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DECOMPOSICAO EM LINHA DE AMOSTRAS DE INTERESSE
CLINICO COM EMPREGO DE FORNO DE MICROONDAS E
SISTEMA DE FLUXO

Autor: Luciana Melo Coelho
Orientador: Prof. Dr. Marco Aurélio Zezzi Arruda

RESUMO

Foi proposto o acoplamento de um sistema de fluxo em um forno de
microondas caseiro para a decomposi¢do em linha de amostras de urina e
posterior determinagiio de Ca e Mg por espectrometria de absorgfio atdmica
(FAAS).

As varidveis que foram investigadas no intuito de otimizar o
procedimento de decomposigdo foram: a concentragdo do HNO; (0 - 4,0
molL™"), o volume de amostra injetada no sistema de fluxo (150 - 400 uL), a
poténcia do forno (0 - 100 %) e o tempo de atuagdo das microondas (0 - 6
min). Pelo estudo da quantidade de amostra injetada no sistema de fluxo e o
efeito da poténcia, observou-se que o melhor resultado, tanto para Ca como
para Mg, foi empregando 200 pl e poténcia méxima (659 W). O uso do
HNO; na concentragdo de 1,0 mol L™ mostrou-se eficiente, além de ser uma
condigio menos drastica de decomposi¢io, minimizando a contaminagdo do
meio ambiente e 0 uso do préprio 4acido. Para a varidvel tempo, o melhor
resultado encontrado foi aquele quando as microondas atuavam por 1 minuto.

O método apresentou uma precisdo para o calcio, expressa como desvio
padréo relativo (RSD), de 1 % (n = 12) para a repetibilidade e 11 % (n = 10)
para a reprodutibilidade. Para o magnésio, esses mesmos fatores foram 3 %
(n=11) e 11 % (o= 12), respectivamente.
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As amostras de urina apresentaram-se estiveis por até 48 horas,
sofrendo apenas refrigeragio. Houve uma diferenga significativa da
quantidade de Ca presente nas amostras, quando fez-se o estudo dos diferentes
tipos de coletas, onde as amostras coletadas por um periodo de 24 horas
apresentaram os maiores valores (496,07 mg L") quando comparado com a
amostra coletada ao se levantar (402,45 mg L7). Em relagdo ao Mg, sua
concentragdo foi praticamente a mesma, mudando-se o tipo de coleta (47,97
mg L e 47,23 mg L para a coleta realizada ao se levantar e 24 horas,
respectivamente). \

Foram realizadas algumas comparagBes dos resultados empregando a
técnica espectrometria de emissdo 6tica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES). Todas as amostras passaram por um tratamento estatistico, onde
foi executado um teste ¢ pareado e os resultados obtidos apresentaram um grau
de confianga de 95 % para todas as amostras. '
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ON-LINE CLINICAL SAMPLE DECOMPOSITION
EMPLOYING MICROWAVE OVEN AND FLOW
SYSTEM

Author: Luciana Melo Coelho
Adviser: Prof. Dr Marco Aurélio Zezzi Arruda

SUMMARY

The coupling of a flow system to a household microwave oven was
proposed for on-line urine sample decomposition with posterior Ca and Mg
determination by flame atomic absorption spectrometry (FAAS).

The variables investigated in the optimization for decomposition
process were: HNO; concentration (0 - 4,0 mol L), sample injection volume
(150 - 400 ul), microwave power (0 - 100 %) and microwave actuation time
(0 - 6 min.). Based on the injected sample volume into the flow system and the
power effect, the best results achieved for Ca and Mg, were 200 pl for
injected volume and 659 W for maximum power. The use of HNO; in the 1
mol L” concentration was efficient, being less drastic condition for
decomposition process, minimizing the environment contamination and the
use of nitric acid. When the time was evaluated for microwave application, the
best result achieved was 1 min.

The proposed method presented a good precision for calcium (expressed
as RSD) of 1 % (n = 12) for repeatability and 11 % (n = 10) for
reproducibility. For magnesium, these factors were 3 % (n=11) and 11 %
(n=12), respectively. |

The urine -samples were stables up to 48 h, only using refrigeration

process. There were significant differences in the Ca concentration present in

ix
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the samples, when different types of urine sampling were studied. The
collected samples for a period of 24 h showed higher values (496.07 mg L)
when compared with sample collected at the moming (402.45 mg L™). For
magnesium its concentration was almost the same when different collecting
types were applied (47.97 mg L™ and 47.23 mg L for sampling made in the
morning and for 24 h, respectively).

An alternative technique (ICP-OES) was used for accuracy check. A
test £ was applied for all samples and the results were not different at 95%
confidence level.
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1. INTRODUCAO

Cada vez mais a Quimica Analitica desempenha um papel de destaque,
pois mais e melhores testes sdio desenvolvidos, particularmente nos
laboratérios clinicos e naqueles voltados a an4lise ambiental [1]. Sendo assim,
uma das tendéncias da Quimica Analitica é o uso de novas fontes de energia,
como as microondas, para facilitar e acelerar o preparo de amostras [2].

Os métodos de tratamento de amostras que utilizam fornos de
microondas baseiam-se na decomposigio do material através da irradiag&o por
ondas eletromagnéticas. Neste caso, materiais que sdo dificilmente dissolvidos
por reagentes 4cidos/oxidantes e aquecimento convencional, podem ser
facilmente solubilizados [3].

As vantagens oferecidas pela decomposi¢io de amostras com fornos de
microondas s3o amplamente demonstradas e mmitos métodos tem sido
descritos [4], com aplica¢do, por exemplo, em fluidos biologicos [5 - 10].

O emprego de fornos de microondas juntamente com sistemas de fluxo
para a decomposigdo de amostras em linha pode ser de grande ajuda, pois,
pode-se obter mais informagdes analiticas com menos esforgos, além do custo
por analise ser drasticamente reduzido pois, na maioria dos casos, somente
poucos microlitros de amostra e reagentes s50 necessarios [11].

A mecanizagio do processo analitico apresenta uma alternativa
extremamente atrativé, pois os erros provenientes da atuagio humana e a
periculosidade s3o bastante reduzidos [11].

‘Os métodos clinicos de rotina necessitam de exatiddo, precisio,
simplicidade e, principalmente, rapidez, devido a alta demanda de anslises. A
quantidade de -amostra empregada para anilises deve ser pequena,

especialmente para pacientes como recém - nascidos e criangas, ou quando
1



o

necessita-se realizar testes confirmatérios [12]. Dentro desse comtexto, os
sistemas de fluxo sdo adequados para a 4rea clinica, uma vez que apresentam
alta velocidade analitica, aliada & simplicidade, além da manipulacdo das
amostras ser bastante reduzida.

A importincia em se fazer anilises de amostras de urina é devido a
possibilidade de obtengdo de um grande ntimero de informacdes de forma
rapida e econémica. E pelo exame de urina que se pode fazer o diagnéstico de
doengas renais ou do trato urindrio, além da detecgdo de doengas metabdlicas
ou sistematicas n3o relacionadas com o rim para, consequentemente, realizar o
tratamento adequado. Além disso, a amostra de urina ¢ um liquido tissular de
bidpsia do trato urindrio obtido sem dor [13].

2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi o de propor o acoplamento de um
sistema de fluxo em um forno de microondas caseiro. Todo o fincionamento
do sistema, com exce¢io da injegdio das amostras, foi controlado por um
microcomputador, para o tratamento mecanizado e em linha de amostras de
interesse clinico (urina). As melhores condigdes para a decomposi¢do foram
determinadas e, posteriormente, clcio ¢ magnésio foram quantificados por
espectrometria atomica (FAAS).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Teoria das microondas

No espectro eletromagnético, a regifio das microondas localiza-se entre
a radiagio do infravermelho e a radiagdo das ondas de radiofreqiiéncia, e
corresponde a comprimentos de onda entre 0,1 a 100 cm (freqiiéncias de 3 x
10° - 300 MHz, respectivamente). Os comprimentos de onda entre 1 €25cm
sd0 extensivamente usados em radioastronomia, radiometeorologia, navegagdo
¢ transmissio de radares, e o restante & empregado em telecomunicagdes,
fornos de microondas, industria alimenticia, entre outros [14].

Durante a Segunda Guerra Mundial, o desenvolvimento de radares
estimulou o crescimento da tecnologia das microondas, e J4 nesta época,
existia uma grande preocupagdo sobre possiveis perigos das microondas sobre
a saiide. Cronologicamente, os geradores de microondas foram a primeira
fonte de radiag¢@o nio-ionizante [14].

As microondas constituem uma radiagdo eletromagnética nio ionizante
que provoca movimento das espécies em solugdo pela migracfio de ions e/ou
rotagdes de dipolo, causadas pelo elevado niimero de vezes em que o campo
eletromagnético se alterna (em um forno de microondas caseiro, por exemplo,
isso ocorre 4,9 x 10° vezes por segundo). Devido a esse mecanismo de “stress”
induzido, ocorre o aquecimento, sendo que o mesmo ndo ¢ produzido por
fonte externa de aquecimento, mas sim pela interagdo entre as microondas e as
moléculas da amostra. Fica claro que, para que haja aquecimento, é necessario
a presénga de moléculas polares e jons em solugdo. A energia tipica que um
sistema de microondas irradia é de 600 - 700 W. Desta forma, em cinco

minutos, aproximadamente 43 Kcal podem ser fornecidas por um forno de
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microondas para o preparo de amostras. A freqiiéncia de 2450 + 13 MHz é a

mais comum, inclusive sendo usada nos fornos de microondas caseiro [3].
3.2 Fornos de microondas

Existem dois tipos de fornos de microondas que sdo empregados em
laboratério para o preparo de amostras: os que utilizam frascos fechados a
pressdes elevadas (8,1 x 10*a 20,3 x 10* atm) e os de frascos abertos a pressdo
atmosférica. Nos sistemas de frascos fechados a energia das microondas é
dispersa por toda a cavidade, enquanto que nos sistemas abertos a energia é
focalizada na parte do frasco de decomposi¢fo contendo a amostra [4, 15].

O preparo de amostras por microondas através do sistema focalizado
oferece virias vantagens: operagdo a pressdo atmosférica, variedade de
reagentes que podem ser usados, bem como a possibilidade de automagio.
Este sistema permite que varios frascos, contendo diferentes amostras, tenham
tratamentos programados em cada frasco [16] e possui a capacidade de
acomodar até 10 g da amostra [17].

O preparo de amostras utilizando frascos fechados possui algumas
vantagens como: quantidade minima de amostras e reagentes, reduz problemas
associados como perda do analito ¢ contaminagdo tanto atmosférica como do
proprio frasco de preparo [18]. O tempo de decomposicdo e os riscos ao
operador sio bastante minimizados nesses dois sistemas.

Um aparetho de microondas tipico usado no aquecimento de amostras
(Figura 1) consiste de seis componentes basicos: o gerador de microondas
(chamado de magnetron), o guia de ondas, a cavidade do forno, o agitador
(para espalhar as ondas), um circulador e um exaustor de ar [3].
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As microondas sdo produzidas pelo magnetron, propagadas através do
guia de ondas e inseridas diretamente na cavidade do forno onde o espalhador
as distribui em vérias diregdes, sendo, entdo, absorvidas pelas moléculas das
amostras ¢ dos solventes [3].

guia de onda

C e ———

i

magnetron

carrossel
Figura 1: Esquema de um forno de microondas convencional.

3.3 Aplicaciio dos fornos de microondas

A utihidade dos fornos de microondas na Quimica Analitica est4d cada
vez mais evidente. Existem somente 7 citagdes sobre o uso de fornos de
microondas na década de 70. As publicagdes aumentaram para 132 nos anos
80 e para 166 referéncias somente nos primeiros quatro anos na década de 90
[19].

Muitas aplicagGes para materiais biologicos em sistemas fechados sobre
pressdo ¢ em sistemas abertos 4 pressdo atmosférica tem sido descritos. Os
reagentes mais comuns para esses materiais sio: HNOs, HCI, H,SO4 e H,0O,
[15].
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A maioria dos métodos empregados para a determinag¢io de macro e
micro elementos em amostras sélidas e liquidas requer algum pré-tratamento
para obter o elemento na forma satisfatéria para posterior andlise, ¢ desta
forma, o preparo de amostras é uma das ctapas cruciais [20]. Esta etapa
preliminar ¢ usualmente responsével por emros devido a contaminagio
proveniente dos reagentes ¢ do meio ambiente, perda do elemento por
volatilizagdo (por exemplo, Pb, Se, Cd), além de ser uma etapa que consome
tempo (ca. de 70 - 95 % do tempo que compreende todo o processo analitico)
[21].

Idealmente, um procedimento de decomposi¢do de uma amostra deve
apresentar simplicidade, rapidez, utilizar pequenos volumes de 4cidos,
- permitir a decomposi¢io de um grande niimero de amostras, permitir a
determinagfio de muitos elementos numa mesma amostra decomposta e,
finalmente, produzir resultados exatos e precisos [11]. O preparo de amostras
assistida por microondas, atende em grande extensio, a essas necessidades.

Abu-Samra e colaboradores [22] foram os primeiros a descrever o uso
de um forno de microondas para dissolugdo de amostras. Eles usaram uma
mistura de HNO; e HCIO, para oxidar amostras biologicas em frascos de
erlenmeyer de 125 mL, empregando um forno de microondas caseiro. Desde
entdo, varios artigos tém sido publicados envolvendo o uso da radiagdo das
microondas como fonte de energia para promover a dissolugdo 4cida de vérios
tipos de amostras, como materiais boténicos, biologicos e geolbgicos [23].

Kingston e Jassie [5] empregaram um forno de microondas
convencional com frascos de alta pressdo para decomposi¢io 4cida de
amostras boténicas e bioldgicas. As amostras de urina humana (SRM) foram
reconstituidas pesando-se uma aliquota de agua, seguida pela adigio de uma
quantidade de vanadio-50 ¢ evaporada até a secura. Uma quantidade de 5 mL
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de HNO; concentrado foi adicionada e os frascos fechados com a ajuda de um
torquimetro. Oito amostras foram decompostas simultaneamente por 2,5
minutos a 100 % de poténcia e, em seguida, por 3,5 minutos a 80 % de
poténcia. Para avaliar a eficiéncia da decomposigio, a quantidade de
aminodcidos foi determinada antes e ap6s o uso do forno. Os aminoscidos
presentes nas amostras de urina apresentaram um fator de redugdio de 10°
vezes apos a decomposigio.

Kojima e colaboradores [24] usaram um fomo de microondas com
frascos fechados para a decomposi¢iio de amostras biolégicas ¢ boténicas.
Uma quantidade de 100 mg da amostra foi decomposta pelo forno, juntamente
com uma mistura de 2 mL de HNO;, 0,3 mL de HCIO,, 0,15 mL de HCl e
0,15 mL. de HF. A decomposi¢io foi completa em 15 minutos e oito
elementos, entre eles Ca e Mg, foram determinados em materiais de referéncia
padrio (figado bovino, moluscos, pimenta e folhas de chd). Segundo os
autores, esse sistema pode ser aplicado para a decomposi¢cio de amostras
s6lidas contendo silica.

