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Existem muitas técnicas que podem ser empregadas para determinagdo de metais em amostras
ambientais. No entanto, especiacdo de metal estd tornando-se uma das etapas mais complicadas de se
realizar em quimica analitica, uma vez que ¢ importante definir nivel toxicoldgico de metais em
diferentes estados de oxidagdo para o ambiente. A aplicacdo da eletroforese capilar de zona (CZE) tem
aumentado como excelente ferramenta para estudar e quantificar espécies de metais. Nessa pesquisa,
propde-se um desenvolvimento de um sistema de Eletroforese capilar de Zona (CZE) para a determinag@o
e especiacdo de metais em amostras de aguas. O trabalho enfatiza a importincia dos métodos de
especiagdo em quimica para resolver problemas importantes tais como a determinacdo de metais em
amostras de aguas. O sistema proposto foi avaliado para a especiagdo de Cr(VI), Cr(III)-EDTA e Fe(III)-
EDTA em agua do Acude da Marcela e do Curtume, localizados em Itabaiana/SE.
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There are many techniques can be used to metals determination in environmental samples. Nevertheless
metal speciation has become the more complicated step to improve in analytical chemistry, since
knowledge about toxicological level of metals in different oxidation state is important to environmental.
The application of capillary electrophoresis of zone (CZE) is growing as excellent tool to study and
quantify species of metals. In this research, we propose a development of CZE system to speciation and
determination of metals in water samples. The proposed system was tested for speciation of Cr(VI),
Cr(IIT)-EDTA and Fe(IlIT)-EDTA in water samples collected in Acude da Marcela and in a Tannery, both

located in Itabaiana SE.
Keywords: metal, speciation, water sample, capillary electrophoresis.

1. INTRODUCAO

A especiacdo de metais em aguas naturais € de interesse € importancia para se conhecer a sua
biodisponibilidade e mobilidade e seu comportamento biogeoquimico, além de se conhecer o
impacto da contamina¢do de metais sobre o ambiente, e principalmente os efeitos toxicologicos.
Neste aspecto, estudos mostram que as propriedades toxicologicas dos metais sdo totalmente
dependentes sobre a forma quimica no qual eles ocorrem na natureza. A especiacdo auxilia no
desenvolvimento de estratégias de controle, prevencdo ¢ descontaminacdo do metal poluente.
No caso de amostras de aguas, por exemplo, o monitoramento da distribui¢do das espécies
metalicas auxilia no controle de processos industriais. Do ponto de vista biologico, conhecer o
papel de metais tragos nos organismos vivos € importante para compreender func¢des biologicas,
tais como a complexagdo de metais por proteinas.

A analise de metais enfocando a especiagdo de metais tem sido de interesse de pesquisadores,
com muitos trabalhos publicados [1-14]. Neste aspecto, ndo se pode deixar de relatar a
importancia do desenvolvimento de técnicas analiticas para a analise de metais tracos em uma
variedade significativa de matrizes. Vale ressaltar a hifenagdo de técnicas, importantes para
resolver problemas relacionados a sensibilidade analitica. Com relacdo aos métodos de
separagdo, estes ocupam lugar de destaque quando se trata de especiagdo, mas ndo se pode
descartar as baixas sensibilidades conseguidas pelos métodos espectrométricos tais como
aqueles que utilizam os detectores de massa (p.ex. ICP-MS) [16]. Pode-se encontrar na literatura
trabalhos que envolvem especiagdo de metais, em variadas matrizes, empregando os métodos
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cromatograficos tal como a cromatografia liquida de alta eficiéncia e os métodos eletroforéticos
[2]. Neste ultimo caso, ¢ importante ressaltar a eletroforese capilar (do inglés: Capillary
electrophoresis, CE). Muitos trabalhos sdo encontrados na literatura mostrando estudos
focalizados na otimizagdo dos pardmetros de separacdo para a determinacdo de metais em
amostras ambientais, biologicas e industriais, com varios tipos de detectores. Os detectores UV-
Vis ainda sdo os mais utilizados, isto possivelmente devido a alta capacidade dos sistemas
espectrofotométricos e o custo.

