria provocando efeitos teratogénicos em fetos. '
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Pb é um contaminante ambiental e industrial onipresente nos sistemas
ambientais e bioldgicos. A quantidade de Pb usada ao longo do século XX
excede o total consumido em eras anteriores.'* Em muitos paises, o Pb é o
unico metal que apresenta um controle, por legislagéo, da sua presenga no ar.
O método utilizado por 6rgaos oficiais para o controle da poluicdo do ar, em
zonas urbanas e industriais, é a filtracdo por bombeamento de um volume
determinado de ar, para posterior andlise dos residuos retidos nos filtros.'

A contaminacdao ambiental pelo Pb ocorre principalmente em funcédo do
seu emprego industrial.’® Em virtude das diferentes formas de utilizagdo do
metal e do grande numero de fatores influenciadores, em alguns locais a
concentragdo no ambiente pode chegar a 35 ug m™ de ar, '® enquanto que, o
limite estabelecido pela Agéncia de Protegdo Ambiental (Environmental Protect
Agency -EPA) nos Estados Unidos é de 1,5 pg m2 de ar. '’

No Brasil, o Ministério do Trabalho apresenta a Norma Regulamentadora
n® 15 (NR-15) que estabelece limites de tolerancia para o Pb, fixando em 100
Hg m* de ar, o valor maximo permitido em ambientes de trabalho.”® Esses
valores sao baseados na American Conference of Governmental Industrial
Hygienists (ACGIH) de 1977, esta agéncia apresenta valores considerados
confiaveis para limites de exposi¢cdo, uma vez que estes sdo tecnicamente e
cientificamente revisados anualmente.'® No entanto, h4 estudos no Brasil, por
Cordeiro & Lima Filho®® (1995) que avaliaram os valores limites de tolerancia
biol6gica para a prevengao da intoxicacao profissional pelo Pb, sendo que
consideraram segura, para exposicdo ocupacional, a quantidade de 50 pg m™.

Para avaliacdo da exposicdo ocupacional ao Pb utiliza-se como
indicador biolégico com reconhecimento mundial o Pb sanguineo, sendo que
ACGIH adota 30 ug dL™' como valor limite. No Brasil, a NR-7, do Ministério do
Trabalho, estabelece o limite para Pb sanguineo maior que o adotado
internacionalmente pela ACGIH, que estabelece como valor de referéncia (VR),
40 ug dL™ como nivel méaximo de chumbo em pessoas ndo ocupacionamente
expostas e 60 pg dL' como indice biolégico maximo permitido (IBMP) em
trabalhadores expostos.

Pb na urina também é considerado um indicador biolégico, porém é

comum para alguns metais ter sua concentragdo relacionada com a
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concentragdo de creatinina presente na urina do individuo. Isto deve-se ao fato
de que em estudos ocupacionais tem-se a coleta pontual e ndo uma coleta de
24 horas. A creatinina esta envolvida na filtragdo glomerular que ocorre nos
rins. A presenca de metais nos rins influencia na filtragcdo glomerular dos rins, e
portanto a relagdo entre esses dois paréametros leva a corregdo da
concentracdo do metal presente na urina, minimizando assim efeitos de
diluicdo.

A mesma norma considera Pb urinario como indicador biolégico com um
VR méaximo de 50 pg g de creatinina e um IBMP de 100 pg g de creatinina.™
A busca pelo uso de outros indicadores além do Pb sanguineo € descrita na
literatura, como por exemplo determinagdo dos niveis de chumbo urinério. Este
parece se correlacionar bem com o0s niveis de chumbo plasméatico, sendo
utilizado para monitorar exposi¢cdes a longo prazo, em pacientes sob
tratamento utilizando agentes quelantes, ou mesmo pacientes candidatos a
iniciar o tratamento.?’ Saddao em seu estudo® afirma que a concentragdo de
Pb urinario pode ser utilizada como teste de exposi¢ao ocupacional.

A NR-7 (Portaria n® 24, de 29/12/94) também determina que exames
médicos anuais sejam feitos com o intuito de monitorar os efeitos téxicos do Pb
inorganico no organismo de trabalhadores expostos. No entanto, é comprovado
que niveis de Pb no sangue, inferiores aos fixados pela legislacao brasileira,
podem provocar altera¢cdes de humor, disfun¢gées da memoria, da associagao
verbal, da inteligéncia visual e da atencdo em trabalhadores expostos ao
metal.?®

Cadmio por sua vez também € um conhecido agente cumulativo nos

tecidos humanos,?*

sendo responsavel por danos renais e interferindo no
funcionamento renal no que diz respeito ao balanco calcio-fosfato.'?
Concentracdes altas de Cd na urina representam uma exposicao ao referido
metal por um longo periodo e acumulo deste no corpo, particularmente nos
rins e figado.?* Poucos sdo os estudos acerca dos efeitos do Cd & saude de
pessoas. Os efeitos da exposicdo a baixos niveis de Cd a longo prazo sao
dificeis de se determinar.?® Alguns estudos em trabalhadores expostos a Cd no
ar, nao resultaram em evidéncia convincente de que cadmio possa causar
cancer pulmonar em humanos. Estudos com camundongos expostos por via

inalatéria ndo revelaram nenhuma evidéncia de cancer pulmonar, mas ratos
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que inspiraram Cd apresentaram o desenvolvimento de cancer pulmonar.
Ratas fémeas que respiraram niveis altos de Cd tiveram menos ninhadas, e o0s

bebés apresentaram mais deformidades que o habitual.?®

Conclui-se que é
importante perseverar e ampliar os estudos acerca da influéncia deste
elemento. Como conduta conservadora e com base nos dados de estudos com
humanos e com ratos a International Agency of Research on Cancer (IARC)
determinou que o cadmio € um agente carcinogénico para humanos. O
Departamento de Saude e Servigos Humanos dos Estados Unidos determinou
que é razoavel a antecipacdo como agente carcinégeno. ? A Agencia de
Protecdo Ambiental (EPA) determinou que o cadmio é provavelmente um
agente carcinégeno por inalagao. %°

Alimentos e consumo de cigarros sdo as maiores fontes de exposicao a
Cd para a populagdo em geral. Nas areas urbanas, com altos niveis de
poluicao atmosférica advinda da queima de combustiveis fésseis, os niveis de
Cd podem ser maiores que 40 ng m™®, 2°

Trabalhadores podem ser expostos ao Cd quando em contato com
vapores de metais fundidos e quando trabalham na manufatura de artigos
como baterias e plasticos. Regulamentos que fixem os niveis permissiveis de
exposicao fazem-se necessérios para evitar efeitos prejudiciais a saude do
trabalhador.

A excregédo do Cd absorvido é muito lenta. Uma vez absorvido, leva de
17 a 38 anos no corpo, sendo, de 6 a 38 anos nos rins e de 4 a 19 anos no
figado. A maior parte do Cd inalado ou ingerido é excretado pelas fezes,
estando relacionado & porgdo ndo absorvida pelo trato gastrintestinal. 2

No Brasil, Cd ndo é um elemento listado na NR-15, ndo tendo
consequentemente um limite de tolerancia estabelecido. Na NR-9 é citado que
se deve utilizar o valor da ACGIH. A NR-7, norma que relata sobre os
indicadores biologicos, recomenda a determinagdo de Cd urinério para
monitoracdo bioldgica e estabelece VR de 2 ug g de creatinina e IBMP de 5

ug g de creatinina.
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1.3. Extracao no ponto nuvem

O monitoramento de elementos tragco em materiais biologicos é
particularmente dificil, devido a usual alta complexidade da matriz e a baixa
concentragdo destes elementos nestas amostras, o que requer uma técnica
instrumental sensivel e muitas vezes uma etapa de pré-concentracdo e/ou
separacdo. A extracdo liquido-liquido classica € os métodos de separacao
convencionais consomem normalmente muito tempo e labor intensivo, além de
requererem volumes relativamente grandes de solventes de alta pureza. Um
problema adicional refere-se ao tratamento dos solventes utilizados, uma vez
que solventes organicos podem gerar severos problemas ambientais. Neste
sentido, a extracdo no ponto nuvem € uma alternativa interessante e eficiente,
uma vez que reduz o0 consumo e a exposicao a solventes, custos com

tratamento de residuos e tempo de extraco.?’

Surfactantes sdo substancias tensoativas, formadas por moléculas
anfifilicas. Uma molécula anfifilica possui em sua estrutura duas partes bem
definidas, uma de carater hidrofébico (porcdo apolar) e outra de carater
hidrofilico (por¢édo polar). De acordo com o grupo polar dividem-se em
aniénicos, catiénicos, ndo iénicos ou zwitteriénicos. %

Surfactantes organizam-se em micelas e vesiculas, sendo este um dos
fendbmenos mais interessantes investigados na quimica. Micelas séao
microscopicamente organizadas em grupos quimicos formados por auto-
agregacao das moléculas individuais do surfactante. Em baixas concentragcoes
as moléculas de surfactantes encontram-se na forma de mondémeros em
solugbes. Quando a concentragdo excede um minimo, também chamado de
concentracdo micelar critica (C.M.C.), o0s monémeros associam-se
espontaneamente e formam agregados micelares de dimensdes coloidais. Uma
importante caracteristica das micelas € que elas ndo séo estruturas estéticas,
existindo um equilibrio dindmico entre os mondémeros e as micelas em solugao.
As micelas sado termicamente estaveis e facilmente reprodutiveis, porém
podem ser destruidas pela diluicdo quando a concentragdo do surfactante fica
abaixo da C.M.C.%®
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Sistemas micelares formados em solugdes aquosas de surfactantes tém
sido empregados com sucesso em quase todas as faces da quimica analitica,
variando desde aplicacbes em espectroscopia e quimica eletroanalitica a
ciéncia da separacdo. 22 Uma das mais importantes aplicacdes das micelas
envolve o seu uso nos processos de separacéo. 2

Surfactantes nao ibnicos em solugdo aquosa provocam a separacao de
fases com o aumento da temperatura ou adicdo de um agente, normalmente
um sal. Este fenbmeno é denominado “ponto nuvem” e tem sido usado em
diferentes ambitos, como por exemplo, na determinagcédo simultdnea de metais
por ICP OES,* na pré-concentracdo de Cd e Ni,*® especiacdo de Sb em
amostras ambientais e biolégicas®” e na determinacdo de Bi em urina.*® De
forma versatil € também utilizada na determinagao de pesticidas®® e como uma
técnica de extragdo prévia a determinagdo de vitaminas, *° drogas medicinais,
! e proteinas.*

O diagrama de fase do surfactante octilfenoxipolietoxietanol, Triton X-
114, utilizado neste trabalho é mostrado na Fig. 2. A estrutura quimica do

mesmo encontra-se abaixo:

?H3 TH3
H3C—(|I—CH Z—T—@(OCH 2CH2)7.g0H
CH3 CH3

Em temperaturas acima do ponto nuvem, como mostra a Fig. 2, o
sistema separa-se em duas fases isotropicas. Uma das fases consiste de uma
solugdo diluida do surfactante ndo ibnico, quase livre de micelas, a uma
concentracao igual ou préxima a sua concentragcao micelar critica (C.M.C), ou
seja uma fase rica em agua e uma fase rica em surfactante que aparece
apenas quando a solucao esta acima do seu ponto nuvem, ou seja quando as

micelas estdo formadas e ndo ha agua no meio. 2
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Fig. 2. Diagrama de fases do octilfenoxipolietoxietanol (Triton X-114).

Varias sdo as hipéteses do mecanismo de separacao de fases dos
surfactantes. Uma delas se baseia na entropia da mistura contendo o
surfactante, e afirma que quando as moléculas agregam-se formando as
micelas tem-se a entalpia agindo de forma mais importante favorecendo a
separacdo de fase, ou seja, mudancas pequenas na entalpia da mistura
devidas a mudanca na temperatura superam a contribuicdo da entropia.** Ha
também a hipétese de que a separacao de fase ocorra de forma semelhante ao
observado experimentalmente para o sistema agua/ poli(6xido de etileno)
(PEO). Neste sistema, o ponto critico minimo da solugdo é alcangado como
consequiéncia de mudancas na ligacdo de hidrogénio entre as moléculas de
agua e o polimero PEO devido a variagao de temperatura. A quimica quantica,
por sua vez, sugere que a separacdo de fases € promovida pela mudanca
conformacional nas ligacdes oxietileno (EQ), e 0 aumento da temperatura faz o
segmento EO tornar-se menos polar.*®> Em temperaturas baixas e solventes
polares, a conformacéao preferencial das ligagdes C-C é a estrelada e para as
ligacbes C-O é a trans, em altas temperaturas e/ou com solventes de baixa
polaridade tem-se o favorecimento de outras conformagdes, assim ocorrendo a

separacdo de fases do sistema. *°
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Elementos metalicos como Cd, Pb e mesmo alguns nao metais como As
podem ser extraidos para a fase rica em surfactante sob a forma de complexos
hidrofébicos formados entre os ions do elemento e um agente quelante
apropriado sob condicdes adequadas de pH. O procedimento proposto,®® *
envolve, por exemplo, a reacdo de complexagao entre o sal de amdnio de O,O-
dietilditiofosfato (DDTP), mostrado abaixo, € o analito de interesse em meio
acido. A extragdo no ponto nuvem (CPE) é realizada apds a adigdo de um

pequeno volume de Triton X-114, neste exemplo.

H3C-HC-O S
. b =
H3C-HC-0-"  N§-NHy+

A extracdo e a pré-concentracdo, que se baseiam na separagdo de
fases utilizando o fenébmeno do ponto nuvem, oferecem uma conveniente
alternativa aos sistemas de extracdo convencionais, como extra¢ao liquido-
liquido (LLE), e criteriosos, como extragdo em fase-solida (SPE) e
microextracdo em fase sélida (SPME). *° Entre as vantagens do CPE incluem-
se a alta eficiéncia de extracdo, além de requerer pequenas quantidades do
surfactante nao-iénico, trazendo beneficios em termos de custo e seguranca. *°
Diferentes surfactantes (PONPE 7.5, Triton X-100)*” e agentes quelantes (TAN
, 5-Br-PADAP)*” tém sido usados.