Krachler e colaboradores [7], determinaram nove elementos em
amostras de urina por ICP - MS. Foi efetuada uma comparagfio entre as
amostras que foram diluidas com 4gua desionizada, com as decompostas, ou
por um forno de microondas ou utilizando a radiagfio ultra-violeta (UV). Em
termos de quantidade de matéria orginica convertida em CO, e H,0, a
decomposigdo assistida por microondas em frascos pressurizados produziram
os melhores resultados, além do tempo de decomposiciio ter sido menor do
que 30 minutos. Para a radiagdo com UV, os melhores resultados foram
obtidos empregando tempo de 90 minutos. No caso das amostras que sofreram
apenas diluigdo, estas nfo apresentaram estabilidade do sinal analitico e,
freqiientemente, os limites de determinagéio foram comprometidos.
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3.4 Sistemas mecanizados/robotizades acoplados a fornos de microondas

A hifenagfo de fornos de microondas com sistemas de fluxo pode ser de
grande ajuda na decomposigio de amostras em linha, uma vez qué ¢ possivel
.obter mais informagdes analiticas com menos matenal, tempo, esforgos e
recursos econdmicos. Além disso, o tempo total da decomposigio pode ser
diminuido, principalmente pelo fato de n3o haver necessidade de esfiiar o
reator de digestio, como ocorre quando se empregam frascos fechados. De
- uma maneira geral, o forno de microondas ¢ incorporado a um sistema de
fluxo sendo que a amostra decomposta é coletada em ﬁ'ascps abertos para
subsequente anilise, com o emprego de alguma técnica analitica ou levada
diretamente ao detector acoplado em linha com o forno f11].

O primeiro trabalho sobre sistemas de fluxo acoplado a um forno de
microondas para o preparo de amostras, foi proposto por Burguera e Burguera
[8], onde foram decompostas amostras de sangue para posterior determinaggo
de Cu, Zn e Fe por FAAS. As amostras injetadas (60 - 100 pl) foram
decompostas empregando um forno de microondas caseiro com poténcia
mixima de 700 W, e uma mistura de 100 pl. de HNO; e HCI nas
concentragdes de 0,4 mol L ¢ 0,3 mol L, respectivamente. Cerca de 80
amostras h™ eram decompostas nesse sistermna.

| Carbonell e colaboradores [25] empregaram um forno de microondas
caseiro acoplado a um sistema de fluxo para determinagio em linha de
chumbo em amostras sélidas na forma de suspensdio. A decomposigio foi
realizada em 5 minutos 4 poténcia m4xima (650 W) e durante este periodo,
padrdes de chumbo eram injetados e conduzidos para o sistema de detecgdo
(FAAS). Uma bobina imersa em um banho de gelo, a qual foi colocada apés o

forno de microondas, foi eﬂlpregada para permitir a condensagdo do vapor
8
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formado. Os resultados obtidos mostraram boa concordéncia com 0 método
fora de linha. )

Virios esforgos tém sido feitos para automatizar o preparo de amostras.
Torres e colaboradores [2] propuseram um método de determinagio de
elementos trago em solos com decomposicdo assistida por um forno de
microondas focalizadas. Todo o processo, desde a pesagem das amostras até o
processamento dos dados foi realizado por um robé e o tempo de tratamento
das amostras foi drasticamente reduzido de 2 horas para 3 minutos.

Um sistema de decomposicio em linha empregando um forno de
microondas e posterior determinagio de aluminio em crustaceos por
espectrometria de absorgdo atémica com atomizag3o eleu'otérrﬁjca (ETAAS)
foi desenvolvido por Arruda e colaboradores [26]. As varidveis, como, tempo
de decomposigso, concentragdo de 4cido nitrico e poténcia do forno de
microondas foram otimizadas e as melhores condi¢gdes encontradas foram 2
minutos, 2 mol L' e 600 W, respectivamente. Este sistema permitiu o
tratamento seqiiencial de diferentes amostras.

Pereira-Filho e colaboradores [27] desenvolveram um sistema de fluxo
para o preparo em linha de amostra na forma de suspensdo com posterior
determinagdo de ferro por espectrofotometria. Tempos de decomposiggo de 10
min foram necessarios para as amostras de ostras e 20 min para as amostras de
molﬁscos e peixes, resultando numa velocidade analitica de ca. 5 ¢ 3 amostras
por hora, respectivamente. Neste sistema, algumas operagdes, como por
exemplo, 0 acionamento da valvula de aprisionamento das amostras, eram
controladas por um computador. O forno de microondas nio sofreu nenhuma
modificagéo nos seus componentes eletronicos;

Oliveira e Fatibello-Filho [28] determinaram fésforo total por
espectrofotometria em amostras alimenticias, A decomposi¢do em linha foi

9
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conduzida empregando um forno de microondas com 1000 W de poténcia. A
mescla amostra (20 pL) ¢ HNO; concentrado (65 pL) foi conduzida para a
bomba de decomposigfio localizada no interior do forno, e apds o tempo de
irradiagdio (30 seg), a amostra decomposta foi processada em um fluxo
reverso, seguido da adi¢io de alguns reagentes, como por exemplo, acido
ascorbico, ¢ conduzida para o detector. Esse sistema apresentou uma
velocidade analitica de 16 amostras hl, além de minimizar o consumo de
amostras e reagentes.

Um forno de microondas caseiro foi empregado para a decomposigio
em linha de amostras de sucos de cana de agtcar para determinacio de
glucose e frutose. Um volume de 50 pl da amostra diluida foi inserida no
sistema de fluxo e decomposta a uma poténcia de 700 W. Aproximadamente
70 amostras b eram decompostas nesse sistema [29].

Os procedimentos de decomposi¢@io em linha assistida por microondas
tem tornado possivel o desenvolvimento de sistemas de fluxo automatizado
para o tratamento de amostras liquidas como agua, urina e sangue [235, 30 - 32]
por diferentes técnicas de absorggo atomica.

Um procedimento automatizado empregando um forno de microondas e
sistema de injegdo em fluxo foi proposto por Burguera e colaboradores [33]
para a determina¢do de Fe e Zn em tecido adiposo por espectrometria de
absorcdo atdmica com atomizagdo eletrotérmica. A decomposicdo das
amostras (ca. 20 a 30 mg) foram realizadas com uma mistura de H,SO, 2,0
mol L) e HNO; (1,0 mol L) na razdo de 4:1, 4 poténcia de 40 W. Uma
c¢lula de difusio de gis permitiu a degaseificagdo das amostras decompostas
removendo o gas gerado durante a etapa de decomposi¢do. As principais
vantagens deste método foi a determinagiio exata e precisa de Fe ¢ Zn em

tecido adiposo através do emprego de um sistema totalmente fechado com um
10
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minimo de manipulagdo das amostras, minima contaminagiio do meio
ambiente ¢ minima atengdo do operador. Excelentes recupera¢des, maiores
que 90, %, foram obtidas para todos os elementos. '

3.5 Hifenaciio dos fornes de microondas e sistemas de fluxo para a
decomposicdo de fluidos biolégicos

A partir do primeiro trabalho de acoplamento de um sistema de fluxo 3
um forno de microondas, proposto por Burguera e colaboradores [8], diversos
sistemas tem sido desenvolvidos e aplicados para diversos tipos de amostras,
como por exemplo, amostras de 4guas, efluentes, plantas, tecidos biol6gicos,
fluidos biologicos, bebidas, frutas, materiais de referéncia e amostras
geologicas [30, 31, 34 - 36].

Matusiewicz e Sturgeon [9] realizaram um estudo comparando duas
técnicas de decomposigio assistida por microondas: um sistema de
decomposigio em linha e um sistema de microondas focalizadas a elevadas
pressbes e temperaturas. Para verificar a eficiéncia das decomposigdes, a
quantidade de carbono residual total presente nas amostras, foi determinada
antes ¢ apds o emprego das microondas. As amostras utilizadas neste estudo
foram materiais biologicos de referéncia (como por exemplo, tecido de ostra
SRM 1566a e figado bovino SRM 1577), além de urina humana e detritos de
efluentes. Para as decomposi¢Ses realizadas a elevadas pressdes e
temperaturas, a matéria orgnica foi completamente destruida com HNO;
concentrado (2 mL) e 5 minutos de atuagio das microondas a 100 W de
poténcia. No entanto, o tempo total de preparo foi de 10 - 12 minutos, devido
a0 resfriamento dos frascos. As decomposi¢es utilizando o sistema de
microondas em linha, 3 poténcia de 80 W e o emprego do HNO; (5 - 20 %
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v/v) apresentou uma eficiéncia na oxidaggio cerca de 56 % ¢ o tempo total das
decomposi¢des, juntamente com os ciclos de resfriamento e limpeza do
sistema, foi de aproximadamente 6 minutos.

Stewart ¢ Barnes [6], investigaram a decomposigio de amostras de
uring, leite ¢ sangue empregando um sistema em linha automatizado acoplado
a um forno de microondas focalizadas. A decomposi¢do das amostras foram
realizadas em seis estigios, com tempo maximo de 29 minutos. Eles
empregaram ICP-OES para a determinagdo de Ca, Mg e Zn.

Um método de tratamento em linha utilizando um forno de microondas
para posterior determinagio de mercirio em sangue por espectrometria de
absorgdo atOmica com vapor frio (CV-AAS) foi desenvolvido poi' Guo e
Baasner [10]. Ap6s diluigdo da amostra e adigdo do reagente oxidante, todo
processo, incluindo o tratamento das amostras, a adigio de reagentes e as
leituras de Hg foi realizado em linha e de forma automatica. Esse método
apresentou uma velocidade analitica de 45 amostras h'! e mostrou-se eficiente,
pois os riscos de contaminagdo, perdas por volatilizacdio e adsorgio, foram
drasticamente reduzidos. Os problemas relacionados & coagulagio foram
resolvidos, realizando-se a adigdo do reagente oxidante antes da solugfo 4cida.

Tsalev e colaboradores [32] avaliaram um sistema de tratamento em
linha empregando um forno de microondas para a decomposigiio de urina e
aguas, onde Hg, As, Bi, Pb ¢ Sn foram determinados por HG-AAS e CV-
AAS. Welz e colaboradores [31] empregaram um sistema de fluxo acoplado
em um forno de microondas para a decomposigio de 4gua e urina, para
posterior determinagdo de mercurio. Cerca de 35 e 24 amostras eram
decompostas por hora sem e com amalgamag3o, respectivamente. | |

Burguera ¢ colaboradores [37] descreveram um método para
determinagfo de cobalto em sangue por espectrometria de absor¢io atomica
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com atomiza¢do eletrotérmica (ETAAS). A amostra era decomposta
utilizando um forno de microondas acoplado em um sistema de anilise por
injegdo em fluxo. EDTA foi usado como reagente anticoagulante, Uma bobina
de decomposigdo de 5 m foi inserida na cavidade do forno e os melhores
resultados foram encontrados utilizando 300 W de poténcia por 50 segundos e
2 mL de HNO; (0,5 mol L™). A amostragem in vivo ¢ a decomposi¢io em
linha reduziu bastante o manuseio das amostras, além de minimizar a
possibilidade de contaminagfio das amostras e tornar possivel a automagéo do
sistema.

O interesse em sistemas de preparo de amostras em linha & tdo grande
que ja existem comercialmente (SpectroPrep da CEM Corporation) sistemas
hibridos FIA - microondas [11].

3.6 FLUIDOS BIOLOGICOS
3.6.1- Amostras biolégicas

Os fluidos corpéreos podem ser agrupados em trés categorias: os
comumente solicitados (sangue, leite e urina), os facilmente acessiveis mas
nio comumente solicitados (sémen, suor, lagrima e saliva) e os fluidos que
requerem procedimentos especiais para coleta (fluido amniético, pancrestico,
gastrico e cerebro-espinhal) [38].

Em uma revisﬁd publicada por Das e colaboradores [39] sobre estudos
de especiagio em fluidos corpéreos, pode-se observar que as amostras mais
utilizadas para anilises foram sangue (38,5 %), urina (35,8 %) e leite (12,7%).
Essas trés amostras juntas, perfazem um total de 87,0 % dos trabalhos

publicados. Os outros 13,0 % correspondem a estudos de especiagdo
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realizados em amostras como suor (3 %), lagrima (2,2 %), saliva (1,5 %),
fluido cérebro espinhal (1,5 %), etc. Isso ocorre devido a facil acessibilidade
das amostras de sangue, urina e leite, além delas mostrarem a presenca de
varios elementos e substincias [40].

Fluidos biolégicos sdo susceptiveis ao crescimento bacteriano, quando
ndo devidamente armazenados. Urina, por exemplo, se decompdem
rapidamente a temperatura ambiente, e até mesmo a 4 °C, por causa da
contaminacgio bacteriana, resultando na sua alcalinizagdo devido a conversdo
de uréia em aménia pela espécie Proteus. Além disso, essas amostras
apresentam riscos ao analista. Os riscos s3o mais acentuados quando agentes
infecciosos como virus da hepatite ¢ HIV estio presentes [41]. Assim, deve-se
sempre usar luvas quando for manusear qualquer material bioldgico [13].

Algumas amostras clinicas sioc muito valiosas, uma vez que a
amostragem repetitiva nem sempre ¢ possivel, como, por exemplo, aquelas
amostras obtidas de bebés e criancas [38].

3.6.2- Armazenamento dos fluidos biolégicos

No corpo humano, os fluidos biolégicos estio em um estado de
equilibrio dindmico. Uma vez coletadas, essas amostras sofrem processos
micfobiolégicos, fisicos ¢ quimicos, como por exemplo, a adsor¢do de
elementos nas paredes do recipiente, as interagdes quimicas com o recipiente,
o crescimento de bactérias, a alteragdo do pH e a desnaturagdo de proteinas.
Essas alteragSes afetam a integridade dessas amostras e podem introduzir
erros significativos nos resultados das andlises. O armazenamento dessas

amostras em recipientes escuros, sob refrigeragio (4 °C) oun congelamento (-5
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a ~20 °C), sdo titeis para retardar esses efeitos, mantendo assim a mtegridade
das amostras por mais tempo [38]. |

Estudos sobre o armazenamento de amostras de urina para anilises
elementares sdo escassos [38]. Leach e colaboradores [42] encontraram que
Na, K, Ca e Mg permanecem estéveis a - 20 °C por pelo menos 70 dias,
quando as amostras de urina foram armazenadas em recipientes de polietileno.

O armazenamento & temperatura ambiente ou a 4 °C pode resultar na
precipitagio de Ca e Mg como fosfato, oxalato ou urato. Cornelis e
colaboradores [43] descreveram que As, Cr, Cu, Hg, Sb, Se e Zn foram
encontrados no precipitado de amostra de urina apos dois dias da coleta. No
entanto, eles ndo especificaram a extensdo da perda. Por outro lado, Co, Cs ¢
Rb permaneceram no sobrenadante.