O modo de separagdo em eletroforese capilar é baseado na diferenga das razdes carga/raio de
solutos i6nicos, os quais incluem, dentre outros, anions e cations inorganicos, acidos e aminas
organicos. A separagdo ¢ obtida em colunas capilares entre 25 ¢ 100 microns didmetro interno.
A coluna ¢ cheia com um eletrélito adequado para a separagdo. A migracdo é obtida aplicando
um campo elétrico fornecido por uma fonte de alta voltagem. Diferentes modos de eletroforese
sdo possiveis [18,19]. O mais utilizado ¢ o modo de solucio livre ou eletroforese capilar de zona
(CZE ou CE), onde a mobilidade ionica das espécies tem influéncia significativa na separagdo.
O emprego de baixos volumes de amostras e reagentes e a poderosa capacidade de separacdo da
eletroforese capilar faz desta técnica uma importante aliada a chamada quimica verde.

Em relacdo a especiacdo e determinagdo de metais em amostras de aguas, ¢ de interesse
conhecer a forma da espécie metdlica presente em solucdo de amostras. Neste aspecto, ¢
possivel encontrarmos metais em sua forma livre ou complexada. No ultimo caso, a interagdo
com matéria organica tal como substincia himica ou outras macromoléculas foram
comprovadamente identificadas [2].

Em eletroforese capilar, a resolugdo depende da mobilidade eletroforética dos solutos e do
fluxo eletroosmoético (EOF). Estes, por sua vez, podem ser modificados variando-se a natureza,
a concentragdo ¢ o pH do tampdo. Na otimiza¢do dos sistemas eletroforéticos, € importante
avaliar o pH da solugdo eletrolitica bem como sua natureza e concentragdo. No estudo da
influéncia do pH sobre a eficiéncia de separagdo de metais em amostras de aguas, o pH da
solugdo tampdo tem uma grande influéncia sobre o fluxo eletroosmédtico porque altera o
potencial zeta. O fluxo eletroosmético se forma devido a parede do capilar ser de silica fundida.
O potencial zeta (§) € a diferenca de potencial entre as duas camadas elétricas formadas devido
a ionizagao dos grupos silandis e ¢ proporcional a quantidade de cargas na superficie do capilar.
A medida que o pH aumenta o fluxo eletroosmético também aumenta porque, primariamente,
ocorre um maior numero de dissociagdes dos grupos silanois, os quais passam de Si-OH para
Si-O- nas paredes internas do capilar. Portanto, em valores mais altos de pH, um maior nimero
de grupos silandis ¢ ionizado fazendo com que haja um aumento do potencial zeta e, por
conseqiiéncia, um aumento da velocidade do fluxo eletroosmotico. Ja em valores mais baixos de
pH, ocorre uma diminuicao do fluxo eletroosmético porque ha uma diminuigdo do potencial
zeta em fung¢ao do menor nimero de ionizagdes [18,19].

Como discutido anteriormente, a mobilidade dos solutos pode ser modificada pela adigdo de
agentes complexantes. No caso de metais, a adi¢do de agentes complexantes como os acidos
tartarico, oxalico ou EDTA alteram significativamente a mobilidade i6nica dos metais. Isso &,
na verdade, explorado para otimizacdo da separa¢do de metais cuja mobilidade é muito proxima
[12]. Essa estratégia foi empregada por Motellier e Decambox que avaliaram a separagdo de
metais alcalinos em matriz com alto teor de sddio. O tampao composto por acido acético/acetato
pH 5,00 foi empregado para separagdo. Adicionalmente, o agente complexante era adicionado
ao tampdo. Foram avaliados varios acidos orgéanicos, sendo o acido oxalico utilizado para a
determinagdo de metais em amostras de d4gua com alto teor de sddio [1]. Os autores obtiveram
limite de detecgdo de 4 pumol/L de calcio e magnésio em presenca de 500 mg/L de sddio. Outras
caracteristicas foram: 25 nL de volume de amostra, 25 kV para a separacao e deteccdo a 214 nm
e coluna com 75 um e 60 cm comprimento (52,5 cm comprimento efetivo). A matriz da amostra
pode causar interferéncias, ¢ no caso do CE, a for¢a ionica e pH alteram a migracao
eletroforética [11].