1.4. Espectrometria de absor¢cao atomica

Uma aplicagdo pratica do fenbmeno ponto nuvem é a extracdo de
quelatos metalicos, para posterior quantificacdo usando uma técnica de
espectrometria atdbmica. A espectrometria de absorcao atémica em chama (F
AAS) é a técnica mais amplamente empregada na deteccdo de analitos
combinada com extragdo no ponto nuvem.*®*° Entretanto, mesmo sendo F
AAS uma técnica que apresenta vantagens, especialmente no que diz respeito
ao tempo de andlise, o uso de técnicas mais sensiveis que podem reduzir

consideravelmente os limites de deteccao para diversos elementos permitiria

11
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quantificar de forma precisa e exata suas concentracbes em amostras nas
quais a concentracdo encontra-se em nivel de ppb ou sub-ppb. *°

A espectrometria de absorcdo atdmica com atomizacao eletrotérmica
(ET AAS) pode, neste sentido, combinar todos os beneficios associados a
extracdo no ponto nuvem e ao uso de uma técnica instrumental sensivel. A ET
AAS permite eliminar de forma eficiente a matriz e o surfactante, durante o
aumento gradual da temperatura antes da atomizagdo do analito, através da
utilizacao de um programa de temperatura otimizado, que com maior tempo de
residéncia e maior eficiéncia de atomizag&o, proporciona uma melhora na
sensibilidade de cerca de 2-3 ordens de magnitude em relacdo & F AAS. >

O desempenho da ET AAS pode ser melhorado com o uso de
modificadores quimicos que normalmente sdo termicamente depositados na
superficie da plataforma de grafite. As vantagens incluem valores de branco
mais baixos, devido a purificacao in situ durante a deposi¢cao, menor tempo de
andlise e freqlentemente um tempo de vida mais longo para o tubo. Alguns
trabalhos relatam o uso de Ir ou Ru termicamente depositado para determinar
Cd e/ou Pb em diferentes amostras obtendo maior estabilidade térmica e, em

muitos casos, sensibilidade melhor do que é obtido sem um modificador.®**’

1.5. Planejamento Box Behnken

Com a utilizacao da extragdo no ponto nuvem (CPE) para qualquer
estudo, faz-se necessario uma série de otimiza¢des para definir o valor étimo
de cada parametro envolvido, como a concentracdo do agente quelante, a
concentracdo do &cido, pH e concentracdo de surfactante, entre outros. A
otimizacao multiviariada aparece entdo como uma interessante alternativa para
facilitar de forma confidvel a otimizagdo dos parametros envolvidos na CPE,
além de permitir investigar a interagdo entre esses parametros e as influéncias
destes no processo. A andlise multivariada é uma forma alternativa de
obtencdo de uma quantidade maxima de informagdes sobre a metodologia
experimental, proporcionando significante economia no tempo do procedimento
experimental e redugao no nimero de experimentos.*®

Uma das alternativas é o planejamento Box-Behnken, que requer um
nlimero de experimentos de acordo com a equacdo N = K + k + Cp, sendo (k) o

12
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numero de fatores (pardmetros) envolvidos no estudo em questédo e (cp) € 0
nuamero de replicatas do ponto central. Trata-se de um planejamento esférico,
que pode ser visualizado por meio de um cubo (Fig. 3a), consistindo de um
ponto central e de pontos médios localizados nos lados do cubo. Isto pode ser
interpretado como um planejamento fatorial intercalando as variaveis 2° e um
ponto central (Fig. 3b). >* O uso do planejamento Box-Behnken é crescente em
quimica analitica, sendo aplicado na otimizagdo de sistemas de pré-
concentragdo em linha,>* na modelagem de carvdes, >® na otimizacéo e teste
de robustez por eletroforese capilar em amostras farmacéuticas,” sendo
também um importante recurso na otimizacao das condi¢cdes experimentais de

métodos de preparagdo de amostras para cromatografia gasosa.>®

®

®

o

X,
Fig. 3. Box Behnken design. a) O planejamento derivado da forma de um cubo; b)

Representacéo dos experimentos fatoriais intercalando-os na ordem de 22.

13
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2. Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho é utilizar o fendmeno ponto nuvem
como método de extragdo e pré-concentragdo para desenvolvimento de
método analitico para determinacdo de Cd e Pb em amostras de sangue e
urina utilizando espectrometria de absorcdo atdbmica com atomizacao
eletrotérmica (ET AAS).

2.1 Objetivos especificos

Desenvolvimento de metodologias para determinacdo de Cd e Pb em

amostras de sangue e urina por ET AAS apdés extragcao no ponto nuvem.

» Investigar a utilizacdo de modificadores quimicos com intuito de
aumentar a estabilidade térmica dos analitos

= Com auxilio da analise multivariada, determinar as concentragdes
6timas de trabalho dos componentes do CPE e avaliar efeitos de
interacao

= Aplicar o método otimizado a trabalhadores de fundicdo expostos a
fumos metalicos

= Efetuar uma associagao preliminar entre os niveis dos IBEs, o ambiente

de trabalho, habitos de tabagismo e consumo de alcool

14
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3. Procedimento experimental

3.1. Instrumentacao

Um espectrobmetro de absorgdo atdmica AAnalyst 100 (Perkin Elmer,
Norwalk, CT, USA), equipado com atomizador em forno de grafite HGA 800 e
amostrador automatico AS-72 foi utilizado em todos os experimentos. A
correcdo de absorvancia nao-especifica (fundo) foi efetuada com lampada de
arco de deutério. Todas as medidas foram efetuadas utilizando absorvancia
integrada (area de pico). Lampadas de catodo oco de Cd e Pb (Perkin Elmer)
foram operadas, respectivamente, a 4 mA e 10 mA. Os comprimentos de onda
de 228,2 nm e 283,3 nm foram selecionados para Cd e Pb, respectivamente.
Aliquotas de 20 uL de todas as amostras e solugbes de calibragdo foram
injetadas diretamente no tubo de grafite. Argénio (99,996 %, White Martins,
Sao Paulo) foi utilizado como gas de protecdo e de purga. Tubos de
eletrografite policristalino recobertos com grafite pirolitico e plataformas de
grafite pirolitico (Perkin Elmer) foram utilizados. O programa de temperaturas
do forno de grafite é mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Programa de temperatura do forno de grafite para determinacéo de Cd e Pb.

Etapa Temperatura/ Rampa/ s Permanéncia/ Vazao de Ar/
°C S mL min’
secagem | 80 5 10 250
secagem Il 110 5 10 250
pirélise 8007, 900° 5 25 250
resfriamento 20 1 5 250
atomizacdo 16002, 1800° 0 5 0
limpeza 2200 1 5 250

a- Temperatura para Cd
b- Temperatura para Pb

3.2 Reagentes, padroes e material certificado

Todos os reagentes utilizados possuiam grau analitico de pureza. Agua
foi deionizada em sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA) a uma

resistividade de 18,2 MQ cm. Acido cloridrico (Merck, Darmstadt, Alemanha),
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metanol (Carlo Erba, Mildo, ltalia) e acido nitrico (Carlo Erba) foram bi-
destilados abaixo da temperatura de ebulicio em destiladores de quartzo
(Kbrner  Analysentechnik, Rosenheim, Alemanha). O quelante O,O-
dietilditiofosfato de amédnio (Aldrich, Milwaukee, WI, USA) e Triton X-114
(Sigma, St. Louis, MO, USA) foram utilizados sem purificagdo prévia.
Modificadores quimicos Ruténio (Fluka, Buchs, Suica) e Paladio (Merck,
Darmstadt, Alemanha).

Os materiais certificados usados para validacdo do método foram:
Metalle Urine niveis 1 e 2, urina humana (MEDICHEM, Steinenbronn,
Alemanha). Seronorm Trace Elements in Urine (Sero AS, Billingstad, Noruega).
Amostras de sangue total certificadas também foram utilizados, sendo estes:
Seronorm Blood nivel 1 e 2 (Sero AS).

Um kit para dosagem de creatinina Labtest foi utilizado para as analises

de creatinina nas amostras dos trabalhadores de fundigéao.

3.3. Tratamento da plataforma com Ru

Ruténio foi termicamente depositado na superficie da plataforma de
grafite pirolitico. O programa de temperatura usado no pré-tratamento da
plataforma com Ru encontra-se mostrado na Tabela 2. A massa total de 500 pg
de modificador foi depositada na plataforma, injetando-se 20 pyL de uma
solucdo estoque de 1000 mg L" diretamente na plataforma de grafite e
submetida ao programa de temperatura da Tabela 2.

Tabela 2. Programa de temperatura do forno de grafite para a deposicdo de Ru na
plataforma de grafite

Temperatura/ Rampa/ s Permanencia/s Vazao de Ar/ mL
°C min™’'
90 5 15 250
140 25 15 250
1000 10 10 250
2000 0 5 0
20 1 5 250
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3.4. Preparo da amostra

As amostras de urina certificadas e liofilizadas foram reconstituidas com
5,0 mL de agua deionizada. Aliquotas das amostras reconstituidas foram
diretamente submetidas ao procedimento de extragdo no ponto nuvem.

O procedimento de pré-concentracao iniciou-se com a adicao de HCI
37% v/v destilado com concentracdo otimizada, 0,30 mol L™ para Pb e 0,50 mol
L para Cd. Aliquotas de 20 a 100 pL de amostra reconstituida, de acordo com
a concentracdo de analito esperada nas amostras, foram adicionadas em
frascos de polipropileno de 14 mL (TPP, Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, Suica). Uma solucdo estoque de DDTP foi preparada na
concentracdo de 5% m/v e esta solucao foi adicionada as amostras até que
fosse atingida a concentragao otimizada, 0,7 % m/ v para Pb e 1,0 % m/v para
Cd. Finalmente, Triton X-114 na concentragdo otimizada foi adicionado, 0,3 %
m/v e 0,5 % m/v para Pb e Cd respectivamente, e agua deionizada foi
introduzida até o volume final de 14 mL. A solugao final foi entdo aquecida em
banho-maria a 50 °C por 15 minutos. A separacao de fases foi acelerada pela
centrifugacdo dos tubos a 3500 rpm por 15 min. A fase rica em surfactante
tornou-se viscosa apds imersao dos tubos em banho de gelo por 10 minutos,
permitindo a eliminagdo da fase aquosa pela simples inversdao dos tubos.
Residuos de &gua foram removidos com auxilio de uma pipeta de Pasteur.
Para reduzir a viscosidade do extrato e permitir a andlise por ET AAS, 500 uL
de metanol acidificado com HNO3 0,1 mol L™ foram adicionados e aliquotas de
20 uL da solugao resultante foram pipetadas diretamente no forno de grafite
com auxilio do amostrador automatico e submetidas ao programa de
temperaturas mostrado na Tabela 1. A calibracéo foi realizada com padrées
aquosos submetidos ao mesmo procedimento de extracdo ao qual foram
submetidas as amostras. Um “pbranco”, constituido de agua deionizada e
componentes do CPE, submetido ao mesmo procedimento foi medido
paralelamente.

Aliquotas de 500 pL de amostras reais de urina acidificadas, de
voluntarios nao expostos, sem nenhum tratamento prévio, foram submetidas ao

procedimento de extragdo no ponto nuvem e também foram utilizadas na
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otimizacdo das condi¢cées de trabalho. Testes de recuperacdo foram feitos,
utilizando aliquotas das amostras de urina agora enriquecidas. Cada analito foi
separadamente analisado, sendo as condicbes de extracdo otimizadas por
quimiometria.

As amostras de sangue certificadas por sua vez foram também
reconstituidas e, anteriormente ao processo de extragdo, foram hemolisadas
utilizando uma solugédo diluente na proporcdo de 1:10. A solugdo diluente
continha dihidrogeno fosfato de aménio, na concentracao de 0,2% m/v, Triton
X-100 na concentragao de 0,5% v/v e 0,2 % v/v de acido nitrico concentrado bi-
destilado. Esta solucao diluente encontra-se citada em diferentes trabalhos no
campo da medicina.”®'%%” As amostras reais de voluntarios também foram
hemolisadas e posteriormente cerca de 500 yL das amostras hemolisadas
foram submetidas ao procedimento de extragcdo no ponto nuvem assim como o

descrito para as amostras de urina.

3.5. Estratégia de otimizacao

A otimizag&o dos componentes do CPE foi previamente avaliada atraves
de planejamento fatorial em dois niveis com um ponto central.
Subseqlientemente foi utilizada a metodologia de superficie de resposta com o
planejamento Box-Behnken. As variaveis envolvidas foram: concentragéo de
HCI (HCI), concentracao de DDTP (DDTP) e concentracédo de Triton X-114 (TX-
114). A resposta analitica utilizada foi a absorvancia integrada. Os dados
experimentais foram avaliados usando o programa STATISTICA 6.0.

Para andlise preliminar da significancia das varidveis no sistema em
estudo, um planejamento fatorial completo em dois niveis e um ponto central
em triplicata foi realizado, envolvendo quatro fatores: concentracbes do
quelante DDTP, de HCI, de surfactante TX-114 e da matriz urina. A variavel
concentracdo da amostra urina envolveu a comparacao entre o sinal obtido
para uma solucdo padrao aquosa, contendo os analitos e uma amostra de
urina enriquecida com a mesma concentracdo. Esta variavel foi também
avaliada para verificar se a calibracdo podera ser realizada contra padrdes
aquosos, ou seja, se ha diferenga significativa no sinal analitico entre uma

amostra e uma solugdo padrdo aquosa, ambas com as mesmas
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concentracdes. O nivel minimo (-) para esse fator foi uma solugdo padrao
aquosa contendo 2,0 ug L' Pb e 0,01 pg L' Cd. O nivel maximo foi uma
aliquota de 500 pL de urina enriquecida com as mesmas concentracdes do
minimo e o ponto central foi uma aliquota de 250 pL de urina também
enriquecida na mesma concentracdo do minimo. Um ponto central realizado
em triplicata foi incluido no planejamento para estimar a variancia experimental
e para avaliar a perda de linearidade entre os niveis escolhidos para cada uma
das variaveis. Esse procedimento é denominado de checagem de curvatura,
onde o software estima se ha diferenga significativa na inclinacdo das duas
possiveis retas formadas entre o nivel inferior e o ponto central e entre o ponto
central e o nivel superior.

Para a amostra de sangue submetida a CPE foi realizado apenas um
planejamento Box-Behnken em duplicata e as superficies obtidas foram
comparadas com as obtidas para a solugao padrao aquosa submetidas a CPE.

Na Tabela 3 encontram-se 0s niveis minimos e maximos para as outras
trés variaveis estudadas pelo planejamento fatorial e pelo planejamento Box-
Behnken realizado posteriormente. O ponto central para cada variavel foi a

média aritmética entre os niveis maximo e minimo para cada variavel.

Tabela 3. Fatores e niveis usados na otimizacdo multivariada dos parametros
envolvidos na CPE

Variaveis Min.(-) Max.(+) Ponto central (0)
Concentracao DDTP 0,01 1,00 0.50
(Yom/v)
Concentrag_?o HCI 0,01 0,63 0.32
(mol L)
Concentracao Triton X- 0.12/0,0° 1,19 0,6° 06%/0,3°

114 (%m/)

a para Cd em urina e solugao padrao aquosa e Pb em sangue
b para Pb em urina e solugao padrao aquosa de Pb

3. 6. Populacao estudada
O processo de amostragem foi realizado numa industria de fundicdo na

cidade de Joinville-SC, em um trabalho de parceria entre o Departamento de
Quimica (Laboratério de Espectrometria de Absorcdo Atdmica), o
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Departamento de Patologia (Laboratério de Toxicologia de Emergéncia -
TOXEM) da UFSC, o Centro de Referéncia em Saude do Trabalhador
(CEREST) da cidade de Joinville, a Fundacado Jorge Duprat Figueiredo de
Medicina e Seguranga do Trabalho - FUNDACENTRO (Regional de Santa
Catarina) e ainda o Ministério Publico do Trabalho de Santa Catarina.