Omang e Vellar [44] encontraram uma perda de aproximadamente 50 %
de Ca, por adsorgdo ou precipitagdio em amostras de soro, apds 9 dias de
armazenamento a temperatura ambiente. Enquanto que a 4 °C, essa perda foi
de aproximadamente 75 % apés 36 dias.

Um modo de preservar por mais tempo as amostras de urina, ¢ a adigdo
de HNO; a um pH < 2, além da temperatura de refrigeracio (ou
congelamento). Ocasionalmente, outros reagentes quimicos como
cloroférmio, tolueno, formaldeido ou timol s3o usados para deter o
crescimento bacteriano. Contudo, a urina deve ser amostrada imediatamente

apés sua coleta para methores resultados [38].
3.6.3- Importincia em analisar fluidos biolégicos

A importincia em se fazer analises em fluidos bioldgicos é devido a

obtengio de um grande nimero de informagdes. E possivel, por exemplo,
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fazer o diagndstico de varias doengas como hiperoxaliria [45], diabetes
mellitus [46], etc, realizar uma investigagio nutricional e metabdlica [47],
fazer um monitoramento terapéutico [48] ¢ de metais [49, 50], bem como
detectar o uso de drogas (como por exemplo, cocaina e maconha).
Aproximadamente 17 milhdes de amostras de urina séio analisadas por ano,
apenas para determinagio de drogas. Segundo Fliss e colaboradores, tumores
podem ser facilmente detectados em amostras de urina de pacientes com
cancer na bexiga [51].

Matusiewicz [50} utilizou o método da nebulizagdo discreta por
espectrometria de emissdo com chama para a determinagdo de wvirios
elementos, entre eles Ca, Mg, Na ¢ K, em fluidos biolégicos (soro, urina,
saliva, e fluido cerebro-espinal). O volume de amostra injetada foi de 110 puL
e nenhuma diluigdo ou pré-tratamento foi realizado. Apés a coleta, todas as
amostras foram rapidamente congeladas e armazenadas a 20 °C até serem
analisadas. A exatidio do método foi verificada utilizando material de
referéncia (urina NBS SRM 2670 ¢ soro NIES).

Uchida e Vallee [12] determinaram Zn, Cu, Fe e Mg em soro por
espectrometria de absorgfo atémica com chama com a técnica de nebulizagdo
discreta. Neste método, os autores empregaram apenas 100 pl, da amostra
apés diluigio com Triton X-100 sem remogdo das proteinas. A comparagio
deste método com a desproteinizagdo ou com icido tricloroacético/dcido
cloridrico ou com 4cido nitrico foi avaliada e todos resultados foram bastante
concordantes entre si, com excegdio do Fe. Cerca de 360 amostras h™' puderam
ser analisadas para um tinico metal, ou 90 amostras h™' para quatro. metais,

Leflon e Plaquet [48] determinaram Fe, em urina de pacientes que
foram tratados com deferoxamina, empregando a técnica ICP-OES. O limite

de deteccio estava em torno de 75 nmol L7 ¢ esse método mostrou-se
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satisfatério, de acordo com a método colorimétrico envolvendo a
batofenantrolina. )

Flanjak e Hodda [49] descreveram um método para a determinagio de
Tl, Au e Ag em urina, utilizando ETAAS. Esses metais s3o encontrados em
urina de pacientes que receberam tratamento para tuberculose, queimaduras e
artrite reumatéide, respectivamente. Os autores empregaram 2,5 mL de uma
solucéo de)u'i—n-octalamina juntamente com 1 mL de uma solugdo de KI/4cido
ascorbico para a extrago desses metais em 25 ml. da amostra acidificada com
HNO; (1 % v/v). A emulsio formada era removida e empregada para analises.

Petit de Pefia ¢ colaboradores [52] desenvolveram um método para a
determinacio de Sb por HG-AAS. Esse método foi aplicado 'para a
determinagdo de Sb(IIl) e Sb(V) em amostras de soro sangiiineo e urina de
pacientes com leishmaniose tratados com Glucantim®. A exatidio das analises
foi avaliada através do método de adigsio de padrio e algumas varidveis como
concentraggo da solugdo de NaBH, e volume da amostra foram otimizados.

Freqiientemente a creatinina é testada em amostras de urinaz em
laboratérios clinicos para detectar doengas nos rins. Faria e Pasquini [53]
determinaram creatinina em urina por espectrofotometria empregando andlise
de fluxo continuo monossegmentado (MCFA). As amostras (1 mL) eram
dﬂuldas com dgua para 250 mL e 300 pL desta mistura eram introduzidos no
sistema monosegmentado. Esse método apresentou uma velocidade analitica
de 130 amostras h™*. Algumas varidveis como concentragio de acido picrico e
de NaOH foram otimizadas.

Amostra de urina é amplamente usada para estudar o metabolismo de
selénio [54] como também para estudos de especiaglio [55, 56]. Uma revisdo
sobre estudos de Se em urina humana foi publicado por Robberecht e Deelstra

[57]. Neste trabalho, os autores discutiram sobre amostragem, tratamento da
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amostra, procedimentos de determinacdo e niveis de concentragcdo de Se total
em amostras de urina de pessoas saudaveis. ,

Fluidos biologicos (sangue, urina e saliva) e fezes, foram utilizadas para
estudo de cinética de absorgdio para o Ca utilizando a técnica espectrometria
de massas por ionizagio térmica. Os voluntarios receberam uma dose oral
(133 ug) de “Ca e uma dose intravenosa (7.7 pg) de “Ca, e esses estudos
foram conduzidos por até 170 horas ap6s administragio do Ca. As amostras de
urina, sangue e saliva (100 - 200 uL) foram decompostas em HNO; e HCIO,,
¢ as amostras de fezes foram secas em mufla e reconstituidas em #cido
cloridrico 0,3 mol L™ antes da decomposigio. As doses oral e intravenosa
apareceram rapidamente nas amostras de urina, saliva e sangue (ca. de 5 h.
ap0s a administragdio) [58].

3.6.4- Urina: composicfio e caracteristicas

A urina é um dos meios de excre¢do mais importantes do corpo humano
[49]. Ela representa a excregdo de varias substincias do regime alimentar e
produtos finais do metabolismo.

Normalmente, as substincias encontradas na urina sio sais organicos e
inorginicos € compostos nitrogenados. Os sais inorganicos incluem sulfatos,
fosfatos, cloretos e bicarbonatos de sodio, célcio, magnésio, potassio e
aménio, sendo o cloreto de sédio o sal mais abundante (ca. de 10 a 15 g por
dia). Os compostos orgénicos mais comumente encontrados na urina sfo uréia,
acido urico, creatinina, varios pigmentos como o urocromo e pequenas
quantldades de aminodcidos [59].

Estdo presentes também metabdlitos intermedidrios, como piruvato e

acidos oxilico e citrico. Sio encontrados metats, 4cidos livres, tragos de
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colesterol, horménios como os cetosteroides, estrogénios e aldosterona.
Vitaminas como o 4cido ascérbico, sdo excretadas na urina em quantidades
que dependem da suficiéncia da ingestio alimentar. Sdo encontrados tracos de
bilirubina e pequenas quantidades de agucares. Anderson em 1979,
demonstrou mais de 200 proteinas urindrias [13].

Viérios derivados de carboidratos e lipidios também podem ser
encontrados, particularmente em condigdes patologicas [59].

A urina normal ¢ essencialmente clara ¢ a cor amarela é principalmente
devida ao pigmento urocromo. A quantidade deste pigmento excretada por dia
¢ relativamente constante. Consequentemente, quando o volume da urina
formada ¢ alta, sua cor é levemente amarela. Viérias drogas podem colorir a
urina, como também certos pigmentos encontrados nos alimentos [59]. E
encontrado em pessoas geneticamente susceptiveis, uma urina vermelha
associada com a ingestfio de beterraba f13].

Aproximadamente dois tergos de agua ingerida é eliminada na urina,
sendo que o volume médio didrio no adulto normal & de 1200 a 1500 mi..
Enquanto que a urina noturna geralmente néio excede a 400 mL [13].

A urina normal temn um odor fraco, aromatico, de origem desconhecida.
O odor ¢ principalmente importante no reconhecimento de amostras que,
devido 4 contaminagdo bacteriana ao sedimentar, é amoniacal, fétido e neste
Caso as amostras ndo podem ser utilizadas para analises [13].

A acidez ou alcalinidade da urina varia com a dieta. Carnes tendem a
tornar a urina 4cida, enquanto que a ingestio de muitos vegetais ¢ frutas
tornam a urina alcalina. A média de pH da urina est4 entre 55e7,0;isto é, a
urina é levemente 4cida [59].
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3.7 CALCIO E MAGNESIO

3.7.1- Uma visdo geral

Muitos compostos inorgénicos, especialmente os ions metalicos,
empregam uma fungfio importante na fisiologia dos organismos. Alguns sio
indispensaveis para a vida, porém, quando presentes em €xcesso, podem
induzir a toxicidade, e outros sio téxicos, mesmo a baixas concentragdes,
como € o caso do chumbo, do arsénio e do mercirio. Assim, existe uma
grande preocupagio sobre os efeitos nocivos e essenciais desses elementos e,
consequentemente, a habilidade de reconhecer e tratar doengas causadas por
eles, sendo essa, uma tarefa da Quimica Clinica e da Saude Ocupacional [60).

Mais de 50 elementos sdo encontrados no corpo humano [61], porém,
existem controvérsias entre vérios pesquisadores em relagio aos elementos
considerados essenciais para a nutric&o humana. Dos elementos considerados
essenciais a0 homem, podemos citar, por exemplo, ferro, cobre, cobalto,
manganés, zinco, sédio, calcio, magnesio € potassio. Sendo que os quatro
tltimos necessitam ser ingeridos em grandes quantidades [60)].

A fungfio do calcio nos ossos de mamiferos e outros tecidos foi
reconhecida logo apés a sua descoberta em 1808 por Humphry Davy [60]. Ele
constitui aproximadamente 5 % da crosta terrestre na forma de rochas
sedimentares de origem biologica datando de cerca de trés bilhdes de anos
[62]. Na 4gua do mar, a concentracdo total de célcio é cerca de 5 a 50 vezes
maior do que em agua doce. A concentragdo de célcio em agua da torneira
varia com a localizagdo, e concentragdes acima de 1,5 mmol L € usualmente
classificadas como “4gua dura”. Num adulto humano, a concentragio de Ca
1o soro € cerca de 2,45 mmol L [60].

20



o

Embora compostos de célcio sejam considerados relativamente
inofensivos para todos os organismos, e sendo o elemento considerado um
metal nfo industrialmente perigoso, tem sido reconhecido que compostos de
Ca podem ser perigosos na forma de poeiras, devido aos seus efeitos
mecanicos sobre a integn'dade dos tecidos dos pulmdes [62].

O metabolismo do Ca ¢ regulado por vérios sistemas hormonais e isso
sugere que o proprio Ca seja facilmente manipulado pelo corpo, nio sendo,
portanto, toxico [62].

Em geral, aproximadamente 30 % do Ca proveniente da dieta &
absorvido. A absorgio do Ca no intestino é controlada por proteinas ligadas
especificamente ao Ca [62].

Com relagdio ao magnésio, este é encontrado nos minerais dolomita,
magnesita e carnalita € em uma variedfide de 4guas naturais, incluindo aguas
do mar. Ele ¢ o oitavo elemento mais abundante na crosta terrestre e é de
importéncia fandamental e absoluta para todos os seres vivos, uma vez que ele
¢ o metal central empregado pela clorofila [61].

A ingestiio normal recomendada para os adultos ¢ cerca de 500 mg/dia.
Uma vez que magnésio é essencial para todos os seres vivos em uma ampla
faixa de concentragdo, nio existe nenhum perigo de toxicidade, exceto no caso
de compostos onde o proprio dnion seja toxico. Sais de magnésio sdo
perigosos oralmente somente se consumidos em grandes quantidades ou na
presenga de deficiéncia renal, sendo observado sintomas como vomitos e
diarréia [62].

‘A absorgdo intestinal do magnésio ingerido é relativamente baixa,
aproximadamente 25 - 30 % [62].
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3.7.2- Cilcio e magnésio no organismo

O célcio é o elemento mais abundante no corpo humano e compreende
1,5 -2,0 % do peso total do corpo. No corpo humano, mais de 99 % do cilcio
esta armazenado nos 0ssos, o qual atua como um componente estrutural, além
de ser uma fonte vital de célcio para a manutencdio da homeostase. A
quantidade restante de célcio no corpo esta presente no fluido extracelular,
tecidos moles € como um componente de varias estruturas de membrana. O
fon cdlcio tem um papel fundamental na hidrélise do ATP e & um cofator na
agdo catalitica de véarias enzimas. No soro, o calcio existe em trés formas:
ionizado ou livre (Ca”), o qual corresponde por aproximadamente 50% do
calcio total, ligado a proteinas, primariamente a albumina, (0 qual corresponde
por 40%) e uma pequena fragdio (ca.10 % do total) que estd complexada com
&nions como fosfato, bicarbonato, citrato e lactato [63]. Aproximadamente
800 mg/dia ¢ a ingestdio normal recomendada para os adultos [13].

Virios tipos de doengas tem sido associadas com niveis alterados de
calcio, tais como raquitismo, acidoses, osteoporose, sindrome de Cushing,
hiperparatiroidismo e célculo renal, entre outras. Uma diminui¢io de fons
calcio no soro resulta em tétano, €nquanto que um aumento pode causar
deficiéncia cardiaca ou respiratoria. Assim sendo, existe uma necessidade
continua de obter-se dados quantitativos na sua ocorréncia em materiais
biologicos [64].

O magnésio ocorre amplamente no corpo humano, sendo o segundo
cation mais abundante no fluido extracelular (depois do potassio). No corpo
humano, os 0ssos € o local de maior armazenamento de magnésio (ca 65 % do
total), seguido pelo fluido intracelular (34 %) [62] e aproximadamente 1% de

Mg2+ pode ser encontrado no fluido intersticial. No soro, cerca de 33 % do
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magnésio total estd ligado as proteinas, 53% esta como fon livre e 0S outros
13% formam complexos com fosfato e citrato. O magnésio participa de vérias
reagSes bioquimicas. Ele é o cofator de mais de 300 Processos enzimaticos,
atua na ativagio do ATP/ADP e ¢ usado na sintese intra&lular do acidos
nucleicos [65]. Ele tem também um papel importante na sintese e degradagdo
do DNA, transmissdo neuromuscular, metabolismo normal de potassio e
calcio em homens adultos e é essencial paraa mobﬂlzagao de célcio nos ossos.
O ifon magnésio é um neurotrépico com agao tranqiiilizante sobre a
excitabilidade dos muasculos liso e estriado, sendo indispensivel para
funcionamento correto dos rins e do sistema imunolégico [66].