Manninen e Pantsar [10] também empregaram um detector UV em 214 nm para a
determinagdo de Ca™, Mg™, K" e Na” em amostras de 4gua. Os autores empregaram solugio de
separagdo contendo 5 mmol/L de imidazol pH 4,1 e avaliaram a natureza ¢ a concentragdo dos
agentes complexantes: acido hidroxiisobutirico (HIBA) e éter coroa. Para separagdo com 20 kV,
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50 um e 60 cm de comprimento de coluna (55 até o detector) e 15 s de inje¢do empregando
injecdo por gravidade, os autores obtiveram limite de detec¢ao de 0,4; 0,2; 0,2 e 0,1 mg/L para
K*,Ca™, Na e Mg™ respectivamente.

Liu e colaboradores [14] empregaram a eletroforese capilar e avaliaram o efeito de aditivos
organicos sobre a separagio dos complexos. Os autores estudaram a separagdo de Ru™, Rh™,
Os™ e Co™ complexados com resorcinol (TAR). A solu¢do tampdo foi 0,2 mol/L de
NaH,P0,/0,2 Na,HPO,4. A complexacdo ocorreu pré-analise, mas o agente complexante também
foi adicionado ao tamp@o. A separacdo foi obtida em 20 minutos com limite de detecgdo de 92,
294, 843 e 510 ng/mL para Co™, Ru™, Rh™, Os™ respectivamente.

Por outro lado, a eletroforese capilar também pode ser utilizada para a analise de compostos
organicos normalmente utilizados para otimizar a separagdo de metais. Owens e colaboradores
[8] determinaram acidos aminocarboxilicos e seus complexos com metais por CE. Os autores
avaliaram a relacdo metal/ligante analisando os eletroferogramas obtidos com misturas de
ambos. Foi possivel determinar a concentracdo de metal complexado bem como a molécula de
ligante livre em uma tnica corrida. O estudo foi realizado empregando UV a 185nm, 75um e
60cm de comprimento de coluna (52,5 até o detector), 25 mmol/L tampao fosfato/0,5 mmol/L
de TTAB como inversor de fluxo eletroosmético, 20 kV de voltagem de separagdo e 30 s de
injecdo por gravidade. Os autores estudaram os complexos de Ca™, Co™, Ni"%, Cu™?, Zn™, Cd™,
Pb” e Fe™.

Recentemente, Laamanen e Matilainen também mostraram um estudo mais abrangente sobre
o efeito dos agentes complexantes na resolug@o e especiacdo de metais [7]. Com relagdo ainda a
complexacdo de metais, Kamarkar [9] recentemente publicou um trabalho avaliando a separagdo
de complexos de metalicos com cianeto em aguas por cromatografia.

Outra aplicacdo em amostra de agua pode-se citar o trabalho de Fukushi e colaboradores [6]
que determinaram amonio em agua de rio por eletroforese capilar com detec¢do UV a 190 nm.
Os autores empregaram tampao borato a pH 10, coluna de 100 um e 72 cm de comprimento de
coluna (50 até o detector). O limite de detecgdo foi de 0,24 mg/L e tempo de analise de ~7 min.

Neste trabalho, foram estudadas todas as variaveis inerentes ao sistema a fim de estabelecer
as melhores condigdes de analise da metodologia e posteriormente, identificar e quantificar a
presenca de metais Cr(Ill), Cr(VI) e Fe(Ill) em amostras de aguas coletadas no Agude da
Marcela e amostras de Agua de um Curtume, situados em Itabaiana-SE. Além de mostrar o
emprego da radiacdo microondas na etapa de complexagdo das solucdes de referéncia e
amostras reais, utilizando um equipamento caseiro.

2. METODOLOGIA

2.1. Materiais e Equipamentos

Os seguintes equipamentos foram utilizados no desenvolvimento desse trabalho:

e CE Lablnstruments modelo 200 equipado com detector UV-Vis.
Capilar de silica fundida (Polymicro) com diametro interno 75um e externo de
375um, sem recobrimento interno € comprimentos variados.

Frascos com solugao de eletrolito.

Estacdo Cromatografica (Data Apex Ltda, USA).

Fonte de alta voltagem CZE 1000R (Spellman modelo CZE 30PN1000).
Eletrodo de platina de pdlo positivo e negativo.

Suportes de madeira.