A industria selecionada é uma empresa que fabrica pegas de ferro
usadas comumente em borracharias. E composta de uma pequena fundigéo e
da industria propriamente dita, em dois blocos distintos. A industria conta com
um total de 70 funciondrios nos dois blocos. A carga horaria dos trabalhadores
envolvidos no estudo era de oito horas diarias, cinco dias por semana,
totalizando 40 horas semanais. Foram avaliadas amostras de sangue e urina
de 34 trabalhadores. Avaliaram-se todos os trabalhadores da fundi¢ao. Para o
estudo foram selecionados 17 funcionarios, os expostos diretamente aos fumos
metalicos, e também 17 funcionarios considerados nao expostos da mesma
industria.

Os trabalhadores envolvidos no estudo responderam um questionario
(Anexo 1) para obtencao de dados, como identificacdo, condigbes de trabalho,
habitos pessoais, patologias e uso de medicamentos. Também assinaram um
termo de consentimento apds uma conversa informativa sobre a participacao
no trabalho (Anexo 2). O protocolo foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFSC sob o nimero 111/06,
relacionados ao projeto “Avaliacao dos indicadores biolégicos de exposicao aos
metais em trabalhadores de fundi¢ées de Santa Catarina”.

3.6.1. O ambiente de trabalho da fundicao

A industria € composta de 2 blocos, sendo uma a fundicdo e o outro
onde ocorre a montagem de pecas. A fundicdo é constituida de um galpao de
aproximadamente 100 m?, com um lado fechado e na parte superior apresenta
janelas. O outro lado do galpado é aberto, onde se localiza o forno. Alguns
trabalhadores utilizavam equipamentos de protecao individual (EPI). A poeira e
odor caracteristico proveniente da fusdo da liga estdo presentes em toda

extensao do galpao, indicando que as janelas superiores sdo insuficientes para
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renovacado do ar. Tanto a areia advinda dos moldes quanto a disposicao do
material, tornam o ambiente desorganizado e de dificil circulagdo. O galpédo néo
conta com um sistema de exaustao e o forno estava localizado em uma area
mais ventilada. Quatro funcionarios se revezam nas atividades proximas ao
forno, sendo responséaveis pela operagcdo de vazamento em panela, realizado
na parte central do galpdo, e dois funcionarios ficam apenas no forno, sendo
responsaveis pela fusdo do ferro e retirada da escoria. A Fig.4 ilustra
momentos do expediente da fundicdo com os trabalhadores que formaram o

grupo exposto.

Fig. 4. Fundicao participante deste estudo; a) Forno; b) Trabalhador responsavel pelo

transporte e envase do fundido; c) O envase do ferro fundido nos moldes.

3.6.2. Coleta das amostras

Apo6s uma visita de fiscalizacdo de reconhecimento de riscos, junto ao
CEREST e a FUNDACENTRO, e conversa com 0s responsaveis, foi realizada
no dia seguinte, a coleta. A intencdo € que com os resultados a empresa
possa, junto aos O6rgdos competentes, ter um comprometimento em realizar
melhorias nos ambientes de trabalho da fundicdo e assim tentar garantir uma
melhor qualidade do ambiente de trabalho para o trabalhador.
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Na manha do dia da coleta foram aplicados os questionarios e, a tarde,
as coletas de sangue e urina foram realizadas por profissionais qualificados
indicados pelo CEREST, situados em Joinville-SC, acompanhados por uma
equipe de profissionais da FUNDACENTRO e CEREST e por pesquisadores
dos Departamentos de Quimica e Patologia da UFSC.

De cada trabalhador, apds higienizagdo e assepsia local com alcool
70%, foram coletados 10 mL de sangue em tubo plastico (BD) contendo
heparina, utilizando sistema de vacuntainer. As coletas foram realizadas em
ambiente isento de contaminagdo. As amostras entdo foram homegeneizadas,
para evitar a coagulacdo. Foram mantidas e transportadas em caixas térmicas
com gelo seco, afim de manter a temperatura de armazenamento, 5 °C, até a
chegada no laboratério de analise, e mantidas a temperatura abaixo de 4 °C.

A urina foi diretamente coletada em frascos de polipropileno de 50 mL
(Sarstedt, NUmbrecht, Alemanha) descontaminados. Apds a coleta, as
amostras também foram mantidas em caixas térmicas com gelo seco e
transportadas até o laboratorio, sendo divididas em aliquotas para
determinacao de creatinina e aliquotas que foram acidificadas com 2,5% v/v de
acido nitrico bi-destilado e conservadas a 4°C até o momento da determinacao
dos metais. Tanto as amostras do grupo exposto quanto as do grupo controle
receberam o mesmo tratamento e foram avaliadas da mesma forma.
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4. Resultados e discussao

4.1. Metodologia para determinacao de Cd e Pb em amostras de urina

4.1.1. Curvas de pirdlise e atomizacao

As curvas de pirdlise e atomizagao foram estabelecidas usando amostra
de urina de um voluntdrio enriquecida com os analitos Cd e Pb na
concentragdo de 0,05 pg L' e 1,0 pg L™, respectivamente. Solucées padrdo
aquosas para Cd e Pb também foram utilizadas. Ambas, amostra de urina e
solucbes aquosas foram submetidas ao procedimento de extracdo no ponto
nuvem. Aliguotas contendo 20 uL do extrato final em metanol foram utilizadas
para leitura por ET AAS.

Temperaturas de pirélise abaixo de 600 °C nao podem ser usadas, pois
0s concomitantes ndo sao eliminados de forma eficiente nestas condicoes,
gerando fundo consideravel, que pode nao ser adequadamente corrigida pelo
corretor utilizado. Este efeito foi mais pronunciado para o Pb, resultando em um
consideravel decréscimo na absorvancia para baixas temperaturas, como
mostra a Fig. 5. O tempo de rampa na etapa de pirdlise foi ajustado para
permitir a eliminagdo gradual da matriz, evitando possiveis perdas do analito
causadas por um aumento subito de temperatura. A etapa de limpeza do
programa do forno foi ajustada para uma temperatura mais elevada, com intuito
de vaporizar todo o residuo da amostra, evitando efeitos de memdria. Estes
comentarios sao aplicaveis a todas as amostras analisadas.

A Fig. 5 (a) e (b) mostra o perfil das curvas de pirdlise e atomizagao para
Pb em urina e solugcdo aquosa, respectivamente, com diferentes modificadores
quimicos (Pd e Ru) e com diferentes formas de emprego destes modificadores,

se em solugcao ou depositado permanentemente no tubo.
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Fig. 5. Curvas de pirdlise e atomizagcao para Pb submetido a extracdo no ponto
nuvem: (a) Urina enriquecida com 1,0 pg L' de Pb e Urina sem
enriquecimento ( );(b) Solugéo aquosa 1,0 pg L™ de Pb;

As curvas permitem observar que o Pb no extrato apresenta-se
termicamente estavel devido a contribuicdo dos reagentes envolvidos na
extragdo no ponto nuvem que, mesmo sem o uso de um modificador quimico
externo, garante estabilidade térmica até 700 °C para solugdo aquosa e até
800 °C para a amostra de urina. Isto € explicado pela presenca de altos niveis
de fosfato em urina e ao DDTP, que pode agir como modificador quimico como
j4 mencionado previamente.* Com o uso de modificadores percebe-se que ha
um aumento dessa estabilidade até 900 °C para Pb. Realizou-se um estudo
sobre o melhor modificador a ser utilizado e qual a melhor forma de emprego
deste, se em solugdo (adicionado em cada ciclo) ou como modificador
permanente. Com Pd adicionado em solugédo no tubo, observou-se a formacao

de um precipitado na ponteira do amostrador, devido a presenca da matriz da
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urina, fato esse que resultou em repetibilidade pobre do sinal analitico. Neste
aspecto, o uso de modificador permanente depositado sobre a plataforma de
grafite se mostrou mais conveniente. Além disto, o uso de Pd em solugdo nao
resultou em estabilizagdo térmica significativa como pode ser visto na Fig 5.
Semelhantemente, o uso de um tubo de grafite tratado com Pd como um
modificador permanente ndo mostrou nenhuma vantagem, uma vez que nao
aumentou a estabilidade térmica para Pb. Observa-se na Fig. 5 um melhor
desempenho do Ru como modificador permanente, permitindo uma maior
estabilidade térmica do analito, maior sensibilidade e melhor perfil do sinal
analitico, com total elimina¢do do fundo advindo da matriz. Este resultado esta
em concordancia com trabalho anterior,”' que relata o uso de Ru como
modificador permanente na determinagcdo de Pb em sangue, eliminando de
forma eficiente o fundo. Observa-se que a matriz urina garante uma maior
estabilidade ao Pb, no entanto o perfil das curvas para solugdo padrao aquosa
e urina com modificador Ru mostraram-se semelhantes. A temperatura de
atomizagéao foi otimizada levando-se em conta o perfil da curva de atomizacao
e o perfil (largura) do sinal transiente. Para o Pb, a temperatura de atomizacéo
otimizada foi de 1800 °C.

As curvas de pirdlise e atomizagdo para Cd foram estabelecidas da
mesma maneira como descrito acima para Pb. Porém, como foram obtidos
melhores resultados para Pb usando Ru como modificador permanente, este
foi o Unico modificador testado para Cd em uma solucdo aquosa e em uma
amostra de urina submetida a CPE, como mostrado na Fig. 6. O efeito da
matriz na estabilizacdo térmica do Cd foi especialmente pronunciado ja que
sem modificador, a estabilidade é garantida até temperatura de pirélise de 800
2C para a amostra de urina. Em uma solucao aquosa submetida a CPE, porém,
observou-se perda significativa de Cd a uma temperatura de pirélise de 700 °C,
0 que demonstra que os componentes da matriz de urina séo, de fato, os
principais responsaveis da estabilizagdo térmica de Cd. O uso de Ru como
modificador permanente permitiu temperaturas de pirélise de até 900 °C e 800
°C para Cd na urina e em solugdo padrdo aquosa submetida a CPE,
respectivamente. Como compromisso, foi adotada uma temperatura de pirélise
de 800 °C para experimentos posteriores. Na Fig. 6 encontram-se as curvas
de pirdlise e atomizacao para o Cd. Justifica-se ainda o uso do Ru, uma vez
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que a idéia é usar calibracdo externa com padrdes aquosos, pois simular a
matriz da urina seria algo inviavel, tendo vista a grande variacdo na

composicao de cada amostra.
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Fig. 6. Curvas de pirdlise e atomizacdo para Cd em urina enriquecida e solugao

aquosa submetidas & extragdo no ponto nuvem (0.05 ug L™ Cd).

A temperatura de atomizagdo para Cd foi otimizada baseando-se na
forma do pico, uma vez que as curvas de atomizagcdo, mostram-se (Fig 6.)
decrescentes com o aumento da temperatura, explicado pelo aumento da
difusdo do Cd para fora do tubo de grafite, com o aumento da temperatura. A
temperatura de atomizacao selecionada para Cd foi 1600 °C.

4.1.2. Condicoes de complexacao por planejamentos fatorial e Box-
Behnken

A combinagao das variaveis avaliadas pelos planejamentos fatoriais para
Cd e Pb e os resultados em absorvancia integrada encontram-se na Tabela 4.
Na Tabela 4 os niveis encontram-se codificados, os minimos no planejamento

estao representados por -1,0, os maximos por 1,0 e o ponto central por 0(zero).
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A partir dos graficos de Pareto da Fig 7 (a) e (b), percebe-se que os
efeitos das trés variaveis envolvidas no ponto nuvem sdo estatisticamente
significativos para Cd (Fig 7b) e apenas as concentracées de DDTP e Triton X-
114 s&o significativas para Pb (Fig 7a). Contudo, efeitos de interagéo entre as
variaveis foram estatisticamente significativos tanto para Cd quanto para Pb,
indicando que as variaveis ndo podem ser avaliadas isoladamente. Tanto para
Pb quanto para Cd a varidvel amostra apresentou efeito n&o-significativo.
Contudo, para Pb, esta variavel esta envolvida em interagdes significativas, e,
portanto, necessita de um estudo mais detalhado. Para Cd, nenhuma interagéo
envolvendo a variavel amostra foi significativa, sendo esta uma boa indicacao

de que padrdes aquosos podem ser utilizados para a calibracdo deste analito.
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Fig. 7. Gréaficos de Pareto obtido com interagdo 2 a 2 entre as variaveis envolvidas na

extracdo no ponto nuvem e checagem de curvatura. a) Pb; b) Cd.
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Tabela 4. Planejamento fatorial envolvendo concentragdes dos componentes do CPE
e da amostra em dois niveis e com ponto central.

Abs. Int. Abs.Int.

Replicata DDTP HCI TX-114 Amostra (s) (s)
Pb Cd
1 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 0,134 0,003
1 1,0 -1,0 -1,0 -1,0 0,250 0,120
1 -1,0 1,0 -1,0 -1,0 0,044 0,002
1 1,0 1,0 -1,0 -1,0 0,313 0,193
1 -1,0 -1,0 1,0 -1,0 0,087 0,004
1 1,0 -1,0 1,0 -1,0 0,232 0,148
1 -1,0 1,0 1,0 -1,0 0,051 0,003
1 1,0 1,0 1,0 -1,0 0,023 0,003
1 -1,0 -1,0 -1,0 1,0 0,059 0,002
1 1,0 -1,0 -1,0 1,0 0,213 0,116
1 -1,0 1,0 -1,0 1,0 0,031 0,002
1 1,0 1,0 -1,0 1,0 0,278 0,133
1 -1,0 -1,0 1,0 1,0 0,041 0,002
1 1,0 -1,0 1,0 1,0 0,185 0,149
1 -1,0 1,0 1,0 1,0 0,025 0,003
1 1,0 1,0 1,0 1,0 0,233 0,034
1 0 0 0 0 0,329 0,143
1 0 0 0 0 0,305 0,168
1 0 0 0 0 0,327 0,178
2 -1,0 -1,0 -1,0 -1,0 0,138 0,002
2 1,0 -1,0 -1,0 -1,0 0,257 0,121
2 -1,0 1,0 -1,0 -1,0 0,034 0,002
2 1,0 1,0 -1,0 -1,0 0,324 0,191
2 -1,0 -1,0 1,0 -1,0 0,077 0,003
2 1,0 -1,0 1,0 -1,0 0,233 0,150
2 -1,0 1,0 1,0 -1,0 0,043 0,002
2 1,0 1,0 1,0 -1,0 0,021 0,008
2 -1,0 -1,0 -1,0 1,0 0,059 0,003
2 1,0 -1,0 -1,0 1,0 0,223 0,118
2 -1,0 1,0 -1,0 1,0 0,024 0,002
2 1,0 1,0 -1,0 1,0 0,294 0,127
2 -1,0 -1,0 1,0 1,0 0,033 0,004
2 1,0 -1,0 1,0 1,0 0,185 0,153
2 -1,0 1,0 1,0 1,0 0,022 0,002
2 1,0 1,0 1,0 1,0 0,238 0,038
2 0 0 0 0 0,327 0,143
2 0 0 0 0 0,304 0,170
2 0 0 0 0 0,332 0,184

Com base no observado através do planejamento fatorial, decidiu-se por
uma otimizagao através de metodologia de superficie de resposta com o auxilio
do planejamento Box-Behnken envolvendo trés variaveis, para matriz urina e
para solucao padrdo aquosa, separadamente, em dois planejamentos, num
total de 15 experimentos feitos em duplicata, para cada analito e matriz. As trés
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variaveis estudadas simultaneamente foram as concentragdes dos
componentes do CPE (HCI, DDTP e Triton X-114). O planejamento Box-
Behnken para Pb e Cd e as respostas obtidas para cada ensaio, encontram-se

mostrados na Tabela 5.