Um grande nimero de sindromes tém sido atribuidas pela deficiéncia de
magnésio. Estes incluem infarto do miocardio, insuficiéncia cardiovascular,
arritmias cardiacas, espasmos na artéria corondria, tetania e hipocalcemia.
[66]. O coragdo, com sua alta atividade metabélica, é especialmente
vulneravel 4 deficiéncia de magnésio, provavelmente por causa da importincia

deste elemento em reagdes que fornecem ATP [67].
3.7.3- Determinagio de cilcio e magnésio em amostras biolégicas

Desde o inicio de 1950, os métodos usados para a determinagdo de
célcio e magnésio eram em grande parte insatisfatérios. Para o célcio, os
métodos cldssicos envolviam a precipitagiio de Ca como oxalato, seguida pela
dissolugdo deste precipitado em 4cido sulfiirico e titulagdo com solugdio de
permanganato [68]. Mas a reprodutibilidade dos resultados dependia do modo
€Xato como as operagdes eram realizadas, sendo que eles tendiam a serem
baixos. No caso do magnésio, 0 método padrio para sua determinacdo

envolvia a separagiio do metal por precipitagdo como fosfato de aménio e
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magnésio [68], mas o método além de consumir bastante tempo, produzia
resultados inexatos que poucos laboratérios esforgavam-se por colocar em
anglises de rotina. A determinagdio do magnésio era dificil devido a baixa
intensidade do espectro de emissfio e interferéncia de outros compostos. Apds
a mvengdo dos espectrdmetros de absorgdo atomica, em meados de 1960,
muitos laborat6rios expressaram um grande interesse na possibilidade de sen
uso para a determinagdo de Na, K, Ca e Mg [68].

Para diagnésticos médicos, a determinacdio de Ca, tanto na forma livre,
como a concentracgo total, ¢ de grande importincia. A determinagio de Ca na
forma livre, também chamado calcio ionizado, é bem estabelecida em anilises
clinicas e tem se tornado um procedimento de rotina por meio da
potenciometria com eletrodos ion seletivo. Com um sensor padrio, o eletrodo
de Ca € usado com o ion6foro neutro ETH 1001 [69].

Anker e colaboradores [70] descreveram um procedimento para a
determinacdo de Ca total em soro através da acidificagio da amostra a um pH
onde os complexos de Ca apresentam-se completamente dissociados. Isso era
feito diluindo a amostra 20 vezes com o tampdo acetato (pH 35). O
procedimento desenvolvido por Manzoni e Premoli [71] é baseado na
descomplexagio do Ca por diluigdo e adi¢io de 0,4 mmol L™ de fons zinco
para deslocar o restante do Ca ligado a proteinas e outros complexos. Esse
procedimento requer uma preservagio muito rigorosa das condi¢Ges
experimentais (acidez e concentra¢io dos ions zinco).

Muitas técnicas analiticas empregadas para a determinagio de
magnésio, ddo informagdes sobre a quantidade total deste elemento na
amostra. Para a determinagdo direta de magnésio ionizado, sio empregados
potenciometria usando eletrodo ion seletivo (ISE) e fluorescéncia molecular.

Existem poucos trabalhos publicados com respeito ao magnésio ligado a
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proteinas. Matsushita [72] determinou proteina livre e proteina ligada ao
calcio e magnésio em soro sangiiineo pelo uso de ultrafiltracdo seguido pela
cromatografia i6nica. A ultrafiltragdo do soro era realizada apos a adicdo de
EDTA para libertar o metal. Matsushita [72] encontrou que a quantidade de
proteina ligada ao cétion era de aproximadamente 32 %. Kroll e Elin [73] ‘
estimaram que dos 33 % de magnésio ligado a proteinas, 25 % estava ligado a
albumina ¢ 8 % a globulina. Godlewska e colaboradores [74] estudaram a
especiagio de magnésio ligado a proteina em soro humano utilizando técnicas
como ETAAS ¢ HPLC, onde encontraram que magnésio estd associado
principalmente com albumnina e globulina, mas nfio com transferrina,

Stegmann e colaboradores [75] determinaram razdes isotopicas de Mg
e¢m amostras de urina, plasma e sangue humano, e musculo bovino. As
medidas foram realizadas utilizando um espectrometro de massa com
ionizagio térmica. As amostras (0,1 - 0,2 g) foram decompostas usando um
forno de microondas com frascos de alta pressdo/temperatura ¢ uma mistura
de 2 mL de HNO; e 0,5 mL HCL. O tempo de decomposi¢io foi de 10 min. a
450 W.

van Staden e Taljaard [76] determinaram calcio em adgua, urina e
produtos farmacéuticos através de um método espectrofotométrico que
consistiu numa reagdio de complexagio entre o calcio e a cresolftaleina
complexona (CPC) , um indicador metalocrémico. Esse indicador reage com o
Ca para formar os complexos Ca(CPC)*, CaH(CPC)*> e Cay(CPC)*. Eles
empregaram um sistema de analise por injegfio seqiiencial completamente
computadorizado, o qual apresentava uma velocidade analitica de 43 amostras

h'.0 Mg apresentava interferéncia a uma concentragdo acima de 50 mg L™,
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Instrumentaciio e acessorios

Os seguintes instrumentos e materiais foram utilizados no

desenvolvimento deste trabalho:

Espectrometro de Absor¢do Atdmica com Chama (FAAS), marca Perkin
Elmer, modelo AAnalyst 300 equipado com um corretor de fundo deutério
e um sistema ptico de duplo feixe;

Espectrémetro de Emissdo Atémica com Plasma Indutivamente Acoplado
(ICP-OES), marca Perkin Elmer, modelo Optima 3000 DV;

Lampadas de catodo oco de célcio e de magnésio, marca Perkin Elmer;
Agitador magnético, marca Cole Parmer, modelo 84000-00;

Agitador magnético com efeito vortex, marca Barnstead/Thermolyne,
modelo M37615;

Potenciémetro, marca Digimed, modelo D20, para medidas de pH das
amostras;

Bomba peristaltica com oito canais e velocidade variavel, marca Ismatec,
modelo IPC;

Injetor comutador confeccionado em acrilico;

Tubos de Tygon com didmetro interno de 2,8 mm para o transporte das
amostras e do acido nitrico, no sistema de decomposigéo;

Forno de microondas caseiro da marca CCE, modelo M-34, com poténcia
maxima de 659 W;
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Tubos de polietileno com didmetro interno de 0,7 mm para a confecgdo das
algas de amostragem e linhas de transmissio do sistema de fluxo
empregado;

Tubos de Teflon® com didmetro interno de 2,0 mm para a confecgdo das
bobinas de decomposiggo;

Valvula de acrilico para o aprisionamento das amostras no interior do forno
de microondas;

Detector de vazamento de microondas, marca Micronta (Hong-
Kong/China);

Computador Pentium 166 MHz, com 16 Mb de meméria RAM e 1,2Gb de
memoéria ROM;

Balanga analitica, marca Mettler, modelo AE 200;

Desionizador de 4gua, marca Sybron/Barnstead, modelo D2782;

Interface PCL 7118, fabricante PC Multilab;

Vidrarias e outros materiais, comuns em um laboratério de quimica
analitica.

4.2 Reagentes e soluces

Os reagentes listados foram utilizados no desenvolvimento deste

trabalho e possuem grau analitico.

Acido nitrico concentrado, densidade 1,40 g mL”, 65 % (m/v) ¢ massa
molar 63,01. Marca Merck.

Acido cloridrico concentrado, densidade 1,19 g mL™, 36 % (m/v) e massa
molar 36,46. Marca Merck.
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Peréxido de hidrogénio, densidade 1,11 g mL™, 30 % (v/v) e massa molar
34,01. Marca Merck. )

Carbonato de célcio (CaCO;), massa molar 100,09. Marca Mallinckrodt.
Nitrato de magnésio hexahidratado [Mg(NO3),.6H;0], massa molar
256,41. Marca Merck.

Oxido de lantanio (Lay0s), P.M. 325. Marca ICN Biomedicals inc.

Sulfato de cobalto (II) heptahidratado (CoSO,4.7H,0), P.M. 281,10. Marca
Carlo Erba.

Nitrato de cobre (II) trihidratado [Cu(NO;),.3H,0], P.M. 241,60. Marca
Synth.

Niquel em p6 PA, P.M. 58,71. Marca Vetec Quimica Fina Ltda.

Nitrato de zinco hexahidratado [Zn(NO;),.6H,O}, massa molar 197,49.
Marca Ecibra.

Cloreto de crémio (III) hexahidratado (CrCl;.6H,0), massa molar 266 45.
Marca Vetec Quimica Fina Ltda.

Dicromato de potassio (K2Cr,05), massa molar 294,19. Marca Synth.
Nitrato de chumbo [Pb(NO;),], massa molar 331,20. Marca Ecibra.
Dihidrogeno fosfato de potassio (KH,PO,), massa molar 136,09. Marca
Merck.

Cloreto de ciddmio monohidratado (CdCl,.H,0), massa molar 201,32.
Marca Merck.

Cloreto de s6dio (NaCl), massa molar 58,44. Marca Synth.

Nitrato de s6dio (NaNO;), massa molar 84,99. Marca Nuclear.

Nitrato de potassio (KNO;), massa molar 101,11, Marca Nuclear.

Nitrato de ferro nanohidratado [Fe(NO;);.9H;0)], massa molar 404,00.
Marca Merck.
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Nitrato de manganés tetrahidratado [Mn(NOs),.4H,0], massa molar
251,01. Marca Ecibra.

Nitrato de aluminio nanohidratado [AI(NO5);.9H,0], massa molar 375,13.
Marca Ecibra.

Todas as solugdes foram preparadas  utilizando-se  4gua

destilada/desionizada e foram acondicionadas em frascos de polietileno. A
relagio das solugdes empregadas neste trabalho encontram-se a seguir:

Solu¢des de acido nitrico de 0,014 - 40mol L.

Solugdio estoque de calcio: 1000 mg L, marca Mallinckrodt. Preparada
dissolvendo-se 1,254 g de carbonato de calcio em 20 mL de 4cido
cloridrico concentrado e completando-se o volume para 500 mL com agua
desionizada.

Solugdes de trabalho de Ca (2 - 5 mg L") em 4cido nitrico 0,014 mol L' e
cloreto de lanténio, de concentracdo final de 1 % m/v (de La), preparadas a
partir de diluigdes apropriadas da solugdo estoque de calcio.

Solugdo estoque de magnésio: 1000 mg L', marca Merck. Preparada
dissolvendo-se 5,276 g de nitrato de magnésio em 5 mL de 4cido nitrico
concentrado e completando o volume para 500 mL com 4gua desionizada.
Solugdes de trabalho de Mg (0,2 - 0,5 mg L") em &cido nitrico
0,014 mol L™ ¢ cloreto de lantinio, de concentraggo final de 1 % m/v (de
La), preparadas a partir de dilui¢des apropriadas da solugdo estoque de
magnésio.

Solugdo de cloreto de lantanio: 10 % (m/v), marca ICN Biomedicals inc.
Preparada pela dissoluggo de 58,65 g de 6xido de lantinio em 150 mL de
acido cloridrico concentrado e completando o volume para 500 ml. com
agua.
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4.3 Amostras

Primeiramente, foram utilizadas amostras de urina de um tnico
voluntario até a otimizagio dos pardmetros estudados e, posteriormente, foram
utilizadas amostras de urina obtidas do Hospital das Clinicas da Unicamp e de
alguns voluntirios do proprio laboratério onde essa dissertagiio foi

desenvolvida.
5. METODOLOGIA

5.1 Condicdes de seguranca

O forno de microondas utilizado para o preparo das amostras nfo sofreu
nenhuma modificagio nos seus componentes eletrdnicos; no entanto, seis
orificios de aproximadamente 4 mm foram feitos atras do forno, com auxilio
de uma furadeira, para introdugéio das bobinas de decomposigdo.

. E importante assegurar que nenhum vazamento de radiagdio das
microondas esteja ocorrendo. Medidas para detectar radiacdo das microondas
devem sempre serem realizadas nas proximidades do equipamento. Segundo
uma lei federal dos Estados Unidos de 1968, o limite toleravel para o
vazamento de energia de um forno de microondas de 2450 MHz é de no
méximo 5 mW cm?, a uma distincia de 5 cm do equipamento. Para checar a
ocorréncia de vazamentos, foi empregado um medidor de microondas [3].

Foi posicionado um bequér de 100 mL, contendo 60 mL de 4gua, no
interior do forno de microondas para se evitar danos ao magnetron. Este
procedimento foi necessirio pois os volumes injetados das amostras eram
muito pequenos (150 - 400 pl.) quando comparado com o volume da cavidade
do forno (aproximadamente 30 litros). A cada ciclo de atuagZo das
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microondas, esse volume de 4gua (60 mL) era substituido por outro, sempre
na temperatura ambiente.

5.2 Calibracio do forno de microondas

Antes de iniciar os experimentos de solubilizagdo das amostras pelo
forno de microondas, fez-se primeiro sua calibragio, para relacionar a
poténcia disponivel (em watts) com as unidades arbitrarias do equipamento
(%).

A calibragdo do forno de microondas foi feita de modo semelhante a0
recomendado pela Agéncia de Prote¢io Ambiental dos Estados Unidos (EPA,
Environmental Protection Agency) [3]. Para os equipamentos do tipo cavidade
isto é feito através da medida da variagio de temperatura de 1,00 Kg de agua
exposta a radiagdo de microondas em um determinado periodo de tempo.

O forno de microondas caseiro utilizado neste trabatho, possui 11 niveis
de poténcia ¢ sua calibragfio foi realizada aquecendo 1000 g de 4gua por 120 s,
¢ mediu-se a temperatura inicial (T} e a temperatura final (Ty). Os
experimentos foram executados em triplicata e nas poténcias de 0 a 100 %,
com incrementos de 10.