Bomba peristaltica com 13 canais, Ismatec, modelo mp 13GJ-4.
Phmetro Marconi, modelo PA200.

Placa Aquecedora Vertex, modelo DB-II.
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e Forno de microondas Panasonic, modelo NN-S62B Family, com poténcia maxima de
1000 W e frequéncia maxima de 2450 MHz.

e Balanga analitica Celtac, modelo FA2104N.

e Vidrarias e outros materiais, comuns a um laboratorio analitico.

2.2. Reagentes e Solugbes

A agua empregada na preparagdo da solucdo foi destilada por um sistema de destilador
modelo 425 da marca Cientec.
e Solugdo estoque: 0,1 mol/L Cromo (III) a partir 5,3290 g do Cloreto de Cromo (CrCls)
(Reagen), 0,1 mol/L Ferro (III) a partir 6,7575 g do sal Cloreto Férrico (Reagen).
e Solugdo padrdo: 50,0 mg/L Cr(Ill) a partir de diluicdo da solugdo 0,1 mol/L CrCl; e
1000 mg/L. Fe(Ill) a partir de diluigdo da solucdo 0,1 mol/L FeCl;. Estas solugdes foram
acidificadas adicionando 1 mL de HCI concentrado.
e Solugdo 50,0 mg/L de EDTA a partir 1,8612 g do sal dissodico CioH4N;Na,0g.2H,0
(Merck).
e Solucdo tampao pH 9,50 contendo: Fosfato de Amonio Dibasico [(NH4),HPO,]
(Reagen) mais o inversor de fluxo 0,5 mmol/L Brometo de Cetil-Trimetil-Aménio (CTAB).
e Solugdo tampao 25,0 mmol/L pH 9,00 contendo: 0,1545 g Acido Boérico (H;BO;)
(Baker)
e Solucdo de Hidroxido de Sodio 1 mol/L e 0,1 mol/L (F. Maia).
e Solugio de Acido Cloridrico 1 mol/L (F. Maia).
e Solucdes de referéncia:
I- 0,2 a 1,0 mg/L Cr(Ill) e Cr(VI) preparadas apos diluicdo da solugao padrao 50,0
mg/L .
2- 0,5a10 mg/L e 5,0 a 40,0 mg/L Fe(Ill) preparadas apds dilui¢ao da solugdo padréo
1000 mg/L.
e Solucdo 1 mol/L de NaOH (F. Maia) para ajustar o pH.

2.3. Preparo da solucgéo estoque e tampao

Todas as solugdes foram preparadas diariamente com reagentes de grau analitico e
dissolvidas na agua destilada. As solugdes de Cr(Ill) e Fe(Ill) foram diluidas para as
concentracdes necessarias antes do uso.

As solugdes contendo Cr(IIl) eram preparadas adicionando-se uma quantidade conhecida de
EDTA e, posteriormente, aquecida em chapa aquecedora a 100°C por 30 min. Também foi feito
um estudo quanto ao uso da radiagdo microondas na aceleragdo da etapa de complexagdo do
Cromo. Para isso, prepararam-se solugdes de referéncias de Cr(IIl) + EDTA e variou-se o tempo
de aquecimento entre 1 e 10 min e mantendo-se constante a poténcia de 700 W.

Para os experimentos, foram preparadas duas solugdes tampao:

a) 20,0 mmol/L fosfato de amonio dibasico (NH,),HPO, + 0,5 mmol/L de CTAB pH 9,50
para determinacdo de cromo e

b) 25,0 mmol/L de acido borico (H;BO3) pH 9,00 para determinagao de ferro.

Os valores de pH das solugdes tampao eram ajustados com hidréxido de sédio 1,0 mol/L e,
previamente ao uso, era filtrada com papel quantitativo 12,50 = 0,10 cm antes de ser utilizado.

2.4. Pré-condicionamento e condicionamento do capilar

O capilar eletroforético ¢ constituido de silica fundida, ¢ a parede revestida por grupos
silandis. Antes de iniciar as analises, o capilar de silica era tratado sequencialmente com agua
destilada durante 2 min, acido cloridrico 1mol/L. (Smin), agua destilada novamente, hidroxido
de soédio 0,1 mol/L (15 min) e, finalmente a coluna era condicionada com a solugdo eletrolitica
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por 30 min. Entre uma analise e outra, para o condicionamento do capilar, utilizou-se a solugdo
de hidroxido de s6dio 0,1mol/L e tampao (2 min).