Tabela 5. Planejamento Box-Behnken envolvendo os componentes da CPE para Pb e
Cd em urina (U) e em solucao padrao aquosa (S.A.)

Abs. Int. Abs.Int. Abs.Int. Abs.Int.

Replicata DDTP HCI TX-114 (s) (s) (s) (s)
Pb-U Pb-S.A. Cd-U Cd-S.A.

1 -1,0  -1,0 0 0,117 0,145 0,008 0,011
1 1,0 -1,0 0 0,342 0,339 0,140 0,081
1 -1,0 1,0 0 0,023 0,019 0,006 0,010
1 1,0 1,0 0 0,344 0,342 0,138 0,148
1 -1,0 0 -1,0 0,019 0,023 0,003 0,008
1 1,0 0 -1,0 0,006 0,012 0,135 0,092
1 -1,0 0 1,0 0,038 0,026 0,008 0,006
1 1,0 0 1,0 0,276 0,320 0,143 0,086
1 0 -1,0 -1,0 0,009 0,014 0,035 0,071
1 0 1,0 -1,0 0,009 0,011 0,075 0,076
1 0 -1,0 1,0 0,294 0,277 0,030 0,033
1 0 1,0 1,0 0,315 0,311 0,027 0,060
1 0 0 0 0,389 0,309 0,101 0,124
1 0 0 0 0,334 0,358 0,143 0,103
1 0 0 0 0,367 0,384 0,113 0,090
2 -1,0 1,0 0 0,112 0,145 0,007 0,011
2 1,0 -1,0 0 0,340 0,346 0,139 0,082
2 -1,0 1,0 0 0,022 0,015 0,005 0,009
2 1,0 1,0 0 0,318 0,352 0,139 0,150
2 -1,0 0 -1,0 0,017 0,021 0,004 0,008
2 1,0 0 -1,0 0,007 0,012 0,132 0,093
2 -1,0 0 1,0 0,039 0,030 0,005 0,007
2 1,0 0 1,0 0,274 0,326 0,140 0,086
2 0 -1,0 -1,0 0,008 0,014 0,032 0,070
2 0 1,0 -1,0 0,009 0,011 0,074 0,076
2 0 -1,0 1,0 0,301 0,286 0,030 0,032
2 0 1,0 1,0 0,321 0,314 0,025 0,054
2 0 0 0 0,390 0,253 0,099 0,124
2 0 0 0 0,337 0,366 0,141 0,106
2 0 0 0 0,374 0,398 0,114 0,090

O planejamento Box-Behnken permite modelar matematicamente a
resposta analitica em funcdo das varidveis estudadas. Uma equacao
quadratica € obtida, da qual obtém-se um ponto critico, que pode ser de
maximo, minimo ou de sela. Esta verificagdo também pode ser feita

visualmente através da superficie de resposta obtida.
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As relagdes entre as variaveis concentracdo de agente quelante (DDTP),
concentracao de acido cloridrico (HCI), concentragcao de surfactante (TX-114) e
sinal analitico (Abs) estao descritas pelas equacgdes:

- Para Pb:
Urina:
(Abs) = -0,165 + 0,684(DDTP) — 0,487(DDTP)? + 0,264(HCI) — 0,464(HCI)® +
1,452(TX) — 1,804(TX)? (Eq. 1)
Sol. aquosa:
(Abs) = -0,149 + 0,601(DDTP) — 0,392(DDTP)? + 0,206(HCI) — 0,383(HCI)® +
1,391(TX) — 1,704(TX)? (Eq. 2)
- Para Cd:

Urina:
(Abs) = -0,053 + 0,168(DDTP) — 0,034(DDTP)? + 0,266(HCI) — 0,394(HCI)? +
0,181(TX) — 0,159(TX)? (Eq. 3)

Sol. aquosa:
(Abs) = -0,035 + 0,207(DDTP) — 0,111(DDTP)? + 0,151(HCI) — 0,177(HCI)? +
0,135(TX) — 0,123(TX)? (Eq. 4)

Os pontos criticos das equagdes acima sdo obtidas pela condigdo, na
qual as derivadas parciais assumem valor nulo. As derivadas parciais para
cada analito em cada matriz encontram-se abaixo.

- Para Pb:
Urina:
O(Abs)/ 5(DDTP) = 0,684 — 0,974(DDTP)
6(Abs)/ 6(HCI) = 0,264 — 0,928(HCI)
O(Abs)/ 8(TX) = 1,452 — 3,607(TX)
Sol.aquosa:

5(Abs)/ 5(DDTP) = 0,601 — 0,784(DDTP)
5(Abs)/ 5(HCI) = 0,206 — 0,765(HCI)
5(Abs)/ 5(TX) = 1,391 — 3,409(TX)
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- Para Cd:
Urina:
O(Abs)/ (DDTP) = 0,168 — 0,068(DDTP)
O(Abs)/ 8(HCI) = 0,266 — 0,787(HCI)
O(Abs)/ &(TX) = 0,181 — 0,319(TX)
Sol.aquosa:

5(Abs)/ 5(DDTP) = 0,207 — 0,223(DDTP)
5(Abs)/ 8(HCI) = 0,151 — 0,356(HCI)
5(Abs)/ 5(TX) = 0,135 — 0,246(TX)

Os sistemas de equacbes obtidos para Pb e Cd, em matriz urina e
solucdo padrdo aquosa, mostram a condicdo experimental de maxima
absorvancia integrada, uma vez que as superficies obtidas pelas equacgdes
gerais indicam pontos de méximo. A Tabela 6 mostra as condigbes de maximo
nas diferentes matrizes obtidas pela resolucdo das derivadas parciais.

Tabela 6. Condigbes de absorvancia integrada maxima para Cd e Pb em urina e em
solugdo padrdo aquosa e valores otimizados obtidos por planejamento Box-Behnken.

Pb | Cd
Reagente  (ina Sol Ag. Otimiz.  Urina Sol. Ag.  Otimiz.
DDTP 0,70 0,77 0,70 2,46 0,93 1,00
(%m/iv)
HCI 0,28 0,27 0,30 0,34 0,43 0,40
(mol L)
TX-114 0,40 0,41 0,30 0,57 0,53 0,50
(%m/v)

Como se pode observar nas Fig. 8 e 9, as superficies de resposta para
os analitos mostram claramente serem superficies de maximo com regides
bem definidas de condigbes étimas. Optou-se por trabalhar com as condi¢des
observadas nas superficies de resposta e os resultados obtidos como pontos
de maximo, assumindo-se um compromisso de maximo tanto para solugédo

padrao aquosa como para a urina. Cada planejamento Box-Behnken realizado
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resultou em 3 superficies de resposta para cada matriz, relacionando-se 0s
parametros dois a dois.

As superficies obtidas para o Pb (Fig. 8) mostram o comportamento dos
componentes do CPE quando relacionados dois a dois. O comportamento tanto
para a urina (Fig. 8 a-c) quanto para solugdo padrdo aquosa (Fig. 8 a’-c’)
resultaram em maximos coincidentes, sendo as superficies muito semelhantes,
0 que permitiu reforgar a viabilidade do uso de padrdes aquosos na calibragéo
e atestar a auséncia de interferéncias. Em todos os estudos, a concentracao de
DDTP foi visivelmente significativa, como visto nas Fig. 8a e 8a' e Fig. 8b e 8b’,
estando de acordo com o previsto pelo resultado do planejamento fatorial
mostrado na Fig. 7 (gréafico de Paretos). Pode ser visto, claramente, que ha um
maximo ao redor da concentracdo de DDTP de 0,7% m/v, com uma diminuicao
na sensibilidade para concentracées de DDTP mais altas. A concentracao de
Triton X-114 também é um parametro significativo, como visto nas Fig. 8b e 8b'
e nas Fig. 8c e 8c'. Para uma baixa concentracdo de Triton X-114, a
sensibilidade é baixa devido a uma extragédo ineficiente, enquanto que para
concentragbes mais elevadas o analito é mais diluido na fase rica de
surfactante, e o efeito de diluicdo compensa a possivel maior eficiéncia de
extracao, resultando na diminuicdo do sinal. Também pode ser visto nas Fig.
8b e 8b' que ha uma consideravel interacao entre a concentracdo de DDTP e
de Triton X-114. Como ambos estdo relacionados intimamente com a eficiéncia
de extracdo conclui-se que a interacao entre estes dois componentes tem
significativa influéncia na sensibilidade do sinal. Isto pode ser observado na
superficie de resposta, uma vez que esta apresenta uma regidao de maximo
bem pronunciada. Este resultado confirma as conclusGes obtidas através do
planejamento fatorial indicando a interacdo entre estas variaveis como sendo
estatisticamente significativa (Fig. 7a). O Unico parametro que nao mostrou
uma influéncia significantiva foi a concentragédo de HCI. Embora a formagéo de
complexos com DDTP normalmente ocorra em meio acido, o sinal mostrou-se
independente da concentracao de HCI no intervalo estudado. No entanto, para
assegurar uma extracdo eficiente do analito e para evitar a formacado de
precipitados ou possivel adsorcdo do analito nas paredes do tubo, a
concentragdo 0,30 mol L™ de HCI foi escolhida, pois o sinal nesta regido da

superficie de resposta corresponde a um maximo.
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Fig. 8. Superficies de resposta obtidas através do planejamento Box-Behnken para Pb
em urina (a-c) e em solugao padrao aquosa (a’-c’), apés extragdo no ponto nuvem.
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As superficies obtidas para o Cd (Fig. 9) também mostram o

comportamento dos componentes do CPE quando relacionados dois a dois,
para a urina e para a solu¢ao padrao aquosa.
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Fig. 9. Superficies de resposta obtidas com planejamento Box-Behnken para Cd em
amostras de urina (a-c) e solugédo padrao aquosa (a’-c’), apés CPE.
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Para a urina, pode-se observar nas Fig. 9a e 9b que ndo ha um maximo
visualmente bem definido. O efeito da concentragdo de DDTP para a urina
mostrou-se crescente, ou seja, quanto maior a concentracdo maior o sinal
analitico, sendo que dentro do intervalo de concentracdo estudado, ndo se
atingiu um valor Unico de concentracdo étima. Para escolher a concentragao
otima de DDTP, baseou-se na regido de maximo obtida para a urina e
comparou-se com o valor de maximo obtido para solugdo padrao aquosa, uma
vez que para esta ultima obteve-se superficies com maximos definidos,
assumindo um compromisso entre os resultados obtidos para matriz urina e a
solucdo aquosa. Para Cd em padrdes aquosos submetido a CPE, a regiao de
maximo € bem definida e a concentracao de DDTP 6tima pode ser deduzida da
Eqg. 4. Uma explicagdo para a forte dependéncia de Cd da concentragdo de
DDTP em amostras de urina € a complexacao simultdnea de elementos
concomitantes na urina, requerendo-se assim quantidades mais altas de DDTP
para a maxima eficiéncia de extracao. As Figs. 9a, 9c, 9a’ e 9¢’ mostram que,
ao contrario do comportamento observado para o Pb, a concentracao de &cido
para o Cd mostrou-se uma variavel significativa e com nivel étimo de trabalho.
A diminuigdo notavel para altas concentragdes de HCI pode ser explicada, pelo
menos em parte, pela formagéo de cloro-complexos carregados que poderiam
reduzir a eficiéncia de extragdo. As Figs. 9c e 9c' também demonstram a
interacao significativa entre as concentragdes de Triton X-114 e HCI o que esta
de acordo com os resultados do planejamento fatorial, mostrado na Fig. 7b. O
efeito pronunciado da concentracdo de Triton X-114 no sinal analitico &
semelhante ao descrito para Pb, uma vez que o efeito de diluicao é
independente do analito.

A Tabela 6 compila as condicdes 6timas obtidas das derivadas parciais
de Egs. 1-4 para Cd e Pb em urina e em solugéao padrdao aquosa, submetidas a
CPE. O uso de tais condi¢des permite uma resposta de maximo (i.e., 0 maximo
de sensibilidade), de acordo com as equacoes.

Os resultados na Tabela 6 demonstram que as condicdes para
sensibilidade maxima sdo bastante semelhantes para ambos os analitos em
urina e em solugao padrao aquosa, indicando que a matriz de urina nao mostra
uma influéncia significativa nos parametros experimentais e que € viavel se
utilizar calibragdo contra padrdes aquosos. A Unica excecao foi a concentracao
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de DDTP o6tima obtida para Cd em urina que esta fora do intervalo experimental
estudado. Conforme discutido antes, utilizou-se a analise visual da superficie
(Fig. 9a) para definir a concentracao 6tima desse parametro.

Este tipo de otimizacdo usando andlise multivariada tem sido usada de
forma crescente, em diversos ambitos.*®**° Na literatura, ainda nao foi reportado
0 uso de planejamento Box para determinagédo de Pb e Cd em urina. O uso de
analise multivariada é algo recentemente utilizado para otimizacdo das

condicdes de trabalho com CPE.*®

4.1.3. Parametros de mérito e resultados

Os parametros de mérito obtidos na otimizagdo do método proposto
encontram-se mostrados na Tabela 7.

Tabela 7. Parametros de mérito para determinacao de Cd e Pb em amostras de urina
por ET AAS com calibragao aquosa submetida a CPE (EF = fator de melhoramento;
LD = limite de detecgédo; R = coeficiente de correlacao linear; RSD= desvio padrao
relativo).

Pb Cd
LD /ng L 40 2
EF 18 16
R 0,9996 0,9971
Sensibilidade / s L pg™ 0,10 2,73
RSD / % 13 4

O fator de melhoramento foi calculado através da razdo entre as
sensibilidades das curvas realizadas com solugcbes padrbées aquosas
submetidas a extragcdo e sem extracdo. Foram obtidos limites de detecgéo (LD,
3sg) na ordem de ng L™ para ambos os analitos. A comparagdo com métodos
que ndo utilizam pre-concentragdo evidencia quao interessante € a CPE.
Trabalhos®*®® descrevem a obtencdo de limites de deteccdo na ordem de
ug L™, cercade 0,57 e 1,0 pg L' para Pb e 0,03 ug L™ para Cd, em urina.

A calibragdo foi realizada contra solu¢gbes padrédo aquosa, justificada

pela otimizacdo multivariada, submetidas ao procedimento de extragdo no
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ponto nuvem. Os resultados foram concordantes com os valores certificados
para as trés amostras certificadas de urina humana, de acordo com o teste-t
para um nivel de confianga de 95%. Amostras de urina de voluntarios também
foram analisadas. Testes de recuperagdo para Pb e Cd adicionados nestas
amostras foram feitos para a verificagdo da exatiddo do método, obtendo-se
boas recuperagdes. Bons coeficientes de correlagdo (> 0,99) foram obtidos em
ambos os casos. Os resultados das determinagdes nos materiais certificados
para Cd e Pb encontram-se mostrados na Tabela 8. Na Tabela 9 encontram-se
os resultados para o teste de recuperacgéo. A precisdo do método desenvolvido
mostrou-se boa uma vez que baixos desvios foram obtidos mesmo trabalhando
com uma amostra complexa como a urina e com valores certificados

apresentando grandes desvios.