A equagdo a seguir foi utilizada para o célculo da poténcia disponivel
no forno de microondas [3]:

K.cp.m. AT

Poténcia (W) =
onde: t

K = fator de converséo de calorias/s para watts (= 4,184 W cal” s)
cp = calor especifico da 4gua (1,00 cal g °C)

m = massa de 4gua utilizada em gramas (g)

AT=T; - T;

t = tempo de aquecimento
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Param = 1000 g ¢ t = 120 s, a equagfio pode ser simplificada para:

Poténcia (W) =34 .87 AT

3.3 Investigaciio da distribuicio das microondas no interior no forno

A maioria dos fornos de microondas convencionais utilizados em
laboratérios analiticos possuem espalhadores para espalharem as microondas
de uma maneira uniforme na cavidade do formo. Na auséncia desse
dispositivo, algumas regides no interior do forno podem receber grandes
quantidades de energia, enquanto que outras, podem receber uma quantidade
quase que negligencidvel [3]. Assim, fez-se uma investigagdo da distribuigdio
das microondas dentro da cavidade do forno de microondas caseiro, uma vez
que esses tipos de fornos ndo possuem um dispositivo para espalharem as
microondas no seu interior, ¢ nem hi como deixar as bobinas de
decomposi¢io no prato giratério. Para este proposito, foram empregados
béqueres de 100 mL, contendo 50 mL de agua em cada um deles. O prato
giratorio do forno foi removido e os béqueres, previamente pesados, foram
distribuidos em 27 posigdes no interior do forno, sendo que o aquecimento de
cada béquer foi realizado individualmente. A Figura 2a mostra o
posicionamento dos béqueres no interior do forno de microondas juntamenie
com as trés alturas investigadas. Um béquer de plastico de 100 mL foi
empregado como suporte quando fez-se a investigagdo das microondas na
altura de 6,5 cm acima da superficie do forno e quando fez-se a investigagio
das microondas na altura de 13,0 ¢m acima da superficie do forno, foi
empregado um béquer de 1000 mL. A Figura 2b mostra o posicionamento
mais detalhado dos béqueres no interior do forno de microondas.
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Figura 2: (a) Posicionamento dos béqueres de acordo com as trés alturas investigadas e (b)
posicionamento mais detalhado dos béqueres no interior do fomo de microondas
O forno foi acionado por 1 minuto a poténcia méxima (659 W) e, apés
resfriados, os béqueres foram novamente pesados e a diferenga de massa foi

obtida. Cada experimento foi realizado em duplicata.

S.4 Decomposicio das amostras pelo forno de microondas caseiro para a

determinaciio de cdlcio e magnésio

A Figura 3 ilustra o sistema empregado para a decomposi¢io das
amostras. Além do sistema de fluxo e do forno de microondas, fez parte
também desse sistema, um computador Pentium e uma valvula de acrilico para
manter a amostra no interior do forno de microondas. Foi utilizada também
uma interface PCL 711 S para o controle da decomposi¢iio ¢ um programa
escrito em Visual Basic® 3.0, cuja finalidade era controlar o funcionamento da
bomba peristiltica, a valvula de acrilico, o forno de microondas e o

posicionamento do injetor (amostragem ou injegdo).
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Figura 3: Sistema utilizado na decomposi¢do das amostras de urina. A, _3: amostras decompostas;
MP: motor de passo; V: vilvula para manter a amostra dentro do fomno de microondas; FMO:
fomo de microondas; S; . 5: amostra/acido nitrico; L, . 5: loop de amostragem; BP: bomba
peristaltica; I: injetor comutador e D: descarte.

A eficiéncia da decomposigiio pelo forno de microondas depende de
vérios fatores, como por exemplo: a natureza da amostra, a poténcia do forno,
0 tempo de atuagdo das microondas, a quantidade de amostra e o acido
empregado. No caso dos fornos de microondas que utilizam frascos fechados,
a pressio e a temperatura sio outros fatores relevantes. Dentre esses
pardmetros, a escolha do 4cido é importante. Virios 4cidos concentrados,
como HNO;, HCI, H,SO, ou uma mistura desses acidos tem sido usados para
auxiliar na decomposigéio das amostras [77].

Assim, as varidveis que foram investigadas no intuito de otimizar o
procedimento de decomposigio foram: a concentragcdo do HNO; a qual foi
estudada num intervalo de 0 - 4 mol L, a poténcia do forno (20 a 100%), o
tempo de atuagio das microondas (0 a 6 minutos) e o volume de amostra

injetado no sistema de fluxo (150, 200, 300 ¢ 400 pl. da mistura
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amostra/acido). Esses experimentos foram realizados em triplicata e sempre
havia um “branco” para cada condigfo estudada. ]

Uma mistura do fluido biolégico (urina) ¢ do HNO; foi empregada para
estudo da decomposigio das amostras pelo forno de microondas. O sistema
permitiu que trés amostras fossem injetadas e decompostas simultaneamente,
visto que possui trés bobinas de decomposigio (em politetrafluoretileno -
PTFE) inseridas na cavidade do forno de microondas. Cada bobina possuia
aproximadamente 2 m de comprimento ¢ 2 mm de didmetro interno. Assim,
trés aliquotas da mistura amostra/acido foram introduzidas em um fluxo
transportador de ar, sendo bombeadas por 60 segundos até as bobinas de
decomposi¢do. Entre o injetor e as bobinas de decomposigfo, foi posicionada
uma vélvula construida em acrilico com a finalidade de interromper a
passagem do fluxo e, consequentemente, aprisionar a amostra no interior do
forno de microondas. Passado o “tempo de residéncia” de 60 s, a valvula foi
acionada automaticamente pelo computador, a amostra aprisionada no interior
do forno, e o forno de microondas foi também ligado automaticamente pelo
computador. Terminado o tempo de radiagdio, a valvula foi novamente
acionada, permitindo que as amostras decompostas fossem bombeadas para os
respectivos baldes volumétricos de 50 mL e um volume de 5 mL de uma
solugdo de cloreto de lanténio (10 % m/v) foi adicionado. Uma solugio de
HNO; 0,014 mol L foi introduzida no sistema de fluxo para limpar o sistema
de transmissdo e completar o volume do balfio volumétrico.

As concentragSes de célcio e magnésio presentes nas amostras foram
determinadas utilizando-se espectrometria de absorgdio atdmica por chama
(FAAS).

A Tabela 1 mostra as condi¢des usadas na determinagio de célcio e
magnésio por espectrometria de absorg3o atdmica por chama. '
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Tabela 1: Condig¢des empregadas na determinag8o de Ca e Mg.

Ca Mg
Comprimento de onda (nm) 4227 2852
Largura da fenda (nm) 0,7 0,7
Corrente da limpada (mA) 10 6
Fluxo do acetileno (L min™) 3,0 2,5
Fluxo do ar (L min™) 10,0 10,0
Curva analitica (mg L.7) 0-5,0 0-0,5

5.5 Estudo da estabilidade da amostra de urina

Amostras biolégicas estdo propensas a contaminacdo externa, enquanto
que a urina, a qual é supersaturada a temperatura ambiente, tem o problema
adicional de precipitagio seguido a coleta. Essa precipitagdo varia entre as
espécies de animais [78]. Na maioria das vezes, ocorre contaminagio
bacteriana, resultando na sua alcalinizagio devido a conversdo de uréia em
amé6nia pela espécie Proteus. A turvagio se desenvolve i medida que as
bactérias se multiplicam, ocorrendo a precipitagio de proteinas e outras
substincias como urato. A cor muda (usualmente escurece) e o odor se torna
desagradavel. Contudo, se uma grande quantidade de glicose estiver presente
(acima de 130 mg/24 horas), as bactérias e leveduras irdo converté-la em
acidos e dlcoois € o pH diminui. Por isso, é fundamental que as amostras
sejam analisadas rapidamente, ou refrigeradas e analisadas tdo cedo quanto
possivel [13]. Assim, foi realizado um estudo sobre o tempo de utilizagdo da
amostra para analise ap6s sua coleta. As amostras foram somente refrigeradas
¢ ndo houve a adigio de qualquer tipo de conservante quimico, o qual
usualmente age como agente antimicrobiano. Amostras de quatro voluntarios,
(dois homens e duas mulheres) coletadas pela manhi, foram utilizadas para

esse teste, que consistiu em avaliar a amostra em termos de sua aparéncia (cor,
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claridade), odor ¢ medida de pH. Essas amostras foram coletadas no mesmo
dia, pela manhé, na primeira expelida e refrigeradas sob as mesmas condic¢des,
onde a temperatura de refrigeragdo estava em torno de 4 °C. As leituras de pH
foram realizadas com auxilio de um potenciémetro (marca Digimed, modelo
D20) e de um eletrodo de vidro. '

3.6 Estudo dos diferentes tipos de coletas

Existem quatro tipos de coletas que podem ser feitas para as amostras
de urina: (1) aleatoria, (2) cronometrada, (3) volume total de 24 horas e 4)
primeira coleta da manhi. As amostras aleatdrias sio colhidas a qualquer hora.
Muitos resultados de amostras aleatérias sfo expressos como “positivo” ou
“negativo” indicando a presenga ou a auséncia de um componente em
particular, como a glicose, por exemplo. As amostras cronometradas sio
obtidas em intervalos determinados, comegando pelo “tempo zero”. Por
exemplo, no teste de tolerdncia a glicose, as coletas sdo feitas a 0, 30, 60, 120
¢ 180 minutos [13]. As amostras de urina de 24 horas sfio mais dificeis de
serem obtidas e requerem muita cooperagio do paciente. As coletas
incompletas sdo o maior problema. Em algumas circunstincias ocorre uma
hipercoleta. As amostras coletadas ao se levantar geralmente siio as mais
concentradas, além disso, o fato da urina ter sido produzida ap0s uma noite em
jejum torna as andlises mais significativas para algumas investigagdes, uma
vez que os resultados sdo menos afetados por recentes refeicses [13]. Assim,
foi realizado um estudo considerando esses dois Gltimos tipos de coleta com o
intuito de avaliar se existe alguma diferenca na quantidade de calcio e
magnesio presente nas amostras mudando-se apenas a coleta. No caso da
coleta de 24 horas, a primeira amostra do dia é descartada e faz-se toda a
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coleta da urina subsequente, até a primeira do dia seguinte. O volume total
dessa amostra ¢ determinado e a urina é rigorosamente homogeneizada antes
que uma aliquota seja retirada para analise. Nesse estudo, empregou-se apenas
uma amostra de um voluntirio, a qual foi decomposta pelo forno de

microondas a poténcia maxima (659 W) por um minuto ¢ HNO; (1,0 mol L').
6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Calibracio do forno de microondas

A Figura 4 mostra o resultado obtido na calibragdo do forno de

microondas caseiro.

5

Poténcla (W)

g
L

¥y =-10,00152 + 6,51267«
r=Q,99751

6o 20 4 e 80 100
Poténcia Nominal (%)

Figura 4: Curva da poténcia real obtida para o forno de microondas caseiro (CCE - M 34),

O forno caseiro empregado nos experimentos permite a selegio de 11

niveis distintos de poténcia. A Tabela 2 mostra a poténcia real em cada nivel

selecionado.
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Tabela 2: Niveis de poténcia do forno de microondas caseiro

Nivel Poténcia real Porcentagem de
selecionado (W) poténcia
P10 659,03 100
P9 585,83 90
P8 514,35 80
P7 444,00 70
P6 360,90 60
P5 296,40 50
P4 242,35 40
P3 175,53 30
P2 122,05 20
P1 50,55 10
PO 10,95 0

Como podemos observar (Figura 4 e Tabela 2), o maior nivel de
poténcia (100 %) fornece, na realidade, 659 W e nio 900 W, como descreve o
fabricante. De acordo com Kingston e Jassie [3] essa diferenga entre a
poténcia tedrica e a experimental pode ser devida 2 variagdo na corrente
elétrica durante a calibragio do forno e, segundo os autores, essa variagdo ndo
pode ser maior do que + 2 V; e também pela perda de calor no proprio
magnetron, ja que aproximadamente 300 W s3o perdidos dessa forma [3].

6.2 Investigaciio da distribuicio das microondas no interior do forno

A mvestigagdio da distribui¢io das microondas no interior de um forno
de microondas ¢ um pardmetro importante, pois é possivel conhecer a regido
de maior incidéncia das microondas e, consequentemente, obter melhores
resultados para a decomposi¢do das amostras. Essa investigacio foi
fundamental, pois o forno empregado para a decomposicdo das amostras era
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um forno caseiro que ndo possui um dispositivo para espalhar as microondas
no seu interior.

As Figuras 5, 6 e 7 apresentam as superficies de resposta obtida pela
perda da massa de dgua em fungfo das dimensdes do forno (comprimento x
largura) para os béqueres posicionados na base, a 6,5 ¢ a 13 cm de altura,
respectivamente.

Nessas figuras, o eixo do comprimento é onde est4 localizada a porta do
forno. Nesse mesmo ¢ixo, os valores -1, 0 e +1, correspondem aos béqueres
posicionados na parte esquerda (5 cm), central (17,5 cm) e direita (30 cm) do
interior do forno, respectivamente. No eixo representado pela largura, esses
mesmos valores (-1, 0 e +1) correspondem aos béqueres posicionados na
frente (5 cm), no centro (16,5 cm) e no fundo (28 c¢m) da cavidade do forno,
respectivamente. Assim, por exemplo, um béquer colocado na parte esquerda

do forno e no fundo, é representado pelo comprimento -1 e largura +1 '(ver
Fig. 2b béquer na posigdo A).

-
o
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I T e

Perda de massa (g)

Figura 5: Superficie de resposta obtida pela perda da massa de dgua contida nos béqueres

distribuidos na base do forno, devido a atuag@io das microondas por 1 min. & poténcia maxima.
Qutras varidveis, ver texto.
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Figura 6: Superficie de resposta obtida pela perda da massa de 4gua contida nos béqueres
distribuidos a 6,5 cm de altura, devido a atuagdo das microondas por 1 min. 3 poténcia méxima.
Outras variaveis, ver texto.

o N

Perda de massa (@) |

Figura 7: Superficic de resposta obtida pela perda da massa de 4gua contida nos béqueres
distribuidos a 13 cm de altura, devido a atuagio das microondas por 1 min. & poténcia maxima.
Outras varidveis, ver texto.

Pela andlise da Fig. 5, podemos observar que o local de maior perda de
massa de 4gua foi ao longo da regifio central do forno (largura = 0) que
corresponde a uma distincia de 16,5 cm da porta, sendo essa perda de
aproximadamente 9,5 g. Ja para a Fig. 6, que corresponde aos béqueres
colocados a 6,5 cm de altura, a regidic que apresentou maior perda de massa de
agua foi do lado esquerdo do forno (comprimento = -1) € no centro (largura =

0), sendo essa perda cerca de 10,5 g. Os resultados obtidos pela Fig. 7,
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ilustram que, novamente, o lado esquerdo do forno (comprimento = -1) foi o
local de maior perda de massa de 4gua, porém, na profundidade do mesmo
(largura = +1), sendo essa perda de 10,5 g

Como podemos observar em todas essas figuras, o lado esquerdo da
parte interna do forno apresentou um efeito mais pronunciado de atuagdo das
microondas, sendo que a perda de massa de 4gua foi praticamente a mesma
para as alturas estudadas (9,5 - 10,5 g). Assim, escolhemos posicionar as
bobinas de decomposigio do lado esquerdo e a uma altura de 6,5 cm. Na parte
frontal do forno (largura = -1) e no centro (comprimento = 0), onde foi
observado uma perda de massa de 4gua de aproximadamente 45 g foi
colocado um béquer com aproximadamente 60 ml. de dgua para prevenir
danos a0 magnetron, uma vez que os volumes contidos nas bobinas de
decomposigio sfo bastante reduzidos, quando comparados com o volume do
forno.