2.5. Otimizacgao das condicoes eletroforéticas para a separacdo do Cromo e Ferro

Para a identificacdo dos picos de Cr(VI), Cr(IIl)-EDTA"™ e EDTA em fun¢do do tempo de
migra¢do foram utilizadas soluc¢des individuais dos respectivos ions. Posteriormente, foram
preparadas solugdes mistas de Cr(III)-EDTA, Cr(VI) e Fe(Ill)-EDTA. Em todas as analises, a
concentracdo de EDTA foi mantida constante em 30% maior que a concentragdo de cromo. Essa
estratégia permitiu a determinacgdo das duas espécies de cromo como formas anidnicas em uma
unica corrida. Além disso, foi feita a inversdo do fluxo eletroosmotico com o CTAB para
facilitar a determina¢do de anions [18].

2.5.1 Método de inje¢do da amostra

Para a injecdo da solucdo de referéncia no capilar eletroforético foram utilizados os modos de
inje¢do hidrodinamico e eletrocinético. No primeiro, o frasco contendo a solugdo a ser injetada
era mantido a uma altura de 4,5 cm. Para o modo eletrocinético, o frasco contendo as solugdes
era colocado junto com o eletrodo e a fonte de alta voltagem era acionada por 25 s, sendo assim,
como o método anterior, injetado varias vezes para verificar a magnitude do sinal e a resolucdo
dos picos. Para este estudo empregaram-se solugdes de cromo.

2.5.2 Estudo da diferenca de potencial aplicado e concentracao e pH da solucdo eletrolitica

Para definir a ddp que seria utilizada no estudo da concentracdo da solugdo tampaio,
realizaram-se medidas eletroforéticas variando-se a voltagem aplicada entre 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12 e 13 kV.

Para o estudo da influéncia da concentracdo da solugdo eletrolitica, variou-se a concentragao
entre 10,0; 20,0; 30,0; 40,0 e 50,0 mmol/L, mantendo-se constante em 0,5 mmol/L a
concentracdo do inversor de fluxo (CTAB), pH em 9,50 e 10 kV.

A influéncia do pH da solugdo tampao foi verificado variando-se o pH da solugdo tampao
20,0 mmol/L em 8,00; 8,50; 9,00 e 9,50. Para este estudo o potencial aplicado foi 10 kV.

As melhores condi¢des de analise foram definidas em funcdo da eficiéncia de separagdo,
magnitude e precisdo dos sinais analiticos.

2.5.3 Estudo do tempo de injecéo

A influéncia do tempo de inje¢do, sobre a magnitude do sinal analitico e eficiéncia da
separacdo das espécies de cromo, foi avaliada empregando inje¢do hidrodindmica, por
gravidade, e foi variado entre 1 e 30 s. Utilizou-se uma solugao tampao 20,0 mmol/L pH 9,50 de
fosfato de amonio dibasico e aplicou-se uma diferenca de potencial de 10 kV.

2.5.4 Estudo da complexagdo empregando radiacdo microondas

A aplicagdo da energia de microondas foi realizada visando implementar a etapa de
complexacdo, uma vez que essa reacdo ¢ lenta a temperatura ambiente. Foram feitos alguns
estudos para definir o tempo necessario para a complexagao do Cr(III) com EDTA. Para definir
o tempo de aquecimento foi feito um estudo variando-se o tempo de radiagdo sobre as amostras
no forno microondas de 1 a 10 minutos na poténcia de 700 W. A solu¢do empregada neste teste
continha 1,0 mg/L de Cr(III) + 1,3 mg/L EDTA.