Tabela 8. Concentragdes (ug L") obtidas para Cd e Pb em amostras de urina
certificadas submetidas a extragdo no ponto nuvem (n = 5)

Pb Cd
Amostra Certificado Obtido Certificado Obtido
Mealeine 130 (98-162) 147 1,2 13 (10-16) 14+0,3
Metalle urine
Nivel 2 80 (62-98) 68+ 1,6 8 (6,14 — 9,86) 75+0,6
Seronorm
urine 91,1+7 90+1,4 5,06 £ 0,22 45+0,1

Tabela 9. Resultados (ug L) obtidos para anélise de amostras de urina de voluntarios
e dados de recuperacdes apos enriquecimento com Cd e Pb (n = 5)

Pb Cd

Obtido® Obtido®  Rec.  Obtido® Obtido®  Rec.
ug L™ ug L % ug L™ ug L™ %

0,86+0,22 2,93+0,07 103 < 0,002 0,053 +0,001 106
0,45+0,15 2,52+0,05 104 0,051 £0,019 0,102+0,002 98
0,14+0,09 2,30+0,07 108 < 0,002 0,053 +0,002 105

0,056 £ 0,002 1,97 +0,05 96 < 0,002 0,053 £0,004 106

1
2
3
4 045%0,13 2,62+0,03 109 < 0,002 0,055+0,003 110
5
S

a

em enriquecimento; ° Apds enriquecimento (2,0 ug L' Pb e 0,05 pg L™ Cd)
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4.2. Metodologia para determinacao de Pb em amostras de sangue

Para determinacdo de chumbo em sangue inicialmente seria

considerado o estudo realizado anteriormente por Borges et.al.”®

, Cujo
procedimento envolve o pré-tratamento da amostra de sangue através de
digestdo acida para decomposicdo da matriz organica. Na validacdo com
amostras certificadas ndo se encontrou nenhum obstaculo, porém quando
utilizado com as amostras reais, ainda na validacao, verificou-se que a digestao
acida nao era viavel, possivelmente explicado devido a diluicdo em excesso a
que as amostras de sangue foram submetidas e a baixa concentragdo de Pb
nestas amostras. Na validacao, testes de adigcao/recuperacdo Sao recursos
comumente utilizados, no entanto a aplicagdo de um método a uma amostra
real com objetivo de avaliagdo de exposicdo ocupacional requer um método
sensivel e confiavel. Optou-se entdo por trabalhar com amostras de sangue
hemolisado. Algumas solucdes diluentes foram testadas para hemolise, no
entanto a solugdo com surfactante Triton X-100 mostrou-se a mais eficiente
destas, garantindo uma eficiente quebra na matriz do sangue e sem grande
diluicdo, como o descrito no procedimento experimental. Desta forma tém-se
uma simplificagdo do experimento quando comparada com o pré-tratamento de

digestédo acida que requer mais tempo.

4.2.1. Curvas de pirdlise e atomizacgao

As curvas de pirélise e atomizagdo foram estabelecidas usando como
modificador quimico o Ru depositado na plataforma de grafite pirolitico, de
acordo com resultados prévios °' e simplificando o método, uma vez que este
mesmo modificador foi utilizado na metodologia para urina. Na Fig. 10
encontram-se as curvas de pirélise e atomizagao para Pb em sangue.

Pode-se observar que o modificador Ru garante ao analito estabilidade
térmica até 900 °C, eliminando de forma eficiente a influéncia da matriz. Tanto
para a amostra digerida quanto para hemolisada, em temperaturas de pirdlise
baixas tem-se a presenca de fundo. Para o sangue hemolisado, a curva

mostra-se bem mais estavel, apesar de também se ter fundo em baixas
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temperaturas. Este por sua vez € de menor intensidade e € adequadamente
corrigido pelo corretor com lampada de arco de deutério. Em 900 °C tem-se a
total auséncia de fundo no sinal analitico.

A estabilidade obtida € garantida pela presenca de fosfato na matriz e/ou
pelos compostos envolvidos na extragdo no ponto nuvem e na hemolisagdo. O
uso de Ru como modificador, além da simplificagdo metodologica, € justificado
pela auséncia de fundo. Sem Ru, observou-se a presenca de fundo mesmo em

temperaturas altas de pirdlise.

0,45
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Fig. 10. Curvas de pirélise e atomizacao para Pb em amostras de sangue digerido e
hemolisado, com modificador permanente Ru ap6s CPE.

A temperatura de atomizagéo foi selecionada com base na curva de
atomizagdo e na forma do sinal transiente. Até cerca de 1600 °C o sinal
mostrou-se alargado, acima de 1700 °C o sinal é estreito. As temperaturas de
pirélise e atomizacdo otimizadas para Pb em sangue ap6s hemdlise e CPE
foram 900 °C e 1800 °C respectivamente.
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4.2.2. Condicoes de complexacao pelo planejamento Box-Behnken

A otimizagdo foi realizada através de metodologia de superficie de
resposta, com o auxilio do planejamento Box-Behnken envolvendo trés
variaveis. Foi realizado para sangue e comparado com um estudo realizado
para solucao padrao aquosa no mesmo intervalo de trabalho experimental,
separadamente em dois planejamentos. As trés varidveis estudadas
simultaneamente foram as mesmas envolvidas nos planejamentos anteriores,
ou seja, as concentragcdes dos componentes do CPE. O planejamento Box-
Behnken para Pb em sangue e as respostas obtidas para cada ensaio
encontram-se mostrados na Tabela 10.

Tabela 10. Planejamento Box-Behnken envolvendo os componentes da CPE para Pb
em sangue.

Replicata DDTP HCI TX-114 Abs. Int. (s)
1 -1,0 -1,0 0 0,036
1 1,0 -1,0 0 0,139
1 -1,0 1,0 0 0,017
1 1,0 1,0 0 0,141
1 -1,0 0 -1,0 0,011
1 1,0 0 -1,0 0,139
1 -1,0 0 1,0 0,020
1 1,0 0 1,0 0,131
1 0 -1,0 -1,0 0,112
1 0 1,0 -1,0 0,136
1 0 -1,0 1,0 0,156
1 0 1,0 1,0 0,154
1 0 0 0 0,143
1 0 0 0 0,162
1 0 0 0 0,159
2 -1,0 -1,0 0 0,024
2 1,0 -1,0 0 0,142
2 -1,0 1,0 0 0,016
2 1,0 1,0 0 0,143
2 -1,0 0 -1,0 0,013
2 1,0 0 -1,0 0,143
2 -1,0 0 1,0 0,019
2 1,0 0 1,0 0,136
2 0 -1,0 -1,0 0,115
2 0 1,0 -1,0 0,135
2 0 -1,0 1,0 0,161
2 0 1,0 1,0 0,145
2 0 0 0 0,145
2 0 0 0 0,163
2 0 0 0 0,156

40



Resultados e discussao

Assim como no planejamento Box-Behnken anterior, a Tabela 10
encontra-se codificada e os valores de minimo, maximo e ponto central estao
de acordo com os valores exibidos na Tabela 3.

O planejamento Box-Behnken permitiu modelar matematicamente a
resposta analitica em fungcdo das variaveis estudadas. As variaveis
concentracdo de agente quelante (DDTP), de acido cloridrico (HCI), de
surfactante (TX-114) e o sinal analitico (Abs) estdo relacionados pelas
equacoes:

(Abs) = -0,017 + 0,402(DDTP) — 0,278(DDTP)? + 0,033(HCI) — 0,050(HCI)? +
0,196(TX) — 0,264(TX)? (Eq. 5)

O ponto critico da equacao acima foi obtido pela condigcdo na qual as

derivadas parcias assumem valor nulo como segue abaixo:

5(Abs)/ 5(DDTP) = 0,402 — 0,556(DDTP)
5(Abs)/ 5(HCI) = 0,033 — 0,100(HCI)
5(Abs)/ 5(TX) = 0,196 — 0,528(TX)

O sistema de equagdes obtido para Pb em sangue mostram a condigéao
experimental de maxima absorvancia integrada, uma vez que as superficies
obtidas pelas equagdes gerais indicam pontos de maximo. A Tabela 11 mostra
as condicdes de maximo para Pb em sangue, obtidas pela resolucdo das

derivadas parciais.

Tabela 11. Condigbes de absorvancia integrada maxima de Pb em sangue.

Pb
Reagente Sangue Sol. Aq. Otimiz.
DDTP (% m/v) 0,72 0,77 0,70
HCI (mol L™) 0,32 0,27 0,30
TX-114 (% m/v) 0,37 0,41 0,30

As consideragbes acerca das condigdes Otimas para a solugdo padrao
aquosa foram as mesmas adotadas anteriormente, quando foi realizada a

otimizag&o para Pb em urina. Apenas realizou-se um planejamento para Pb em
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sangue e observou-se que as regides de maximo e os pontos criticos obtidos
apresentaram-se em concordancia com o obtido para a solugdo padréo
aquosa. Na Fig. 13 encontram-se as superficies de resposta obtidas para Pb

em sangue.

Fig. 11. Superficies de resposta obtidas com planejamento Box-Behnken para Pb em
amostras de sangue.

As superficies obtidas para o Pb (Fig. 11) mostram o comportamento
dos componentes do CPE quando relacionados dois a dois. O comportamento
para sangue (Fig. 11 a-c) resultou em superficies com ponto de maximo
semelhante ao obtido para solugcédo aquosa (Fig. 8 a’-c’) o que permitiu reforcar
a idéia do uso de padrbes aquosos na calibragédo, indicando a auséncia de
interferéncias nao espectrais. Assim como nos estudos anteriores a
concentracado de DDTP foi visivelmente significativa, como visto nas Figs. 11a e

11b. Pode ser visto, de forma evidente, que ha um maximo em torno da

42



Resultados e discussao

concentracado de 0.7% m/v DDTP, com uma diminuicdo na sensibilidade para
concentracbes de DDTP mais altas. A concentracdo de Triton X-114 e a
concentragcdo de HCI ndo se mostraram significativas se analisadas
separadamente, uma vez que as superficies indicam uma regido relativamente
grande de maximo e nao um ponto especifico. Nao houve significativa
alterac&o no sinal analitico quando se variam estes fatores.

Conclui-se com a Fig. 11 que a concentragdo de DDTP é o mais
significativo dos parametros avaliados, demonstrando a importancia da
eficiéncia de extragdo no sinal analitico. Tanto as superficies como os
resultados das derivadas parciais apontam para as mesmas regides de
maximo. Considerando que a formacao de complexos com DDTP normalmente
ocorre em meio acido, para assegurar uma extracao eficiente do analito, e
como ja relatado, evitar a possivel formacao de precipitados ou adsor¢cao do
analito nas paredes do tubo, a concentracdo 0,30 mol L' de HCI foi
selecionada, pois o sinal nesta regiao da superficie de resposta corresponde a

um maximo.

4.2.3. Parametros de mérito e resultados

A determinacdo de Pb em sangue foi realizada em duas amostras
certificadas e em trés amostras cedidas por voluntarios para testes de adicao e
recuperacdo. Os parametros de mérito obtidos na validacao deste método
encontram-se mostrada na Tabela 12.

Tabela 12. Parametros de mérito para determinacdo de Pb em amostras de sangue
por GF AAS com calibragcdo aguosa submetida a CPE (EF = fator de “melhoramento”™
enhancement factor; LD = limite de detecgao; R = coeficiente de correlagao linear).

Pb
LD/ngL"’ 20
EF 18
R 0,9984
Sensibilidade / s L pg™ 0,14
RSD / % 13
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O fator de melhoramento foi calculado através da razdo entre as
sensibilidades das curvas realizadas com solu¢cdées padrdo em meio aquoso
submetidas a extracdo e sem extracdo. O limite de deteccao obtido, também
neste caso, foi na ordem de ng L™". O método compensa o efeito das diluicées
obtendo-se bom fator de melhoramento. O método mostrou boa precisdo e
exatiddo. A calibracdo foi realizada contra solugbes padrdo aquosas,
submetidos ao procedimento de extracdo no ponto nuvem. Os resultados
obtidos para as amostras certificadas foram concordantes com os valores de
referéncia para as duas amostras certificadas de sangue total, de acordo com o
teste —t para um nivel de confianga de 95%. Bom coeficiente de correlagao (>
0,99) foi obtido. Boas recuperagdes, em torno de 95%, foram obtidas para os
testes de adicdo realizados. Os resultados das determinagcées nos materiais
certificados e os testes de recuperacao encontram-se mostrados na Tabela 13

e 14 respectivamente.

Tabela 13. Concentracdes (ug L") obtidas para Cd e Pb em amostras de sangue
certificadas submetidas a extracdo no ponto nuvem (n = 5)

Pb
Amostra Certificado Obtido
Seronorm Whole Blood
Nivel 1 34 (31-39) 27,7+5.5
Seronorm Whole Blood
Nivel2 401 (353-443) 342,4+6.2

Tabela 14. Resultados (ug L) obtidos para andlise de amostras de sangue de
voluntarios e dados de recuperacao apds enriquecimento para Pb apés CPE (n = 5)

Pb
Obtido? Obtido® .
ug L ug L Rec. %

1 0,04 + 0,009 0,12+ 0,006 83

2 <LD 0,11 £ 0,007 99

3 0,03 + 0,004 0,13 £ 0,023 96

% Sem enriquecimento; ° Ap6s enriquecimento (0,108 ug L™ Pb)
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4.3. Aplicacao da metodologia otimizada para determinacao de Cd e Pb

em urina e Pb em sangue

A metodologia proposta neste estudo foi aplicada as amostras de
sangue e urina de trabalhadores de uma fundicdo da cidade de Joinville, SC. O
grupo de trabalho, conforme descrito em 2.4. , foi dividido em grupo exposto e
grupo controle. O grupo exposto se trata de trabalhadores com potencial risco
de exposicao ocupacional. O grupo controle, por sua vez, € constituido de
trabalhadores que nao sofrem exposi¢cédo direta. Os valores de Pb e Cd em
urina foram relacionados com os valores de creatinina urinaria para
comparacgao com o estipulado pela legislagao nacional.

Os resultados obtidos para as amostras, analisando o total amostral do
grupo exposto e controle, encontram-se na Tabela 15 sob a forma de médias,
desvios e teste-t aplicado para 95% de nivel de confianga. Antes de aplicar o
teste-t, devido a distribuicdo ndo homogénea da amostra principalmente para
Pb em urina (Pb-U), um teste de Grubb’s foi aplicado em todos grupos e
analises para eliminar os valores que nao eram representativos de todo o

conjunto da amostra.

Tabela 15. Concentracbes médias e teste-t aplicado para o grupo exposto e controle,
niveis em urina relacionados com a concentracédo de creatinina de cada individuo.