Para checar a ocorréncia de vazamentos foi empregado um medidor de
microondas e em nenhum momento ocorreu vazamento das mesmas,

Foi realizada também uma investigagio utilizando um papel para fax, o
qual é termossensivel, a fim de obter mais um dado 2 respeito da distribuigdo
das microondas no interior do forno. Toda base do forno foi revestida por esse
papel e foi utilizado um tempo de seis minutos a poténcia maxima 659 W). A
Figura 8 a seguir ilustra o resultado obtido.
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= FRENTE DO FORNO +

Figura 8: Resultado da incidéncia das microondas durante 6 min. sobre o papel de fax posicionado
na base do forno (poténcia méaxima - 659 W). Os sinais - ¢ + indicam a parte esquerda e direita do
forno, respectivamente.

A regifo escura corresponde 4 “queima” do papel pelas microondas e
como podemos observar, essa regidio é exatamente do lado esquerdo do forno,
na fegiﬁo mais central, ou seja, novamente verificamos que o lado esquerdo da
parte interna do forno ¢ a regifio de maior atuagfio das microondas. Assim,

esse experimento veio corroborar com aqueles ja feitos anteriormente.

6.3 Sistema de fluxo: investigacdio da alca de amostragem

Pelo estudo da quantidade da mistura amostra/acido injetada no sistema
de decomposi¢do, observou-se que o melhor resultado, tanto para o célcio
como para o magnésio, foi empregando o volume de 200uL (Figuras 9 e 10).
Isso provavelmente ocorreu porque com menores volumes de amostra, a
energia das microondas é mais intensa sobre a mesma, tornando a
decomposi¢do mais eficiente. O volume de 150 L embora tenha apresentado
resultados préximos aos obtidos quando do emprego de um volume de 200
uL, apresentou um desvio padrdo absoluto significativo (64 para o Ca e 7,72
para o Mg). A razio disso deve-se ao fato de, ao se trabalhar com volumes
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menores, qualquer variagdo nas condigdes de decomposi¢do, como por
exemplo reprodutibilidade ao injetar as amostras no sistema de fluxo, resulta
em um maior desvio dos resultados. Para volumes maiores, as condigdes
empregadas ndo se mostraram adequadas, apresentando resultados inferiores.
Isso pode ser observado para os dois metais estudados. Provavelmente isso
ocorreu porque com maiores volumes injetados, a eficiéncia da decomposigdo
através das microondas nio € a mesma quando comparado quando empregava-

se volumes menores.

719 718

Ca (mg/L)
g

619

m 200 0
Volume injetado (ul)

Figura 9: Concentracdo de calcio presente na amostra de urina em funcdio do volume injetado. As
linhas verticais correspondem ao desvio padrio de cada condigdo estudada.

e ) =0 ) -~
Volume injetado (L)

Figura 10: Concentragio de magnésio presente na amostra de urina em fungdo do volume injetado.
As linhas verticais correspondem ao desvio padrio de cada condigiio estudada.
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6.4 Investigaciio das condicdes de decomposicio

A urina é um dos meios mais importantes de excregfio do corpo. Assim
como o sangue, ela ¢ uma matriz complexa e sua composigio & tdo varidvel
que pode dar origem a sérios e imprevisiveis efeitos de matriz, além do seu
elevado conteudo salino e da presenga de varios constituintes organicos [39,
79]. Assim, poucos elementos podem ser determinados por espectrometria
atdmica por chama (FAAS) envolvendo somente diluigdes. Além disso, a
urina ndo tratada ou tratada inadequadamente tende a criar espuma,
dificultando sua nebulizagfo. A liberagio do analito ou a destruigio da matéria
organica podem ser alcangados por completa solubilizagio da amostra ou por
um simples tratamento brando da urina com HNO;, 4cido tricloroacético ou
HO, [79]. Assim, foi investigado o emprego do forno de microondas caseiro
para a decomposi¢do de amostras de urina humana. As amostras utilizadas
para analise foram de um tnico voluntario, até a otimizagdo dos pardmetros
estudados, sendo essa amostra de uma mulher adulta; a qual nunca teve
indicios de problemas relacionados com pedras nos rins ou bexiga, ou alguma
infecgdo urindria. Essas amostras foram coletadas pela manhj (primeira
expelida) em recipientes de plastico, limpos e secos, lavados com HCl a 10 %
(v/v) e enxaguados com agua desionizada. Quando nio eram usadas para
decomposigio logo apds serem coletadas ou antes de duas horas da coleta, as
mesmas eram refrigeradas até o uso, sendo que todas as decomposi¢des
ocorreram no mesmo dia da coleta. Tanto o volume (130 - 160 mL) como o
pH (5 - 6) foram medidos apds as coletas.
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6.4.1- Avaliaciio do efeito da poténcia do forno

A poténcia do forno de microondas foi investigada num intervalo de 20
a 100%. Observamos que para o célcio (Fig. 11), houve um aumento na sua
extragio quando era empregada a poténcia maxima (100 %), sendo essa
extragdo cerca de 1,3 vezes maior do que quando se empregava 20 % de
poténcia. Para o magnésio (Fig. 12), podemos observar que os resultados
foram bastante préximos quando a poténcia foi variada de 20 a 80 %, sendo
que a 100 % de poténcia houve uma pequena diminuigfio na sua extragdio. No
entanto, os resultados obtidos com essa poténcia (100 %) apresentaram um
menor desvio padrio. Como a extragio de célcio mostrou-se excelente com
emprego da poténcia maxima, foi decidido entdo, usar sempre essa poténcia
para todas as decomposi¢des, uma vez que é nosso objetivo determinar Ca e

Mg em uma amostra que sob as mesmas condi¢des de decomposicio.

Ca (mg/L)
g

Tl E

™ 0 ) 2 100
Potancia (%)

Figura 11: Eficiéncia da extragéio de cilcio presente na amostra de urina em fungdo da poténcia.
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Figura 12: Eficiéncia da extragdo de magnésio presente na amostra de urina em fungio da poténcia.

6.4.2- Emprego do acido nitrico e efeito do tempo de atuaciio das

microondas sobre a decomposiciio das amostras de urina

A quantidade de poténcia absorvida, depende do 4cido empregado e da
sua concentragdo [5]. No pré-tratamento de amostras com 4cidos minerais, as
seguintes propriedades dos 4cidos devem ser levadas em consideragdo: a forga
do 4cido, o poder oxidante do 4cido e/ou de um de seus produtos de
decomposigio, a solubilidade dos sais correspondentes, o grau de pureza e/ou
facilidade de purificagdo ¢ aspectos relacionados a seguranga durante a
manipulaggo.

Os acidos/agentes oxidantes mais comuns empregados para a
decomposigéo de materiais biolégicos sio HNO; e H,SO; além de H,0, [15].

O HCI ¢ um 4cido forte, mas no apresenta propriedades oxidantes além
daquelas associadas ao fon H' e além do mais, ele gera cloretos voldteis
quando espectrometria de absorgdo atémica por chama é empregada para
determinagdo. O H,SO, é um 4cido forte, € uma das suas principais vantagens
¢ justamente o fato de permitir a execugdio de processos de decomposig¢io sob
elevadas temperaturas, porém, éeu uso ndo ¢ recomendado em amostras com
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altos teores de Ca, devido a baixa solubilidade do CaSO4 (2 g L), J4 para o
HCIO, existe o perigo imprevisivel de explosio face ao seu elevado poder
oxidante. Assim, o HNO; foi empregado para a decomposi¢io das amostras de
urina, uma vez que ele gera nitratos soluveis, ¢ de facil purificagio e, quando
em sistemas fechados, possui um excelente poder oxidante [3].

A influéncia da concentragio do 4cido nitrico foi estudada em um
mntervalo de 0 - 4,0 mol L' mantendo-se as amostras nas bobinas de
decomposigdo por diferentes periodos ©, 1, 2, 4 ¢ 6 min) para otimizar o
tempo de decomposigdo, 3 100 % de poténcia. Esses estudos foram realizados
simultaneamente. Concentragdes acima de 4,0 mol L foram investigadas,
porém, os resultados para Ca e Mg (444 mg L' e 106 mg L7,
respectivamente) apresentaram-se menores quando comparado com os
resultados obtidos quando empregava solugdes mais diluidas, como por
exemplo 3,0 mol L (579 mg L™ para o Cae 131 mg L™ para o Mg). Ambos
usando tempo de atuacgo das microondas de 6 min.

O calor especifico de cada acido aumenta quando sua concentragdo
diminui, aproximando-se do calor especifico da agua pura. Por causa dessa
propriedade, hd um aumento na absorgdo de poténcia pelo acido quando ele
torna-se mais dilnido. Isso ocorre porque no aquecimento da mistura
amostra/dcido, prevalece o aquecimento por rotacdo de dipolo & medida que a
concentragdo do acido diminui, resultando numa melhor decomposi¢do das
amostras [5].

Com respeito ao tempo de atuagdo das microondas, tempos superiores a
seis minutos ndo foram testados, pois a velocidade analitica seria prejudicada
e imviabilizaria o sistema proposto. Empregando o tempo de 6 minutos,
observou-se que resultados similares (908 mg L™ para o Ca e 212 mg L' para

© Mg) eram obtidos quando eram empregados tempo de 2 min. (841 mg L*!
48



S

para o Ca e 200 mg L™ para o Mg) ou 4 minutos (889 mg L' para o Ca e 217

mg L' para o Mg). Assim, optou-se em realizar as decomposi¢des usando no
maximo, 2 minutos de atua¢do das microondas.

O efeito do 4cido nitrico e do tempo de atuagdo das microondas foram

investigadas simultaneamente, onde as Figuras 13 e 14 ilustram os resultados

obtidos para cdlcio e magnésio, respectivamente, em fungdo dessas duas
variaveis.

520

©Mpo (i, )

Figura 13: Superficie de resposta obtida para a concentragdo de clcio devido a decomposic¢do das
amostras de urina, variando a concentragdo de acido e o tempo de atuagio das microondas.

Mg (mg/L)

Figura 14: Superficie de resposta obtida para a concentragdo de magnesio devido a decomposi¢do
das amostras de urina, variando a concentragio de acido ¢ o tempo de atuacgdo das microondas.
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Pela Fig. 13, podemos observar que os resultados obtidos para o célcio
aumentaram com o tempo de atuagdo das microondas. Isto pode ser
verificado, comparando-se os tempos de atuagdio das microondas (0 - 4 min)
para qualquer concentragdo de HNO; empregada, inclusive, sem o emprego
deste. Se fixarmos, por exemplo, uma concentragdo de 2,0 mol L de HNO, ,
observamos um aumento da extragéio de célcio de 415 para 500 mg L com o
incremento do tempo de atuagio das microondas. O melhor resultado
encontrado para o célcio foi empregando o tempo de 4 min. e HNO; na
concentragdo de 2,0 mol L™ (500 mg L™). No entanto, tempo de atuagdo das
microondas de 1 min ¢ concentragdo de HNO, 1,0 mol L também apresentou
resultados satisfatorios (480 mg L™).

Para o magnésio (Fig. 14), o melhor resultado encontrado foi quando se
empregou o tempo de 1 minuto e HNO; na concentragio de 2,0 mol L.

Uma vez que é nosso objetivo determinar célcio e magnésio numa
amostra que sofreu as mesmas condi¢des de decomposicdo, afim de obtermos
maior freqiéncia analitica, optamos em trabalhar com HNO; 1,0 mol L™ e
tempo de 1 min. No caso do &cido, ¢ uma condi¢do menos drastica de
decomposigdo, o valor do “branco” apresentou-se menor, além de minimizar
a contaminagg@o do meio ambiente e o consumo do proprio acido. Em relagdo
a0 tempo de atuagfio das microondas de 1 min, foi possivel obter uma
velocidade analitica de 15 amostras h” em cada bobina de decomposiggo, ja
levando-se em consideragio os ciclos de limpeza do sistema de fluxo.

Um ponto importante a ser discutido, sdo as vantagens e limitagtes
encontradas quando se deseja analisar amostras de urina. Ela é um amostra
facilmente acessivel, uma vez que ¢ excretada naturalmente.
Consequentemenfe, sua coleta nio causa nenhum trauma ao paciente, com

excecdo quando se precisa realizar exames bacteriolégicos, onde a
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cateterizagio ou aspiragiio supraptibica da bexiga ¢é necessaria [13]. No
entanto, um problema significante encontrado nessas amostras, € o fato de sua
composicdo variar amplamente, mesmo para individuos saudaveis e até para o
mesmo individuo. Os fatores que afetam a composi¢do, e também o volume,
dessa amostra sdo: os fatores dietéticos (como por exemplo, uma ingestio
excessiva ou insuficiente de dgua, sais e efc.), os fatores fisiologicos (como
atividades fisicas) e em casos de doengas (como por exemplo, deficiéncia
renal) [80]. Assim, varias substincias sfo excretadas desigualmente durante o
dia. No desenvolvimento desta dissertagdo, esse tipo de problema foi
observado, além do problema de contaminaggo por bactérias, inviabilizando o
armazenamento dessas amostras por muito tempo. Consequentemente, foi
impossivel utilizar a mesma amostra no decorrer do desenvolvimento deste
trabalho.

Apbs a otimizagio dos parimetros investigados, fez-se a decomposicdo
de seis amostras de urina, com emprego do forno de microondas, sendo que
trés amostras eram de voluntarios masculinos e trés de voluntérios femininos.
As amostras foram coletadas no mesmo dia e pela manhi (primeira expelida)
em recipientes limpos e secos. Com o propésito de averignar como as
condigdes de decomposigio afetam cada amostra, fez-se, também, a
determinagdo de cilcio e magnésio nessas seis amostras sem utilizar o forno
de microondas, utilizando 200uL da mistura amostra/4cido e concentragdo de
HNOs; 1 mol L. Os resultados, expressos em mg L™, para célcio e magnésio
séo mostrados nas Figuras 15 ¢ 16, respectivamente. Esse experimento foi
realizado em triplicata.
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Figura 15: Concentragdes de ca.lcm obtidas para seis amostras de urina, utilizando 200 pL da
amostra, em meio 4cido 1,0 mol L' (@ ) apés decomposi¢do a poténcia maxima (659 W) por 1 min
¢ sem usar o forno de mmroondas ().

Amostras 1 - 3 = voluntarios masculinos

Amostras 4 - 6 = voluntarios femininos
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Figura 16: Concentragdes de magnesw obtidas para seis amostras de urina, utilizando 200 uL da
amostra, em meio acido 1,0 mol L' (@ ) apos decomposigdo a poténcia maxima (659 W) por | min
¢ sem usar o forno de microondas ( @ ).

Amostras 1 - 3 = voluntarios masculinos
Amostras 4 - 6 = voluntarios femininos

Analisando os resultados obtidos, podemos notar que as amostras
apresentaram quantidades diferentes de calcio e magnésio entre si, sendo que
para o célcio, o menor valor encontrado foi de 100 mg L (amostra 4)e o
maior valor foi cerca de 800 mg L™ (amostra 1); para o magnésio, 0 menor

valor encontrado foi de 10 mg L™ (amostra 4) e o maior foi de 100 mg L'
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(amostra 1). A explicagdo para isso é devido & diferenca na ingestdo alimentar,
na de 4gua e de outros liquidos que variam de pessoa para pessoa. Além disso,
podemos observar também, que para a maioria das amostras, 0 emprego da
energia € imprescindivel, como é o caso das amostras de nameros 1 e 4 (Fig.
15), onde a diferenga da concentragio de calcio entre usar o forno de
microondas e nfo usar foi de 200 mg L™ e 90 mg L, respectivamente. Isso
provavelmente deve-se ao fato da forma com que o calcio estd ligado e,
também, pela auséncia ou presenca de certas espécies que podem ser
consideradas concomitantes.