2.6. Otimizacao das condicdes eletroforéticas para a separacao do Ferro

Foram preparadas solugdes padrdo de 0,2 a 1,2 mg/L a partir da dilui¢ao da solugo estoque
de Fe (III) e analisadas nos comprimentos de onda 190, 220, 225 e 254 nm. Baseando-se na
literatura, e resultados experimentais obtidos neste trabalho, optou-se por trabalhar com
comprimento de onda em 254 nm e utilizando tampao acido boérico 50,0 mmol/L ou 25,0
mmol/L pH 9,0 [21]. As solucdes de referéncia foram preparadas, a partir de solucdo estoque
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1000 mg/L, nas concentragoes 0,5 a 10,0 mg/L e de 10,0 a 40,0 mg/L e analisadas a 254 nm. A
separacdo foi obtida em tampao contendo acido bérico 25,0 mmol/L pH 9,00.

2.7. Curvas Analiticas

Para avaliar a etapa de otimizagdo, para a separacdo e quantificagdo das espécies de cromo e
ferro, construiram-se curvas analiticas para quantificacdo das espécies. Os graficos e equagoes
foram obtidos a partir da altura do pico versus concentracdo da solugdo de referéncia. Para
determinacgdo de cromo, as curvas foram preparadas com solugdes mistas contendo entre 0,2 a
1,0 mg/L Cr(IIl) e Cr(VI), usando o forno microondas para complexacao.

Para a quantificagdo de Fe(Ill)-EDTA empregaram-se duas curvas analiticas com
concentracdo entre 0,5 a 10,0 mg/L e de 5,0 a 40,0 mg/L.

2.8. Coleta, preparo e andlise das amostras de Aguas do Acude e Curtume

As amostras a serem analisadas foram coletadas em frascos de polietileno de 5 L no Agude
da Marcela e no reservatorio da Industria de Curtume situados em Itabaiana- SE e analisadas
imediatamente. Apds uso, as amostras eram guardadas em geladeira a 4°C.

Uma vez otimizadas as condigdes com solugdes de referéncia, o sistema foi avaliado para a
determinagdo em amostras reais. A dgua coletada foi imediatamente filtrada em duas etapas: na
primeira, empregando um funil simples com duas folhas de papel de filtro qualitativo, na
segunda foi filtrado em um papel de filtro quantitativo 12,50 + 0,10 cm antes do uso por 3
vezes.

Foram selecionadas cinco amostras de 100 mL da Agua do Agude que foram tratadas da
seguinte maneira:

1- Uma amostra ndo recebeu nenhum reagente.

2- Uma amostra recebeu 1,3 mg/L EDTA,

3- Uma amostra recebeu 1,3 mg/L EDTA mais 1,0 mg/L Cr(I1I),

4- Uma amostra recebeu 1,0 mg/L Cr(VI)

5- E, finalmente, uma amostra foi tratada com 1,0 mg/L Cr(VI) + 1,0 mg/L Cr(IIl) + 1,3
mg/L EDTA.

Além da solugdo de referéncia, a amostra pura, a amostra com EDTA e a amostra com
Cr(III)-EDTA foram levadas a chapa aquecedora até fervura por 30 min para realizagdo do
processo de complexacdo. Apoés o restabelecimento da temperatura ambiente, em uma das
amostras com Cr(Ill) e EDTA foi adicionado Cr(VI), e imediatamente analisadas. Também
foram preparadas solugdes com concentragdes maiores do que 1,0 mg/L de Cr(Ill) ou Cr(VI)
mantendo-se 0 mesmo procedimento acima descrito. Para melhor avaliagdo também foram
utilizadas solug¢des contendo concentragdes com até 20,0mg/L. de Cromo.

Também foram analisadas amostras pré-concentradas. Para isso, trés aliquotas de 200 mL das
Aguas do Agude e Curtume foram acidificadas com 0,1 mL de HCI 0,01 mol/L e mantidas em
chapa aquecedora para redugdo de volume. As amostras foram pré-concentradas reduzindo-se o
volume de 200 mL de amostra para 80,0 mL empregando aquecimento em chapa aquecedora
por aproximadamente 3h. Neste caso, dividiu-se o volume final das 3 amostras em duas porgoes
cada. Para agude:

a) 35,0 mL Agua do Agude + 50,0 mg/L EDTA e

b) 35,0 mL de Agua do Agude + 50,0 mg/L EDTA + 0,5 mg/L Cr(III) + 0,5 mg/L Cr(VI),

€ para curtume:

¢) 20,0 mL Agua Curtume + 50,0 mg/L EDTA e

d) 20,0 mL Agua Curtume + 0,5 mg/L Cr(III) + 0,5 mg/L Cr(VI) + 50,0 mg/L EDTA.