, Média grupo Média grupo Teste t Teste t L
Indice Estatistica
exposto controle calculado tabelado
Pb-Urinario (Pb-U) o
4 3,01+ 2,09 0,40+ 0,40 4,89 2,14 significativa
Hg 9
Cd-Urinario (Cd-U) o
P 0,27+ 0,18 0,12+ 0,10 2,98 2,12 significativa
Hg 9
Pb-Sanguineo Nao
» 2,96+ 2,09 2,00+ 1,12 1,63 2,13 o
(Pb-S) ug dL significativa

Pode-se observar, primeiramente, que nenhuma das concentragdes
encontradas esta acima do limites propostos segundo as normas trabalhistas
atuais, que sdo para Pb-Urinario 100 ug g, para Cd-Urinario 5 pg g e para
Pb-Sanguineo 60 pg dL'. Porém, se forem avaliados os resultados
confrontando valores de grupo exposto vs grupo controle, as concentracoes de
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Pb e Cd na urina sao significativamente diferentes indicando exposicao para o
grupo de trabalhadores da fundigéo.

Separando-se os trabalhadores por setor de trabalho, baseando-se no
processo industrial da fundicao, tém-se trés categorias distintas: trabalhadores
do setor de acabamento, do setor de moldagem, do setor de fusédo e
vazamento e o gerente da fundicdo que circula livremente no ambiente da
fundigdo. O grupo controle por entender-se como um grupo sem exposi¢ao foi
aleatoriamente atribuido para confrontar os resultados do grupo exposto.

Na Fig. 12 estdo representadas as médias no setor de acabamento da
fundicdo. Avaliando apenas os trabalhadores deste setor da fundicéo,
aplicando-se o teste-t para as médias obtidas, a diferenca foi estatisticamente
significativa para Pb-U e Pb-S, provavelmente em funcdo da exposicdo a
particulas sélidas provenientes destas operacdes. No acabamento das pecas,
os trabalhadores encontram-se mais expostos as poeiras que podem conter os
metais do que aos fumos metalicos (vapor que sai do ferro fundido). E
importante ressaltar também, que segundo a planta da propria fundicdo em
questao, este setor é pouco ventilado e ndo possui sistema de exaustao.

B Grupo Exposto 4,29 ug/dL
3,59 uglg [ Grupo Controle
1,96 pg/dL
0,30 pg/!
Ho9 0,15 pg/g 0,16 nug/g
Pb-U Cd-U Pb-S

Fig.12. Concentracao média de Pb em urina (Pb-U) e em sangue (Pb-S) e de Cd em
urina (Cd-U) no setor de acabamento para os grupos expostos € controle.

No setor de moldagem onde se tem o preparo da areia, onde sao
confeccionados os machos (pegas feitas de areia especial compactada com

CO.) que preenchem os moldes e os préprios moldes, pode-se observar que
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Pb-U é significantemente diferente do grupo controle, assim como Cd em urina
(Cd-U) cujo t calculado apresentou-se maior que o tabelado. Este setor
mostrou um comportamento semelhante ao apresentado quando foi avaliado a

populacao de forma geral.

[ Grupo Exposto 3,23 pg/dL
[ Grupo Controle

2,26 ug/g

1,46 pg/dL

0,67 ug/g

0,25 ug/g
0,04 ug/g

Pb-U Cd-U Pb-S

Fig. 13. Concentracdo média de Pb em urina (Pb-U) e em sangue (Pb-S) e de Cd em
urina (Cd-U) no setor de moldagem para os grupos expostos e controle.

Todos os setores foram avaliados estatisticamente através do teste t
aplicado as médias dos grupos exposto e controle (Tabela 16). O setor de
fusdo e vazamento, assim como o0s outros setores também foi avaliado
segundo as médias e estas se encontram na Fig. 14. Assim como para o setor
de moldagem observa-se Cd-U e Pb-U com diferenga significativa entre os
grupos, comportamento esse semelhante ao obtido para populagcdo geral em
estudo.

Tabela 16. Teste t aplicado para 95% de confianga para as médias em diferentes
setores da fundicéo.

Acabamento Moldagem Fusao
indice Lcalcuiado tavelado Lcalcuiado tiavelado Leaicuiado tiabelado
Pb-U 4,46 4,30 3,43 2,36 2,35 2,13
Cd-U 0,13 2,30 4,67 2,78 3,27 2,57
Pb-S 2,50 2,23 1,34 2,36 0,70 2,45
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2,3?_ Tak] I : rupo Exposta
[ @ rupo Controle
1,86 paig
1,43 pafg
0,2% pak 0,349 m."g
0,06 pglg
Pb-U Cd-U Pb-%

Fig. 14. Concentracdo média de Pb em urina (Pb-U) e em sangue (Pb-S) e de Cd em
urina (Cd-U) no setor de fusdo e vazamento para 0s grupos expostos e controle.

Também foi avaliada a inter-relacdo entre os setores para cada indice
estudado, com intuito de dentro do grupo de expostos avaliar qual setor estaria
sofrendo maior influéncia destes metais. Na Fig. 15 pode-se perceber que a
comparagao entre os setores de trabalho para Pb-U mostrou-se
estatisticamente significativa entre acabamento e moldagem e acabamento e
fusdo. Aparentemente o grupo de acabamento € o mais exposto.

Na comparacdo entre os setores para Cd-U, a diferenca foi
estatisticamente significativa entre acabamento e moldagem e acabamento e
fusdo, mas agora € na fusdo que o cadmio se apresenta em maiores niveis e
pode se supor que a exposi¢do a fumos metalicos contendo Cd acontega de
maneira significativa, sendo um ponto preocupante, uma vez que Cd é um
agente carcinogénico conhecido. Na comparagdo entre os grupos de
trabalhadores para Pb-S, assim como para o Pb-U, a diferenga foi
estatisticamente significativa entre acabamento e moldagem, mostrando que ha
importante correlacdo entre estes dois indices e supondo que esta

contaminacao se da, aparentemente, em fungdo de exposicao recente.
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I ~.cabamento 4,29 pgidL
|:|r.1ull:|ﬂgem
359y I rusdo/ Vazamento
2,37 padg
.26pgfa 146 gL
1,43 pgidL
0,39 g4
0,25 p3rg
0,15 paig

Fig.15. Concentracdo média de Pb em urina (Pb-U) e em sangue (Pb-S) e de Cd em
urina (Cd-U) para o grupo exposto correlacionando os diferentes setores da fundigao.

E importante ressaltar que para a avaliagdo do indice Pb-U no setor
de acabamento, assim como quando foi feita a avaliagao geral, foi necessaria a
exclusao de trés individuos que apresentaram concentracdo de Pb maior que
o resto da populagdo, prejudicando a homogeneidade do grupo. As
concentracdes de Pb encontradas para os trés individuos, identificados por, A2,
A4 e A7, assim como quando coletado, foram 21,02 + 0,45, 41,15 £ 0,51 e
67,70+ 0,02 ug g' de creatinina respectivamente, valores estes abaixo do
IBMP estipulado pela legislacdo, porém altos quando comparados com a
maioria do grupo. Resposta para este fato foi buscada nos questionarios
aplicados aos trabalhadores. Na Fig. 16 tém-se gréaficos que relacionam por
setores o0 tempo de exposicao, ou seja, tempo de trabalho, nesta fundicéo.

Para os individuos A2 e A7 observou-se serem individuos com mais
tempo atuando no setor de acabamento, encontrando-se entre os 34% que
compdem o grafico entre 61-180 meses, tendo assim, maior exposicdo aos
metais. Levando em consideracdo ainda que este setor foi 0 que apresentou
niveis significativos a exposicdo de Cd e Pb, pode-se entdo entender que a
ventilagdo deficiente e a total auséncia de um sistema de exaustdo, tornam

maior a exposi¢ao para estes funcionarios. O individuo A4 por sua vez, é o
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funcionario com menos tempo de vinculo empregaticio com a empresa, sendo
que outros fatores, como o habito de fumar e a ingestdo de bebidas alcodlicas,
também podem explicar tal fato.®' Porém o Pb é eliminado na urina, quando se
tem exposi¢cdo aguda e recente. O Pb acumula-se com o tempo em tecidos
duros, por exemplo, em 0ssos, podendo-se assim avaliar uma exposi¢cao antiga
pela andlise destes tecidos.??

Como o forno fica na area aberta da fundi¢ao, tém-se ventilagdo neste
ambiente, ndo sendo observado indices altos para os funcionarios

responsaveis pela fusdo e vazamento.

Setor de Moldagem Setor de Acabamento

40% 34% 33%

@ 25-60 meses 0 1-24 meses
B 61-180 meses 33% | 25-60 meses
0> 360 meses 061-180 meses
Setor de fusédo e vazamento
17%
33%
17%
0 1-24 meses
| 25-60 meses
33% 0 61-180 meses
0 181-360 meses

Fig. 16. Tempo de exposicao por setor da fundigao

Na Fig. 17 tem-se o grafico que distribui as percentagens de fumantes,
ex-fumantes e nao fumantes, uma vez que o fumo é também considerado uma
fonte de exposicdo.®’ Pode-se observar que a distribuicdo entre expostos e ndo
expostos a essa fonte € semelhante no nimero de fumantes, sendo assim, o
fumo ndo seria o fator diferencial, estando os resultados encontrados

relacionados a exposi¢cao ocupacional.
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24%

35% %
41%

O ex-fumantes
| fumantes

O nao fumantes

24%

Fig.17. Distribuicao do habito de fumar; a) grupo exposto; b) grupo controle

Na Fig. 18 o consumo de bebida alcodlica é avaliado, sendo que a
distribuicdo entre os que consomem bebidas alcodlicas é relativamente
semelhante entre os dois grupos. Para o grupo controle percebe-se uma
percentagem maior de pessoas com esse habito. Os resultados encontrados,
no entanto, refletem um caso de exposicdo no ambiente de trabalho, para o
grupo exposto, ndo sendo os valores encontrados atribuidos ao consumo de
alcool.

82%

@ Consome alcool
m Nao consome alcool

Fig.18. Distribuicdo quanto ao consumo de alcool; 1) Grupo exposto; 2) Grupo
Controle
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Tendo em vista a exatidao e acuracidade do método proposto, conclui-
se que, mesmo sem nenhum caso de ultrapassagem do limite de tolerancia e
sem nenhum sintoma relatado, € de extrema importdncia uma revisdo da
situagdo ocupacional da fundicdo em questao e revisdo dos equipamentos de
protecéo individual (EPIs), principalmente para os individuos expostos a
poeiras. A exposicao ficou evidenciada pela comparagado com o grupo controle,
sendo que a longo prazo pode ocorrer um quadro grave de intoxicagao.

Em estudo semelhante,” com uma fundicdo de metais nao-ferrosos,
onde avaliou-se a exposicao ocupacional antes e depois de modificacdes
realizadas no ambiente de trabalho, foram obtidos niveis muito mais altos de
Pb no sangue e Cd em urina, porém o estudo mostra que foram de extrema
importancia as modifica¢des realizadas, diminuindo os niveis destes metais nos
trabalhadores. A empresa em questdo no estudo citado apresenta diferencas
na forma de funcionamento e na matéria-prima com relacdo a empresa alvo
deste trabalho, ndo sendo possivel estabelecer uma comparacao direta entre
os resultados obtidos. No entanto, ressalta-se a importancia de uma atitude
perante os resultados encontrados.
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5. Conclusoes

O procedimento de extragdo no ponto nuvem para metais usando Triton
X-114 como surfactante, e DDTP como complexante mostrou ser uma técnica
versatil e simples, para separar e pré-concentrar Cd e Pb em amostras
complexas de urina e sangue. A separacao de fases ocorre em temperaturas
relativamente baixa, resultando em baixos limites de detecgdo e bons fatores
de melhoramento. O uso de modificadores quimicos mostrou ser conveniente,
permitindo a maxima temperatura de pirélise de 900 °C e 800 °C para Pb e Cd,
respectivamente, em ambas as amostras. A otimizagdo multivariada permitiu
avaliar as interacdes entre as concentragdes das substancias componentes do
CPE, verificando a majoritaria importancia do DDTP na eficiéncia de extragao
assim como a interagdo deste com os outros componentes. Calibracdo externa
contra solugbes padrao aquosas submetidas a CPE pbde ser aplicada de
acordo com os estudos realizados. O método mostrou-se exato uma vez que
os resultados obtidos concordam com os valores certificados e boas
recuperacoes foram obtidas para as amostras “reais”.

O método foi usado na investigacdo de exposicdo ocupacional com a
determinacao de indicadores biolégicos, Pb e Cd em urina e Pb e sangue, em
trabalhadores de uma fundi¢gdo da cidade de Joinville, SC. O estudo permitiu
afirmar que ha exposicao dos trabalhadores a estes metais, porém néo a niveis
intoleraveis, pelo menos a curto prazo. Outras fontes de exposicao nao foram
evidenciadas, sendo os niveis de Cd e Pb nos trabalhadores um reflexo da
situagdo ocupacional do ambiente. O estudo sugere que sejam realizadas
modificagdes, como utilizagdo de exaustores nos ambientes menos ventilados
da fundicdo assim como revisdo dos equipamentos de protecao individual
(EPIs), nas condicdes de trabalho para garantir a saude do trabalhador a longo

prazo.
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Questionario

Amostra n°:

l. Identificacao

1.

M

II.

5. Qual a profissao anterior?

Nome:

Nascimento: /1 Peso: Kg Altura:

Endereco:

Até que série estudou?

Area de trabalho:

Sobre seu trabalho
Quantas horas trabalha por dia?

Quantas vezes por semana vocé trabalha neste setor?
()1 ()2 ()3 ()4 ( ) Todos os dias
Ha quanto tempo tem este emprego?
Tem algum outro emprego ou bico? ( ) sim ( ) nao
Se sim, o que faz?

II1. Habitos pessoais

1. Fuma? ( ) sim ( ) nédo ( ) Parei de fumar H& quantos
anos?___ Quantos cigarros por dia?___ Ha quantos anos?___

2. Bebidas alcodlicas ( ) sim ( ) nao

Qual bedida? Quanto por dia? doses

2. Alimentacao

Frango, Quantas vezes por semana?
Carne, Quantas vezes por semana?
Peixe, Quantas vezes por semana?
4. Medicamentos ( )sim ( )ndo Qual (is)?
Quantas vezes por semana?
Complexos vitaminicos( ) sim ( )ndao Qual (is)?
Quantas vezes por semana?
5. Alguma doenca crénica? Qual?
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utilizada para analise de outras substancias.

Aceitando participar deste estudo, sera coletada de sua pessoa uma amostra
de urina (100mL) e outra de sangue (5mL), ou por ventura uma segunda
amostra se for necessaria nova avaliacdo. Ainda, no dia da coleta de sua
amostra vocé preenchera um questionario que tem por objetivo conhecer um
pouco de seus habitos, seu estado de salde ou o uso de medicamentos que
possam interferir na analise.

A coleta serd realizada por profissional qualificado, utilizando material
descartavel, seguindo os procedimentos de assepsia adequados, garantindo
assim a sua integridade fisica, desta forma o Unico desconforto previsto sera
aquele relacionado a coleta de amostra de sangue, por necessariamente exigir
que exista uma picada para retirada dos 5mL de sangue necessarios.

Através deste estudo pretende-se avaliar as condicdes de trabalho e se
necessario, sugerir a implementagdo de mudancgas coletivas e individuais, para
que se necessario apdés uma segunda avaliagao seja possivel assegurar que a
sua condicao de trabalho nao implica em riscos para sua saude.