Para o magnésio (Fig. 16), com excegho das amostras de niimero 4,
houve uma diferenga nos resultados obtidos quando se emprega ou nfo o
forno de microondas. No caso das amostras de nimero 1 e 3, essa diferenga
foi cerca de 10 %.

Podemos observar também, que parece existir uma relagio de
proporcionalidade entre as concentragdes de cilcio e magnésio para cada
amostra, sendo que essa relagio ¢ diferenciada para amostras de voluntarios
do sexo masculino e feminino. Para as amostras dos voluntirios masculinos,
encontramos uma proporgio de calcio de 7,50 vezes maior do que a de
magnésio (RSD = 21,8 %) e para as amostras dos voluntarios femininos a
proporgdo de célcio em relagio ao magnésio foi 15,6 vezes maior (RSD = 12,2
%). Sendo assim, pode ser possivel determinar semi-quantitativamente o
magnésio presente em amostras de urina somente pela avaliagdo da quantidade
de calcio, € com isso, realizar um “screening” para o magnésio de acordo com
a quantidade de célcio, ou vice-versa. Para verificar se isso ¢ possivel, foi
neceséério realizar a determina;:ﬁo de célcio e magnésio em mais amostras de
urina. Assim, 21 amostras fornecidas pelo Hospital das Clinicas da
Universidade Estadual de Campinas foram decompostas pelo forno de
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microondas para posterior determinagio de calcio e magnésio por
espectrometria atémica (FAAS). )

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos para calcio e magnésio
juntamente com proporgdo Ca/Mg encontrada.

Tabela 3: Resultados da relagiio da concentragdio entre Ca e Mg.

Voluntérios Sexo | Ca(mgL™) Mg (mg L™) Relacfio Ca/Mg |
1 M 291,0 67,55 4,31
2 M 119,0 16,63 7,16
3 M 249,9 97,51 2,56
4 M 591,9 1114 5.31
5 M 362,6 1243 2,92
6 M 181,7 71,90 2,53
7 M 194,5 14,12 13,8
8 M 338,5 56,30 6,01
9 M 346,7 124,7 2,78
10 M 554,6 178,2 3,11
11 F 2243 51,12 4,39
12 F 96,63 63,95 1,51
13 F 524.4 79,93 6,56
14 F 306,0 52,73 5,81
15 F 804,1 181,4 4.43
16 F 56,26 20,31 2,78
17 F 3248 102,4 3,17
18 F 543,1 76,71 7,08
19 F 178,8 44,42 4,03

20 F 2282 93,85 2,43
21 F 200,6 46,03 4,36

Como podemos observar pela Tabela 3, a relagdo Ca/Mg obtida para
essas amostras foram ligeiramente diferentes das amostras anteriores. Para as
amostras dos voluntirios masculinos, a propor¢do entre Ca/Mg foi de 4,94
(SD = 3,48) ¢ para as amostras dos voluntarios femininos, essa relagdo foi de
423 (SD = 1,73). A explicagﬁb para essa diferenca pode ser devido a
diferenca no procedimento de armazenagem das amostras anteriores com as

obtidas do Hospital das Clinicas da Unicamp. No caso das amostras
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anteriores, essas foram somente refrigeradas a 4° C e as decomposi¢des
ocorreram no mesmo dia da coleta. Para as amostras obtidas do Hospital das
Clinicas, essas foram congeladas por varios dias até obter um total de 21
amostras. Assim, para afirmar se é possivel ou nfo realizar um “screening”
para o magnésio de acordo com a quantidade de calcio, seria necessario uma

quantidade mais significativa de amostras ¢ um tempo maior de estudo.

6.5 Estudo da estabilidade das amostras de urina

Amostras de urina coletadas pela manhi de quatro voluntarios (dois
homens e duas mutheres) foram utilizadas com o proposito de avaliar o tempo
em que as mesmas podem ser empregadas para anslises sofrendo apenas
refrigeracdo. As leituras de pH ocorreram em seqiiéncia, com auxilio de um
potencidmetro € de um eletrodo de vidro. Essa avaliagdio foi realizada até o
momento em que as amostras nio eram mais indicadas para analises
(formag@io de precipitado, odor fortemente desagraddvel ¢ mudan¢a na
coloragio). A Tabela 4 mostra os resultados obtidos.

Tabela 4: Resultados da avaliagio da estabilidade de quatro amostras de
urina.

M1O M2O)
Hora 1 24 48 1 24 48
H 541 5,39 5,39 5,18 5,16 -
Cor_| amarelo claro | amarelo claro amarelo amarelo amarelo -
Odor | caracteristico | caracteristico | desagradavel forte desagradavel -
Obs. - - - - precipitado -
F1©O F2©
Hora 1 24 48 1 24 48
pH 5,92 5,92 5,95 575 5,75 5,77
Cor | amarelo claro | amarelo claro amarelo amarelo amarelo laranja
Odor | camacteristico | caracteristico | desagradivel | camacteristico | caracteristico desagradivel
Obs. - ' - precipitado - - -
"UMI ¢ M2 = amostras de voluntarios masculinos

OF1 ¢ F2 = amostras de voluntarios femininos

55




o

Embora o pH de todas as amostras ndo tenha apresentado uma alteragéo
significativa durante os trés dias de avaliagio, pode-se notar que as amostras
foram adquirindo uma cor amarela escura, além do odor que foi se tornando
desagradavel. Esse odor possuia um forte cheiro amoniacal devido a agédo de
bactérias sobre compostos nitrogenados (principalmente uréia). Podemos notar
também a formagdio de precipitado em duas amostras, apos o segundo ou
terceiro dia da coleta. Segundo Burden e colaboradores [78], as amostras de
urina possuem uma tendéncia A precipitagfio. Sua natureza exata nio é clara,
apesar desse precipitado provavelmente conter calcio. De acordo com Burden,
apos dissolugdo do sélido, o sinal do calcio pelo ICP-OES foi
significativamente elevado, em contraste com o sinal do magnésio.

Pelos resultados obtidos, verificamos que as amostras de urina podem
ser utilizadas para andlises por até 48 horas, sofrendo apenas refrigeragio.
Esses resultados estio condizentes com Henry [13] e Hawcroft ¢ Hector [80],
segundo os quais, mudangas pouco significativas podem ser observadas
quando uma amostra recente for refrigerada adequadamente por até 48 horas.

6.6 Estudo des diferentes tipos de coleta
A Tabela 5, mostra os resultados obtidos para cilcio e magnésio

presentes nas amostras de urina mudando-se o tipo de coleta. Esse
experimento foi realizado em triplicata.
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Tabela 5: Quantidade de célcio e magnésio (mg L") presente nas amostras de
urina, mudando-se o tipo de coleta (n = 3).

~1° expelida Coleta de 24 horas
Ca 402,45 Ca 496,07
SD 13,3 SD 17,04
RSD 3% RSD 3%
Mg 47,97 Mg 47,23
SD 0,81 SD 1,32
RSD 2% RSD 3%

No caso da coleta total, em vez de descartar a primeira amostra do dia,
como ¢ correto fazer, esta foi coletada num frasco plastico e utilizada como a
amostra da primeira expelida e mantida sobre refrigeracdio até a decomposigio
pelo forno de microondas, o qual ocorreu no dia seguinte. Toda urina
subsequente a esta, incluindo a primeira amostra do dia seguinte, foi usada
como a coleta de 24 horas, sendo o volume final de 550 mL. Essa amostra foi
rigorosamente agitada antes que aliquotas fossem retiradas para anslise.
Ambas amostras foram decompostas no mesmo dia pelo forno de microondas.

A quantidade de magnésio, presente nos dois tipos de coleta foi
praticamente a mesma. Para o célcio, houve uma diferenca na sua
concentracdo entre as duas coletas, onde as amostras da primeira expelida
mostraram uma concentragio menor.

Para a determinagfo de célcio, o ideal seria realizar uma coleta de 24
horas, uma vez que a sua quantidade mostrou-se maior do que na coleta da
primeira expelida. Obter uma coleta de 24 horas em principio é facil, mas na
pratica, ¢ bem mais complexo, devido a alguns inconvenientes, como por
exemplo: as vezes ocomre uma hipercoleta, a amostra deve ficar sob

refrigeragdo até o término da coleta e, as vezes, a temperatura de refrigeragdo
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¢ madequada para conservar a amostra e o paciente pode esquecer de coletar
toda a urina e descartd-la [81].

6.7 Estudo dos concomitantes

Apés a otimizagio do método proposto, foi realizado um estudo
referente a interferéncia de outros metais e de algumas espécies sobre a
determinagfio de célcio e magnésio. As Tabelas 6 e 7 ilustram os metais ¢ as
espécies investigadas, juntamente com suas respectivas concentragdes
encontradas na amostra de urina e suas proporg8es em relagiio ao célcio e ao

magnésio, respectivamente.

Tabela 6: Metais e espécies investigadas ¢ suas respectivas concentragdes em
relagéo ao célcio.

Concomitante | [concomitante] presente | Proporgiio
na urina (glzg LY [Metal/Ca]
Cromo (VI) 9x 10" 1,12 x 10™
Cobre 940 1,17
Chumbo 1x 10" 1,25 x 10™
Niquel 3,3x10" 416x10™
Zinco 243 0,3
Sodio 3935 5,0
Potissio 1839 2.3
Magnésio 120 0,15
Cidmio 9x 10 1,12x10*
Cromo (III) 8,5 x 10™ 1,0x 10°
Cloreto 4600 5,75
Sulfato 2500 3,13
Fosfato 600 0,75
Cobalto 9,6 x 10” 1,2x10°
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Tabela 7: Metais e espécies investigadas e suas respectivas concentragdes em
relag8o ao magnésio.

Concomitante | [concomitante] pregente Proporgiio
na uring (mg L™) [MetallMg]
Cromo (V) 9x 10'2L 75x 10
Cobre 940 7.8
Chumbo 1x 10" 8,3 x 10™
Niquel 3,3x% 10" 2,8x 10
Zinco 243 2,0
Sédio 3935 32,8
Potsssio 1839 15,32
Cilcio 800 6,7
Cidmio 9x 10* 7.5x 10"
Cromo (II) 8,5x 107 7,8 x 107
Cloreto 4600 38,33
Sulfato 2500 20,83
Fosfato 600 5,0
Aluminio 3,1x 102 2,6x 10°
Manganés 1,3x 107 1,1x 10
Ferro 1x10™ 8,3x10°
Cobalto 9,6 x 10™ 8x10°

Inicialmente, a concentragdo dessas espécies e dos metais foram
baseadas naquelas concentragdes normalmente encontradas na amostra de
urina, de acordo com a literatura [7, 81 - 85], e aumentadas até um nivel onde
se produzisse, no maximo + 10 % de interferéncia. Na execugfo desse estudo,
foi empregada uma solugdo de célcio de 2,5 mg L' e uma outra solugdo
contendo a mesma concentragio de calcio mais o metal a ser investigado. Para
o magnésio, foi preparada uma solugio de 0,25 mg L™, e uma outra solugéo
contendo a mesma concentragio de magnésio mais o metal investigado. Uma
solugiio de lanténio, de concentragdio final de 1 % (m/v) foi adicionada em
todas as solugdes para assegurar um mdaximo de recuperacdo do cilcio, visto
que para concentragbes menores de que 1 % observava-se uma forte
interferéncia do fosfato sobre o calcio. Isso ocorre porque o fosfato se
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combina com o célcio na fase condensada, formado um composto menos
volatil [86].

Os resultados das espécies e dos metais investigados sobre o sinal do
célcio estfio mostrados nas Figuras 17 a 20.

Na concentragio méxima investigada de 24 mg L™, o cobre (Figura 17a)
apresentou uma interferéncia de 7,55 % sobre o sinal do calcio. Apesar deste
metal ndo apresentar uma interferéncia significativa x 10%), sua
concentragdo estava extremamente elevada (ca de 8 vezes maior do que o
valor normalmente encontrado).

Na concentragio de 20 mg L™, o potassio (Figura 17 b) apresentou uma
interferéncia de -10,63 % sobre o sinal do calcio, sendo essa concentragéo 3,5

vezes maior do que aquela normalmente encontrada na urina.
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Figura 17: Resultados de seletividade na determinagio de calcio, tendo cobre (a) e potassio (b)
como concomitantes. As barras indicam os erros obtidos.

Cloreto (Figura 18 a) e magnésio (Figura 18 b) mostraram uma
interferéncia de - 4,45 % e - 9,57 % 4 concentragdo de 112 mg L e 3.2 mgL,
respectivamente, sendo essas concentrages, 8 e 7,8 vezes maior do que as

encontradas em amostras de urina. Assim como aconteceu com o cobre
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(Figura 17 a), o ion cloreto ndo apresentou uma interferéncia significativa

mesmo em concentragies elevadas.
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Figura 18: Resultados de seletividade na determinagiio de calcio, tendo cloreto (a) ¢ magnésio (b)
como concomitantes. As barras indicam os erros obtidos.

Nas concentragles investigadas, ambos zinco (Figura 19 a) e sulfato
(Figura 19 b), nfio apresentaram uma interferéncia significativa sobre o sinal
do célcio. No caso do zinco, este apresentou uma interferéncia positiva
levemente constante, sendo 4,13 % a6 mg L.

Sulfato nfo mostrou uma interferéncia significativa mesmo quando sua
concentragio mixima investigada (64 mg L™) estava 8,2 vezes maior do que o
nivel normalmente encontrado em amostras de urina.
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Figura 19: Rssu]tados de seletividade na determinagfio de célcio, tendo zinco (a) e sulfato (b) como
concomitantes. As barras indicam os erros obtidos.
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O fosfato (Figura 20 a) apresentou uma interferéncia de +10,43 % 2
concentragfo de 1,88 mg L™ (nivel normal encontrado em amostras de urina).
Porém, essa interferéncia manteve-se constante até 8 mg L.

Ja o chumbo (Figura 20 b) apresentou uma interferéncia negativa que
variou entre 1,64 e 4,34 %. Esse metal foi estudado numa concentragdo cerca

de 1000 vezes maior do que o nivel normalmente encontrado em amostras de

urina.
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Figura 20: Resultados de seletividade na determinagiio de calcio, tendo fosfato (a) e chumbo (b)
como concomitantes. As barras indicam os erros obtidos.

Os resultados das espécies ¢ dos metais investigadas sobre o sinal do
magnésio estio mostrados nas Figuras 21 a 25.