Todas as analises serao realizadas, de modo a nao representar nenhum custo
financeiro, para vocé ou sua empresa.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA

1.

Vocé tem assegurado o direito de a qualquer momento do estudo solicitar
informagdes esclarecedoras sobre o andamento dos procedimentos, bem como
dos eventuais riscos e beneficios relacionados a sua participagdo neste estudo.
Desta forma, como Pesquisador principal eu, Tatiane de Andrade Maranhao e
Pesquisador Responséavel, Claudia Regina dos Santos, colocamo-nos a
disposicdo para quaisquer duvidas que necessitem esclarecimento,
relacionadas a este projeto.

Fica assegurado que a sua posicdo no seu emprego nao sera prejudicada,
independente de vocé decidir ou ndo pela participacdo neste projeto, bem
como do resultado da avaliagdo da condig&o de trabalho.

Fica assegurado ainda a confidencialidade de sua identidade, bem como sigilo
dos resultados obtidos, garantindo assim sua privacidade. Os resultados do
estudo serdo publicados sem revelar sua identidade, entretanto estardo
disponiveis para consulta pela equipe envolvida no projeto, e pelo Comité de
Etica.

Fica assegurado também que no caso de eventual intercorréncia no momento
da coleta, o Sr. recebera tratamento adequado e sera monitorado até que sua
condicao de saude se restabeleca. (Nao sdo esperados problemas deste tipo,
no entanto € importante garantir assisténcia no caso de qualquer intercorréncia
relacionada ao projeto).

63



Vv - INFQRMAQC)ES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO

EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Pesquisador Responsavel: Claudia Regina dos Santos

Pesquisador Principal: Tatiane de Andrade Maranhao

Telefone de contato: (48) 3331-5069 ou (48) 3331-6841

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apés convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me

foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

de de
Assinatura do sujeito de pesquisa Assinatura do pesquisador
ou responsavel legal (carimbo ou nome legivel)

64



SPECTROCHIMICA
ACTA
PART B

ELSEVIER Spectrochimica Acta Part B 62 (2007) 10191027

www.elsevier.com/locate/sab

Cloud point extraction for the determination of lead and cadmium in urine by
graphite furnace atomic absorption spectrometry with multivariate
optimization using Box—Behnken design*

Tatiane de A. Maranhéo ®, Edmar Martendal *, Daniel L.G. Borges*, Eduardo Carasek °,
Bernhard Welz *°, Adilson J. Curtius **

* Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina, 88040-900, Floriandpolis, SC, Brazil
b Grupo de Pesquisa em Quimica Analitica, Instituto de Quimica, Universidade Federal da Bahia, 40170-290, Salvador, BA, Brazil

Received 8 January 2007; accepted 31 May 2007
Available online 7 June 2007

Abstract

Cloud point extraction (CPE) is proposed as a pre-concentration procedure for the determination of Pb and Cd in undigested urine by graphite
furnace atomic absorption spectrometry (GF AAS). Aliquots of 0.5 mL urine were acidified with HCI and the chelating agent ammonium O,0-
diethyl dithiophosphate (DDTP) was added along with the non-ionic surfactant Triton X-114 at the optimized concentrations. Phase separation
was achieved by heating the mixture to 50 °C for 15 min. The surfactant-rich phase was analyzed by GF AAS, employing the optimized pyrolysis
temperatures of 900 °C for Pb and 800 °C for Cd, using a graphite tube with a platform treated with 500 pug Ru as permanent modifier. The reagent
concentrations for CPE (HCI, DDTP and Triton X-114) were optimized using a Box—Behnken design. The response surfaces and the optimum
values were very similar for aqueous solutions and for the urine samples, demonstrating that aqueous standards submitted to CPE could be used
for calibration. Detection limits of 40 and 2 ng L' for Pb and Cd, respectively, were obtained along with an enhancement factor of 16 for both
analytes. Three control urine samples were analyzed using this approach, and good agreement was obtained at a 95% statistical confidence level
between the certified and determined values. Five real samples have also been analyzed before and after spiking with Pb and Cd, resulting in

recoveries ranging from 97 to 118%.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Cloud point extraction; Graphite furnace atomic absorption spectrometry; Urine; Cadmium determination; Lead determination; Permanent modifier

1. Introduction

Monitoring the presence of toxic trace elements in biological
fluids is an extremely important task to evaluate occupational
and environmental exposure. Cadmium and lead are frequently
referred to as hazardous elements. Elevated Cd concentrations
in urine represent long-term exposure and significant accumu-
lation, particularly in the kidneys and liver [1], while elevated

* This paper was presented at the 9th Rio Symposium on Atomic
Spectrometry, held in Barquisimeto, Venezuela, 5—10 November 2006, and is
published in the special issue of Spectrochimica Acta Part B, dedicated to that
conference.

* Corresponding author. Fax: +55 48 3331 6850.

E-mail address: curtius@qmc.ufsc.br (A.J. Curtius).

0584-8547/$ - see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.sab.2007.05.008

Pb concentration in urine is associated with recently absorbed
amounts [2].

Monitoring trace element concentrations in biological
materials, particularly biological fluids, might be considered a
difficult analytical task, mostly due to the complexity of the
matrix and the low concentration of these elements, which
requires sensitive instrumental techniques and often a pre-
concentration step. The traditional liquid—liquid extraction and
other conventional separation methods are time-consuming and
labor-intensive approaches, besides requiring relatively large
amounts of high-purity and frequently toxic solvents, which
have to be disposed off properly. Cloud point extraction (CPE)
is based on the phase behavior of non-ionic surfactants in
aqueous solutions, which exhibit phase separation after an
increase in temperature or the addition of a salting-out agent
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[3,4]. CPE might be an interesting and efficient alternative, once
it eliminates or reduces consumption of organic solvents
significantly. Trace elements can be extracted to the surfac-
tant-rich phase usually after formation of a hydrophobic com-
plex with an appropriate chelating agent [5]. This approach has
been successfully employed to extract and pre-concentrate
several trace elements from a variety of matrices [6—9], inclu-
ding biological samples [10,11].

Method development for CPE requires the optimization of
several experimental parameters, such as pH and the concentra-
tions of chelating agent and surfactant. Traditional univariate
optimization might be a time-consuming and labor-intensive
procedure, requiring several experiments to be performed and
neglecting possible interactions between variables. Multivariate
optimization appears to be a more interesting and complete
alternative, allowing maximum information to be obtained due
to the possibility of evaluating interactions between variables. It
also represents a more economical approach, as the number of
experiments can be significantly reduced. One of the possibil-
ities is to use a Box—Behnken design, in which the number of
experiments (N) is defined by the equation N=k+k+ ¢p, Where
k represents the number of factors (parameters) involved in the
study and ¢, is the number of replicates of the central point.
Box—Behnken could be seen as a cube, consisting of a central
point and the middle points of the edges. However, it can also be
viewed as interlocking 2° factorial design and a central point
[12]. The use of Box—Behnken design has become of increasing
interest in the field of analytical chemistry, with application to
on-line pre-concentration systems [12], coal modeling [13],
capillary electrophoresis [14] and gas chromatography [15],
among others.

In this work, a CPE procedure using Triton X-114 as non-
ionic surfactant and O,O-diethyl dithiophosphate (DDTP) as
chelating agent was developed for the extraction of Cd and Pb
from undigested urine samples and their determination by
graphite furnace atomic absorption spectrometry (GF AAS).
The optimization of the experimental variables (concentration
of HCI, DDTP and Triton X-114) for the CPE will be described
using a Box—Behnken design with three variables.

2. Experimental
2.1. Instrumentation

All measurements were carried out using an AAnalyst 100
atomic absorption spectrometer (Perkin Elmer, Norwalk, CT,
USA), equipped with an HGA 800 longitudinally heated
graphite tube atomizer and an AS-72 autosampler (Perkin
Elmer). Deuterium-arc background correction was employed to
correct for non-specific absorption. All measurements were
performed using integrated absorbance (peak area). Hollow
cathode lamps for Cd and Pb (Perkin Elmer) were operated at
4 mA and 10 mA, respectively, with a spectral bandwidth of
0.7 nm. The selected wavelengths were 228.8 nm and 283.3 nm
for Cd and Pb, respectively. Aliquots of 20 uL of all samples
and calibration solutions were injected directly into the graphite
tube. Argon 99.996% (White Martins, Sdo Paulo, SP, Brazil)

was used as protective and purge gas. Pyrolytic graphite coated
polycrystalline electrographite tubes with total pyrolytic
graphite platforms (Perkin Elmer) were used throughout. The
graphite furnace temperature program for the determination of
both analytes is shown in Table 1.

2.2. Reagents, standards and reference materials

All chemicals were at least of analytical-reagent grade. Water
was de-ionized in a Milli-Q system (Millipore, Bedford, MA,
USA) to a resistivity of 18.2 M{ cm. Hydrochloric acid
(Merck, Darmstadt, Germany), methanol (Carlo Erba, Milan,
Italy) and nitric acid (Carlo Erba) were further purified by
double sub-boiling distillation in a quartz still (Kiirner
Analysentechnik, Rosenheim, Germany). Ammonium O,O-
diethyl dithiophosphate (DDTP, Aldrich Chemical Co., Mil-
waukee, WI, USA) and octylphenoxypolyethoxyethanol (Triton
X-114, Sigma, St Louis, MO, USA) were used as supplied.
Stock standard solutions containing 1000 mg L™ ' Pb and Cd
were prepared by dissolution of high purity Pb(NOs), and CdO
(SPEX, Eddison, NJ, USA), respectively, in 5% v/v HNO;.

Three urine control samples were used for accuracy check,
including Metalle U level 1 and level 2 Human Urine Control
(Medichem, Steinenbronn, Germany) and Seronorm Trace
Elements in Urine (Sero AS, Billingstad, Norway).

2.3. Treatment of platforms with permanent modifiers

The permanent modifier (Ru or Pd) was applied to the
platform by 20 consecutive injections of 25-pL aliquots of a
1000 mg L' Ru or Pd solution into the graphite furnace; each
injection was followed by a specific temperature program, as
described previously [16]. The procedure resulted in the
deposition of 500 pg of the modifier onto the platform surface.

2.4. CPE procedure

Urine control samples were reconstituted with exactly
5.0 mL of de-ionized water and left to stand for about
30 min. Aliquots of the reconstituted samples were directly
submitted to the CPE procedure. The pre-concentration
procedure started with the addition of HCI at the optimized
concentrations, 0.3 mol L™ for Pb or 0.5 mol L™ for Cd, to
aliquots containing between 25 and 100 pL of the reconstituted

Table 1
Temperature program for the determination of Cd and Pb in urine samples by GF
AAS following CPE

1

Stage Temperature/°C  Ramp/s Hold/s  Ar flow rate/mL min~
Drying 80 5 10 250
Drying 110 5 10 250
Pyrolysis 8002, 900° 5 25 250
Cooling 20 1 5 250
Atomization 16007, 1800° 0 5 0
Cleanout 2200 1 5 250

* Temperature for Cd.
® Temperature for Pb.
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sample, depending on the analyte concentration, in 15-mL
polypropylene flasks (Techno Plastic Products AG, Trasadin-
gen, Switzerland). A stock solution containing 5% m/v DDTP
was prepared in de-ionized water, and the ligand was added to
the samples until the optimum concentration, 0.7% m/v for Pb
or 1.00% m/v for Cd, was obtained. The optimized Triton X-
114 concentration, 0.40% m/v for Pb or 0.50% m/v for Cd, was
added to each mixture and the volume was completed to 14 mL
with de-ionized water. The resulting solution was heated to
50 °C in a water bath for 20 min. Phase separation was
accelerated by centrifuging the tubes at 3500 rpm for 20 min.
The flasks were immersed in an ice bath for 10 min, allowing
the elimination of the aqueous phase by simply inverting the
tubes. Any residual water was removed using a Pasteur pipette.
To reduce the viscosity of the surfactant phase prior to GF AAS
analysis, 500 uL of methanol acidified with 0.1 mol L™ ' HNO,
was added to the extract. Twenty-microliter aliquots of the
resulting solution were directly injected into the graphite tube
by means of the autosampler and submitted to the temperature
program shown in Table 1. Real urine samples obtained from
non-exposed volunteers have also been analyzed without prior
digestion. In this case, 500-uL aliquots have been submitted to
the same CPE procedure as described above. Spike recovery
tests were also carried out. In all cases, calibration was
performed by submitting aqueous standard solutions of Cd
and Pb to the same CPE procedure as described for the urine
samples.

2.5. Optimization strategy

First, the optimization of CPE components has been
evaluated by a two-level factorial design with a central point.
Afterwards, the response surface methodology with the Box—
Behnken design, involving the variables concentration of HCI,
concentration of DDTP and concentration of Triton X-114, has
been carried out. The analytical response used has been the
integrated absorbance. Experimental data have been evaluated
using the software Statistica 6.0. Both experimental designs
have been carried out using duplicate measurements.

3. Results and discussion
3.1. Pyrolysis and atomization curves

Pyrolysis and atomization curves were established using one
of the urine samples enriched with Cd (0.05 ug L™ ") and Pb
(1 pg L™ ") and submitted to CPE. Aliquots containing 20 pL of
the final extract in methanol were used for GF AAS analysis.

Pyrolysis temperatures below 600 °C resulted in significant-
ly lower precision, as the matrix could not be eliminated,
resulting in a high background signal that could not be
efficiently corrected by the deuterium background corrector.
Fig. la shows the pyrolysis and atomization curves for Pb in
urine submitted to CPE. Three modifiers have been tested in this
study: 500 pg Ru as permanent modifier, 500 pg Pd as
permanent modifier [17], and the addition of 10 ng Pd in
solution along with each sample injection. As can be seen in
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Fig. 1. Pyrolysis and atomization curves for Pb obtained after cloud point
extraction from: (a) urine sample enriched with 1.0 pg L™ ' Pb, and (b) aqueous
solution containing 1.0 pug L~' Pb. Atomization temperature employed for
pyrolysis curves: 1800 °C; pyrolysis temperature employed for atomization
curves: 800 °C.

Fig. 1la, significant thermal stabilization was achieved even
without the use of a modifier, as a pyrolysis temperature of
800 °C could be used without analyte loss. This is most likely
due to the presence of high levels of phosphate in urine and to
the added DDTP, which can both act as chemical modifiers as
reported previously [11]. The addition of Pd in solution to each
sample injection resulted in the formation of a precipitate in the
autosampler capillary tip, which was due to urine constituents.
In addition, the use of Pd in solution did not result in significant
thermal stabilization compared to the use of no modifier, as can
be seen in Fig. la. Similarly, the use of a graphite tube treated
with Pd as a permanent modifier was of no advantage either, as
the thermal stability was essentially the same as without mo-
difier. The best results were obtained using Ru as a permanent
modifier, which allowed a pyrolysis temperature of up to
1000 °C to be used without analyte loss. Under these con-
ditions, an almost background-free signal could be obtained,
improving precision. An atomization temperature of 1800 °C
was chosen based on the curve profile shown in Fig. 1a.