As Figuras 21a e 21b mostram que zinco e potissio apresentaram um
comportamento semelhante sobre o sinal do magnésio. Até a concentracio
méxima estudada (32 mg L), zinco (Figura 21 a) ndo apresentou nenhuma
interferéncia significativa.
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Figura 21: Resultados de seletividade na determinagio de magnésio, tendo zinco (a) e
potassio (b) como concomitantes.

Potassio (Figura 21 b) mostrou uma interferéncia de -8,56 % a4 8 mg L™,
no entanto, a concentragdes mais elevadas, essa interferéncia foi praticamente
inexistente.

Na concentragio de 8 mg L, o cobre (Figura 22 a) apresentou uma
interferéncia de 9,7 % sobre o sinal do magnésio, sendo essa concentragdio
cerca de 4 vezes maior do que o valor normalmente encontrado em amostras
de urina. Quando sua concentragio foi elevada para 16 mg L' essa
interferéncia foi bastante reduzida.

Ji o aluminio (Figura 22 b) ndo apresentou uma interferéncia
significativa, mesmo quando sua concentragio foi elevada de 6,5 x 10” para
6,5x 107,
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Figura 22: Resultados de seletividade na determinagio de magnésio, tendo cobre (a) e aluminio (b)
como concomitantes. As barras indicam os erros obtidos.

O ion cloreto (Figura 23 a) na concentragiio de 8 mg L™ apresentou uma
interferéncia negativa de 7,66 %. As demais concentragdes investigadas nio
apresentaram uma interferéncia significativa. A 128 mg L, o cloreto
apresentou uma interferéncia de -1,3 %, sendo essa concentragfio cerca de 36
vezes maior do que os niveis normalmente encontrados em amostras de urina.

O célcio (Figura 23 b), outro metal investigado sobre o sinal do
magnésio, foi estudado até a concentragio de 26,88 mg L' e nio foi

observado nenhuma interferéncia significativa.
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Figuri 23: Resultados de seletividade na determinagiio de magnésio, tendo cloreto (a) e cilcio (b)
como concomitantes. As barras indicam os erros obtidos.
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Tanto o chumbo (Figura 24 a) como o niquel (Figura 24 b), ndo
apresentaram interferéncias significativas. As concentragles desses metais
foram estudados a niveis extremamente elevados, os quais nfo sdo
encontrados em amostras de urina, sendo que a concentragio maxima
investigada foi de 0,2 mg L™ para o chumbo e 0,7 mg L™ para o niquel.

- ) — ] 'E ) 3
% 2 22e— ? 3+
5 .% 1 1o
§ ] - 14 13

u. -
; :

. ]
§ d 'Li 5.1.1
g s = L] 40

0 s 10 5 @ 0o=m 4 0 1 2 % 4 % e 10
Concentracio de Pbx 10°%mg L) Concentragko de Nl x 10° (mg L")
(@ ®)

Figura 24: Resultados de seletividade na determinagdo de magnésio, tendo chumbo (a) e niquel (b)
como concomitantes. As barras indicam os erros obtidos.

O fosfato (Figura 25), a tltima espécie investigada, ndo apresentou
interferéncia significativa de + 10 %, mesmo a 80 mg L™, que equivale a uma

concentragido 64 vezes maior do que os valores normais encontrados na urina.
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Figura 25: Resultados de seletividade na determinacfio de magnésio, tendo fosfato como
concomitante. '
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6.8 Comparacio de resultados empregando duas técnicas de detecciio

Nesta parte do trabalho, foram executadas algumas comparagGes de
resultados, utilizando duas técnicas de detecgdo: a espectrometria de absorgio
atbmica por chama (FAAS) e a espectrometria de emissfio atémica com
plasma indutivamente acoplado (ICP-OES).

As Tabelas 8 ¢ 9 ilustram os resultados obtidos para Ca e Mg,
respectivamente, empregando as duas técnicas.

Tabela 8: Resultados obtidos para Ca em diferentes voluntdrios empregando

ICP-OES e FAAS (n = 3).

Voluntirios ICP-OES Procedimento proposto
(FAAS)
mg L~ mg L~

1 254,30 + 66,89 224 30 £ 34,31
2 169,50 + 12,97 178,80 + 16,95
3 95,84 +5,75 96,56 + 13,94
4 474,30 + 42,05 524,40 +£ 3431
5 225,60 1 18,81 228,20 £ 19,92
6 6125+1173 53,37 £5,98

7 286,30 + 32,64 306,00 £ 11,90
) 278,50 + 6,36 291,00 + 9,95
9 756,50 + 57,06 804,10 + 37,26
10 35,12+3,76 56,34 + 1,77

11 120,40 + 18,92 119,00 + 6,04
12 294,90+ 21,29 324,80 £ 30,63
13 239,30 + 70,67 249,90 + 74,09
14 581,20 £ 20,58 590,801+ 119,8
15 180,40 + 24,59 181,70 + 27,50
16 523,80 + 20,84 543,10 £ 26,15
17 191,10+ 15,95 194,50 + 25,39
18 312,00+ 10,99 338,50+ 13,72
19 322,40+ 21,91 346,70 + 15,68
20 187,80 +6,45 200,60 + 5,97
21 108,40 + 20,80 105,30 + 17,04
22 524,90 £ 74,16 554,60 £ 96,35
23 304,80 + 26,67 362,60 + 62,62
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Tabela 9: Resultados obtidos para Mg em diferentes voluntirios empregando
ICP-OES e FAAS (n=3).

Voluntérios ICP-OES Procedimento proposto
(FAAS)
MgL” mg L™
1 54,92 + 12,23 51,10 +4.21
2 47,20 £ 2,26 52,71+4,79
3 60,35 £ 6,00 63,98 + 6,10
4 73,39+ 11,47 79,95 + 10,60
5 101,40 + 12,36 104,90 + 10,86
6 35,26 £ 2,53 36,23 £ 0,89
7 49,14 + 3,39 52,71 +445
8 65,21+ 1,10 67,53 + 166
9 176,00 + 5,47 181,40 £+ 1.83
10 19,82 + 0,48 20,27 +£0,54
11 14,23 + 1,61 16,62 + 0,96
12 84,13 + 13,33 102,40 +3,17
13 88,40+ 11,35 97,52 + 9,78
14 130,60 + 8 59 135,90 +4.96
15 128,20 + 2,94 124,30 + 2,54
16 108,80 + 1,54 111,40+ 3,41
17 194,60 £ 1,98 193,70 + 1,53
18 131,20 + 3,49 134,40 + 3,50
19 50,50+2,18 53,13 +£2.11
20 63,89+ 5,86 69,54 + 7,34

Essas medidas foram realizadas em triplicata e sempre havia um
“branco”. No caso do FAAS, o valor do “branco” foi de 10,64 mg L' ¢
2,60 mg L para o Ca ¢ 0o Mg, respectivamente e para as leituras feitas no
ICP-OES, o valor do “branco” foi de 23,79 mg L™ e 3,44 mg L parao Ca e o
Mg, respectivamente.

Todas as amostras passaram por um tratamento estatistico, onde foi
executado um teste ¢ pareado. Os resultados obtidos apresentaram um grau de
confianga de 95 % para todas as amostras. Para esses testes, foram utilizadas
amostras de urina obtidas do Hospital das Clinicas da Universidade Estadual
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de Campinas (Unicamp) e de alguns voluntarios do préprio laboratério onde
esta dissertagio foi desenvolvida.

6.9 Comparaciio da decomposicio empregando o forno de microondas

caseiro e o bloco digestor

Foi realizada a comparagio de resultados empregando a decomposigéio
assistida por microondas com a decomposigdo empregando o bloco digestor.

No caso da decomposigfo assistida por microondas, essa foi conduzida
injetando 200 pL da mescla amostra/4cido no sistema de fluxo e o forno foi
acionado por 1 minuto 3 poténcia maxima. As amostras foram coletadas em
baldes volumétricos de 50 mL ¢ um volume de 5,0 mL de uma solugdo de
cloreto de lantinio (10 % m/v) foi adicionado. As decomposigdes foram
realizadas em triplicatas € sempre havia um “branco”.

Para a decomposigio empregando o bloco digestor, 2,0 mL da amostra
foram decompostas juntamente com 3,0 mL. de HNO; concentrado e 1,0 mL
de HyO; (30 % v/v) por aproximadamente 3 horas. Neste caso a amostra foi
levada quase a secura e o volume completado para 10 mL Uma aliquota de
200 pL da amostra decomposta foi transferida para um baldo volumétrico de
25 mL, seguido pela adi¢do de uma aliquota de 2,5 mL da solugfio de cloreto
de lantdnio 10 % (m/v) e o volume completado com HNO; 0,014 mol L. As
decomposigbes foram realizadas em triplicata juntamente com um “branco”.
Para o cdlcio, o valor do “branco” foi de 21 mg L e para o magnésio, esse
valor foi de 2,5 mg L. Esse sistema peﬁﬁu a decomposigdo simultinea de
40 amostras h™. |

As Tabelas 10 ¢ 11 mostram os resultados obtidos para calcio e

magnésio, respectivamente. As leituras foram realizadas no FAAS.
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Tabela 10; Resultados obtidos para célcio (mg L) em diferentes voluntérios

empregando o forno de microondas e o bloco digestor.

Voluntdrios Forno de microondas Bloco digestor
A 951,60 + 75,55 757,50 + 40,61
B 591,90 £ 17,76 520,00 + 32,50
C 362,60 + 62,62 310,00 + 26,83
D 354,60 + 25,50 312,90 + 8,87

Todas as amostras passaram por um tratamento estatistico, onde foi
executado um teste ¢ pareado. Os resultados obtidos apresentaram um grau de
confianga de 99 % para as amostras B, C ¢ D € 99,5 % para a amostra A.

Tabela 11: Resultados obtidos para magnésio (mg L) em diferentes

voluntarios empregando o forno de microondas e o bloco digestor.

Voluntérios Forno de microondas Bloco digestor
A 132,70 + 7,14 124,20 + 4,69
B 111,40 £ 3.41 110,20 + 2,37
C 134,40 + 3,50 12730 £237
D 53,13+211 48.75+4,72

Todas as amostras passaram por um tratamento estatistico, onde foi
executado um teste ¢ pareado. Os resultados obtidos apresentaram um grau de
confianca de 95 % para as aniostras-A, B e D e de 99 % para a amostra C.

Podemos observar pelas Tabelas 10 e 11 que os dois modos de
decomposi¢do apresentaram resultados concordantes entre si, onde a
decomposi¢io pelo forno de microondas permitiu um rapido tratamento das
amostras de urina, sendo a velocidade analitica cerca de 45 amostras h™,
incluindo a limpeza do sistema de fluxo. No caso das decomposi¢Ses
empregando o bloco digestor, cerca de 40 amostras eram decompostas a cada

3 horas. Os volumes de 4cido e da amostra empregado nos dois sistemas de
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decomposi¢do foram outros fatores relevantes. Podemos observar também,
tanto para o Ca como para o0 Mg, que todos os resultados obtidos para as
decomposi¢des empregando o bloco digestor, foram ligeiramente menores
quando comparados com as decomposigbes empregando o forno de
microondas caseiro. No caso das decomposi¢des empregando o forno de
microondas, estas foram realizadas no mesmo dia da coleta das amostras de
urina. Para as decomposi¢Ges empregando o bloco digestor, as mesmas
ocorreram apds um periodo de 48 horas, sendo que as amostras ficaram sob
refrigeracdo a 4° C durante esse tempo. Provavelmente, devido a esse tempo
entre a coleta e a decomposi¢gdo das amostras pelo bloco digestor, pode ter
ocorrido perdas de Ca e de Mg, como, por exemplo, perdas por adsor¢iio na
superficie do frasco de armazenagem. Parece que o periodo de armazenagem
possui um papel importante, ja que os resultados para o “screening” também
apresentaram diferengas significativas quando comparado com as amostras
decompostas no mesmo dia. Pode ser que algum dos metais formem

complexos mais insoliveis, dificultando a decomposigio.
6.10 Caracteristicas analiticas

O método proposto apresenta um limite de detecgdo e quantificagdo de
0,072 e 0,14 mg L, respectivamente para o célcio e 0,065 ¢ 0,091 mg L7,
respectivamente para o magnésio, de acordo com as recomendagtes da
TUPAC [87]. A precisdo para o calcio, expressa como desvio padrédo relativo
(RSD), foi de 1 % (n = 12) para a repetibilidade ¢ 11 % (n = 10) para a
reprodutibilidade, utilizando amostras de urina. Para o magnésio esses

mesmos fatores foram 3 % (n=11) e 11 % (n = 12), respectivamente.

70



o

7. CONCLUSAO

A decomposi¢do em linha por microondas, permitiu um rapido
tratamento da amostra de urina (ca. 45 amostras/h), j4 que trés bobinas de
decomposigio estavam inseridas no forno de microondas, e apresentou-se
bastante versatil, com precisbes aceitiveis. Com este sistema, os riscos ao
operador sdo significativamente minimizados, Ja que o mesmo requer somente
alguns pl. de amostra/reagente, evitando ou minimizando problemas
ambientais.

Nio houve problemas de interferéncia sobre o calcio e o magnésio,
mesmo quando alguns metais estavam a concentragdes elevadas.

Podemos verificar que as amostras podem ser utilizadas para anilises
por um periodo de até 48 horas, apenas com refrigeragdo.

Houve uma diferenca significativa na quantidade de célcio presente nas
amostras, quando fez-se o estudo dos diferentes tipos de coletas. Podemos
encontrar uma diferenga de 93,62 mg L' entre as amostras da primeira
expelida e as amostras coletadas num periodo de 24 horas. J4 para o magnésio,
isso ndo foi observado. Pode-se verificar também para algumas amostras,
parece que as microondas atuaram com maior eficiéncia.

A quantidade de célcio ¢ de magnésio presentes nas amostras
investigadas apresentaram um intervalo bastante amplo, variando de 35 a 804
mg L para o célcio de 10 4 194 mg L' para o magnésio. Em dietas normais,
os adultos saudaveis excretam cerca de 100 - 300 mg L de calcio e cerca de
30 - 60 mg L' de magnésio.

A relagdo Ca/Mg encontrada para as amostras obtidas do Hospital das
Clinicas da Unicamp foi de 4,94 para as amostras dos voluntirios masculinos

e 4,23 para as amostras dos voluntérios femininos. Parece que existe uma
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relagdo muito parecida ente Ca e Mg para todos os casos. No entanto, é
necessario empregar uma quantidade mais significativa de amostras, além de
um tempo maior de estudos para verificar essa suspeita.

O emprego do sistema de fluxo acoplado ao forno de microondas, para a
decomposi¢do de amostras, ¢ da espectrometria atdmica por chama (FAAS),
como técnica de detecglo, apresentou varias vantagens como velocidade,
simplicidade, precisfio, custo e facilidade de operagdo, sendo ideal para
determinacéo de varios analitos em laboratérios clinicos de rotina.
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