A similar evaluation was carried out using an aqueous
solution submitted to CPE, and the results are shown in Fig. 1b.
Although the use of Pd in solution in this case obviously did not
result in the formation of precipitates, and relatively high
thermal stabilization could be achieved, the use of a Ru-treated
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Fig. 2. Pyrolysis and atomization curves for Cd in enriched urine sample and in
aqueous solution submitted to cloud point extraction (0.05 pg L' Cd).
Atomization temperature employed for pyrolysis curves: 1600 °C; pyrolysis
temperature employed for atomization curves: 600 °C (without modifier) or
800 °C (with Ru permanent modifier).

tube resulted in higher sensitivity and also in good thermal
stabilization, similar to that observed for Pb in the urine sample
submitted to CPE. Ruthenium as permanent modifier was
therefore chosen for the determination of Pb in urine samples
after CPE with a pyrolysis temperature of 900 °C.

Pyrolysis and atomization curves for Cd have been
established in the same manner as described above for Pb,
except that Ru as a permanent modifier was the only modifier
tested for an aqueous solution and a urine sample submitted to
CPE, as shown in Fig. 2. The use of Ru as a permanent modifier
for Cd determination has already proved to be efficient in
previous works [18—20]. The effect of the matrix on the thermal
stabilization of Cd was particularly pronounced, as without a
modifier a pyrolysis temperature of up to 900 °C could be used
for urine samples, which is quite unusual for Cd. In an aqueous
solution submitted to CPE, however, a significant loss of Cd
was observed already at a pyrolysis temperature of 700 °C,
demonstrating that the components of the urine matrix are in
fact responsible for the thermal stabilization of Cd up to an
additional 200 °C. DDTP is also responsible for the thermal
stabilization of Cd, as in an aqueous solution significant losses
can be detected already at pyrolysis temperatures above 300 °C,
while for Cd submitted to CPE significant losses occur only
above 600 °C, i.e., with 300 °C gain in thermal stability. The use
of Ru as a permanent modifier allowed pyrolysis temperatures
of up to 1000 °C and 900 °C to be used for Cd in the urine
sample and in aqueous solution submitted to CPE, respectively.
As a compromise, a pyrolysis temperature of 800 °C was
adopted for further experiments; the selected atomization
temperature was 1600 °C.

3.2. Complexation conditions
In order to perform a preliminary analysis of the significance

of the experimental variables, a full factorial design in two
levels with duplicate measurements and a central point in

triplicate measurements was carried out. Four factors were
evaluated, including the concentration of DDTP, HCI and Triton
X-114 and the presence of the urine sample submitted to CPE,
which will be from here on denominated as the “sample”
parameter, for simplification purposes. The sample parameter
involved the comparison between the signal obtained for an
aqueous solution containing the analytes and a real urine sample
enriched with the same analyte concentration. This variable was
also evaluated to assure that calibration against aqueous
standards submitted to CPE would be feasible. The minimum
level (=) for this factor was taken as an aqueous solution
containing 2.0 pg L™ Pb and 0.01 pg L' Cd submitted to
CPE, and the maximum level (+) consisted of a 500-pL aliquot
of urine submitted to CPE, containing the same concentrations
of Pb and Cd. A central point was included in the matrix of the
experimental design to obtain an estimate of the variance and to
check the linearity loss between the chosen levels for each
variable. Table 2 contains the minimum and maximum levels
for the variables studied using factorial design. The central point
was taken as the arithmetic mean between minimum and
maximum level values for each variable.

Treatment of the obtained data using analysis of variance
(ANOVA) and statistical probability (»p=0.05) resulted in the
Pareto chart shown in Fig. 3. Fig. 3a shows that the only main
effects that are statistically significant for Pb are DDTP and
Triton X-114 concentrations, while Fig. 3b shows that three
main effects are statistically significant for Cd. In addition, the
curvature parameter, as shown in Fig. 3, was also found to be
statistically significant, indicating that there is no linear rela-
tionship between the minimum and maximum levels selected
for all or some of the experimental variables evaluated. This is
an indication that further optimization should be carried out by
means of an experimental design where at least three levels of
each variable are evaluated, i.e., a response surface methodol-
ogy. However, one of the most important results that can be
taken from the Pareto charts in Fig. 3 is the effect of interaction
between variables. For both analytes, several interactions were
found to be of statistical relevance, indicating that an individual
evaluation of parameters (univariate optimization) would not be
appropriate as it would provide no information on interactions.
Another important aspect is that the main effect of the variable
“sample” was found to be not of statistical significance, which
suggests that there is no significant difference at a 95%
confidence level in the sensitivity obtained for the same
concentration of Cd and Pb in a urine sample and an aqueous
solution when both are submitted to CPE. This indicates the
feasibility of carrying out calibration against aqueous standards

Table 2
Factors and levels used in the multivariate optimization
Variable Low (-) High (+) Central point (0)
DDTP conc./% m/v 0.01 1.00 0.50
HCI conc./mol L™} 0.01 0.63 0.32
Triton X-114 conc./% m/v 0.1%0.0°  1.1%0.6°  0.6%0.3°
Sample volume (urine)/mL 0 0.5 0.25
* For Cd.
® For Pb.
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Fig. 3. Pareto charts obtained for interaction in pairs between the variables
involved in cloud point extraction: (a) Pb and (b) Cd.

submitted to CPE and demonstrates that urine samples can be
directly submitted to CPE without any previous acid digestion,
etc., eliminating all problems associated to it, such as time
consumption and potential sample contamination or analyte
loss.

In spite of the fact that the presence of urine sample alone did
not affect the response significantly in the procedure within the
range studied, all interactions involving this variable for Pb
were statistically significant, as seen in Fig. 3a, requiring a more
detailed evaluation to be carried out. For Cd, no interactions
with the variable sample were statistically relevant, but an
optimization procedure similar to that performed for Pb was
also carried out, to assure that similar responses could be
obtained.

Based on the results obtained by factorial design experi-
ments, the optimization was carried out using a response surface
methodology with Box—Behnken design. Three variables were
considered and simultaneously evaluated, concerning the
concentrations of Triton X-114, HCI and DDTP. The optimi-
zation was carried out in parallel for Cd and Pb in urine samples
submitted to CPE and in aqueous solutions, submitted to the
same procedure. A total of 15 experiments were carried out in

duplicate for each analyte and each matrix. Box—Behnken
design allows developing a mathematical model of the
analytical response as a function of the variables under eval-
uation. A quadratic equation is obtained, from which a critical
point (maximum, minimum or saddle) can be calculated. Alter-
nately, the critical point could also be chosen visually from the
response surface.

The critical points can be determined as the points where the
partial derivatives from the mathematical equations assume a
null value. Therefore, from each of the equations, a total of three
partial derivative equations can be taken, and each one will
result in the value for maximum signal for one of the parameters
involved (DDTP, HCI and Triton X114 concentrations). These
values are shown in Table 3.

The equation systems obtained for Pb and Cd show that the
critical points in fact correspond to maxima, therefore
generating response surfaces with a maximum region visible.
Fig. 4 shows the response surfaces obtained for Pb in the urine
sample (Fig. 4a—c) and in aqueous solution (Fig. 4a’—c’)
submitted to CPE. The behavior in both cases is quite similar,
resulting in response surfaces with coincident maximum
regions, confirming that similar optimum concentrations could
be used for the analytes in both media. Hence, calibration
against aqueous standards submitted to CPE is a feasible
approach.

In all studies, the concentration of DDTP was found to be
significant, as seen in Fig. 4a and a’ and Fig. 4b and b’, which is
in agreement with the results of the factorial design, as shown
by the Pareto chart in Fig. 3a. It can clearly be seen that there is a
maximum for DDTP concentration around 0.7% m/v. The
concentration of Triton X-114 is also a significant parameter, as
seen in Fig. 4b and b’ and in Fig. 4c and ¢’. For a low con-
centration of Triton X-114, the signal is significantly lower
probably due to poor extraction efficiency, while for elevated
concentrations the analyte is more diluted in the surfactant-rich
phase, and the dilution effect compensates for potentially higher
extraction efficiency. It can also be seen from Fig. 4b and b’ that
there is a considerable interaction between the concentrations
of DDTP and Triton X-114, as both are closely related to the
extraction efficiency and, therefore, to the sensitivity for the
CPE procedure. The only parameter that did not show a sig-
nificant influence was the concentration of HCI. Although
complex formation with DDTP occurs usually in acidic media,
the signal was rather independent of the HCI concentration in
the studied interval. Nevertheless, to assure efficient analyte
extraction avoiding formation of precipitates or adsorption on

Table 3
Conditions for maximum integrated absorbance obtained from Box—Behnken
design for parameters involved in CPE

Parameter Pb Cd
Urine Aqueous Selected Urine Aqueous Selected
solution solution
DDTP/% m/v  0.70  0.77 0.70 246 093 1.00
HCl/mol L™! 0.28 027 0.30 034 043 0.50
TX-114/% m/v 040 0.4l 0.40 0.57  0.53 0.50
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Fig. 4. Response surfaces obtained from Box—Behnken design for Pb in urine samples (a—c) and in aqueous solutions (a’—c’), after cloud point extraction.

tube walls, an HCI concentration of 0.30 mol L™ ' was chosen,
also because the signal in this region of the response surface
exhibited a maximum.

The response surfaces obtained for Cd (Fig. 5) show the
effect of the CPE variables for urine and aqueous solution.
Although the regions of maximum signal for Cd in urine
samples in Fig. 5a and b are not as clearly visible as for the
corresponding surfaces obtained for aqueous standards submit-
ted to CPE (Fig. 5a’ and b’), the maximum region is coinciding
for both media, indicating that calibration against aqueous
standards submitted to CPE can be used for Cd determination.
The effect of increasing DDTP concentration on the analytical
signal is quite pronounced for Cd in the urine sample, hence the

optimum concentration value was visually chosen by interpre-
tation of the maximum region in Fig. 5a and b. For Cd in
aqueous standards submitted to CPE, the maximum region
is also well defined. Unlike what has been seen for Pb, Fig. Sa,
c, a’ and ¢’ show that HCl is in fact a statistically significant
parameter for Cd in urine and aqueous solution, with increasing
analytical signal as the HCI concentration increases up to about
0.4 mol L™ '. The signal decrease for higher HCI concentrations
can be at least in part explained by the formation of charged
chloride complexes, reducing the extraction efficiency. Fig. Sc
and ¢’ also demonstrate the significant interaction between
Triton X-114 and HCI, which is in agreement with the results
from the factorial design, shown in Fig. 3b.
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Fig. 5. Response surfaces obtained from Box—Behnken design for Cd in urine samples (a—c) and in aqueous solutions (a’—c’), after cloud point extraction.

Table 3 shows the optimum conditions obtained from the
partial derivatives for Cd and Pb in the urine sample and in
aqueous solution submitted to CPE. The use of these conditions

Table 4

Figures of merit obtained for the determination of Cd and Pb in urine samples by
GF AAS following CPE with calibration against aqueous standards submitted to
CPE (EF=enhancement factor; LOD=limit of detection; R=linear correlation
coefficient; my=characteristic mass)

Pb cd
LOD/ng L' 40 2

EF 16 16

R 0.9996 0.9971
Slope/s L ug ™! 0.10 2.73

my/pg 0.5 0.03

results in maximum response (i.e., maximum sensitivity),
according to the equations or according to visual selection in
the case of the optimum DDTP concentration for Cd in the urine
samples.

Table 5
Concentrations (ug L") obtained for Cd and Pb in urine control samples
submitted to cloud point extraction (n=5, Student’s ¢ for 95% confidence level)

Sample Pb Cd

Reference Found Reference Found
Metalle urine level 1~ 130 (98-162) 147+1.2 13 (10-16) 14£0.3
Metalle urine level 2 80 (62—98) 68+1.6 8(6.14-9.86) 7.5+£0.6
Seronorm urine 91.1+7 90+1.4 5.06+0.22 4.5+0.1
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Table 6
Results (ug L™ ") obtained for the analysis of urine samples from volunteers and spike recovery data for Cd and Pb after CPE (n=5; Student’s 7 for 95% confidence
level)
Sample Pb Cd
Determined /g L™ Determined */ug L' Recovery/% Determined /g L™ Determined */ug L' Recovery/%
1 0.86+0.22 2.93+0.07 103 <0.002 0.053+0.001 106
2 0.45+0.15 2.52+0.05 104 0.051+0.019 0.102+0.002 98
3 0.14+0.09 2.30+0.07 108 <0.002 0.053+0.002 105
4 0.45+0.13 2.62+0.03 109 <0.002 0.055+0.003 110
5 0.056+0.002 1.97+0.05 96 <0.002 0.053+0.004 106

# Without spiking.
° After spiking (2.0 ug L™' Pb and 0.05 ug L' Cd).

3.3. Figures of merit and results

The figures of merit are given in Table 4. The enhancement
factor, calculated as the ratio between the slopes of a calibration
curve for the analyte submitted to CPE and a curve without pre-
concentration, indicates a 16-fold improvement. Detection
limits at the ng L™ level were determined for both analytes,
calculated from the ratio of 3 times the standard deviation of ten
blank readings and the slope of the calibration curve,
demonstrating the high sensitivity of the procedure. Calibration
for both analytes was performed with aqueous standards sub-
mitted to the same CPE procedure as the urine samples, as
justified by the multivariate optimization.

Good agreement between reference and determined values at
a 95% statistical confidence level was obtained for both analytes
and in all three urine control samples, as shown by the results in
Table 5. Urine samples from volunteers without evident
exposure to sources of Pb or Cd have also been analyzed, and
the results can be found in Table 6. The natural Pb con-
centrations could be determined in all urine samples using CPE,
while only one of the samples had a detectable Cd concentra-
tion. Spike recovery tests have also been performed using the
real samples, and recoveries in the range 96-110% were ob-
tained, demonstrating good accuracy of the method and the
capability to determine Cd and Pb at trace levels in urine
samples. The method has proved to be a reliable and sensitive
approach to determine Cd and Pb in urine samples, particularly
when compared to other procedures involving ‘direct’ analysis,
which often require relatively complex dilution procedures and
result in a reduction in the detection power [21,22]. Typically
1-3 orders of magnitude better detection limits can be obtained
using CPE [17,21,22], in addition to the benefits associated to
the matrix separation, reducing the risk of interference and,
therefore, avoiding complex calibration procedures.

4. Conclusions

The developed procedure using CPE and GF AAS has
proved to be a versatile, simple and accurate means of de-
termining Cd and Pb at trace levels in certified and ‘real” urine
samples using calibration against aqueous standards submitted
to CPE. The fact that no treatment of the urine samples was
necessary prior to CPE certainly is a great advantage of the
method, particularly concerning time saving and reduction in

the risk of analyte loss and/or contamination. The use of DDTP
as chelating agent and Triton X-114 allowed a satisfactory
enrichment factor and low detection limits to be obtained,
demonstrating the high sensitivity of the method. The use of Ru
as a permanent modifier improved thermal stability for both
analytes, avoiding erroneous background correction due to
elevated background levels. Finally, multivariate method op-
timization using factorial and Box—Behnken design has proved
to be an extremely valuable tool, allowing accurate optimum
values of experimental parameters to be determined as well as
the possibility to evaluate the interaction between variables with
a reduced number of experiments. This same approach may
probably be successfully extended to the determination of other
analytes in urine.
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