O volume final dessas solugdes foi mantido em 100 mL empregando agua destilada. Além
disso, essas amostras foram levadas ao forno microondas caseiro, até ebuligdo, por
aproximadamente 3 minutos, para completar a etapa de complexacao.

Para determinacio de Ferro em Agua do Acude e Curtume, os volumes finais obtidos das trés
amostras pré-concentradas foram divididos em duas porgdes cada:

a) 30,0 mL Agua Agude + 50,0 mg/L EDTA.
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b) 30,0 mL Agua Agude + 50,0 mg/L EDTA + 2,5 mg/L Fe(III).
Para determinacio de Ferro em Agua do Curtume:
a) 20,0 mL Agua Curtume + 50,0 mg/L EDTA e
b) 20,0 mL Agua Curtume + 50,0 mg/L EDTA + 10,0 mg/L Fe(III).
As amostras foram preparadas e diluidas a volume final 100 mL com agua destilada.

2.9. Sistema eletroforético

O sistema eletroforético montado no laboratério ¢ do tipo caseiro. Este consiste numa fonte
de alta tensdo, um capilar mergulhado em dois reservatérios contendo o eletrolito, eletrodos de
platina e um detector UV, uma bomba peristaltica para facilitar o condicionamento do capilar,
além de um computador com software para aquisicdo de dados. O diagrama esquematico do
sistema ¢ mostrado Figura 1.

O condicionamento do capilar era feito bombeando H,O, HCI por 2 minutos, H,O, NaOH por
15 minutos e solugdo tampao por 30 minutos com o auxilio de uma bomba peristaltica. Entre as
injecdes, a coluna era pré-condicionada com solu¢do tampao por 2 min. O capilar utilizado era
de silica fundida com didmetro interno de 75 um e comprimento total 51 cm (31 cm da injecao
até o detector). A injecdo era feita por modo hidrodinamico mantendo-se os frascos de amostra e
solucdo referéncia 4,5 cm de altura por 30s. A detecgdo on column foi feita com um detector
UV. Para a determinacdo de cromo e ferro, a injegao era feita no polo negativo da fonte uma vez
que todas as espécies eram anidnicas, ou seja, Cr(I1lI) e Fe(IlI) eram complexados com EDTA, e
o anion Cr(VI). A repetibilidade das medidas em funcdo do tempo de migracdo e altura de sinal
foi avaliada mediante injecdes consecutivas, para 3 ou 10 inje¢des, de uma solucdo contendo os
analitos.

A identificacdo dos picos, referente as espécies estudadas, foi feita comparando-se o espectro
UV com as solugoes de referéncias.

Empregando o sistema, foram avaliados os principais pardmetros envolvidos em CE: tempo
de injegdo, concentragdo dos analitos, concentracdo, natureza ¢ pH do tampao e diferenca de
potencial.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Método de injecdo de amostra

Para definir o modo de injegdo, as solu¢des de referéncia foram injetadas empregando o
modo hidrodinamico e o eletrocinético. No primeiro caso, a inje¢ao foi feita por gravidade e no
segundo, substituindo-se o frasco contendo o tampdo pelo da amostra. Observou-se maior
magnitude de sinal quando empregando o eletrocinético, no entanto, a resolugdo dos picos ndo
foi adequada (Figura 2). Quando aplicado o modo hidrodindmico, pode observar-se na mesma
figura que os picos apresentaram uma separagao mais eficiente. Apesar da maior magnitude de
sinal ser mais atrativo, o modo hidrodinamico foi mantido para todas as anélises. E importante
ressaltar que a coluna capilar era removida do frasco do tampdo para o frasco das outras
solugdes, enquanto que no modo eletrocinético era necessario movimentar eletrodo e coluna.
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3.2. Estudo da diferenca de potencial aplicada e concentracdo e pH da solucéo eletrolitica

A qualidade da analise quimica depende de estudar diferenca de potencial aplicada,
concentracdo e pH da solugao eletrolitica. A Figura 3 mostra o grafico obtido quando variou-se
a voltagem para solucdo 20,0 mmol/L de fosfato ¢ 0,5 mmol/L CTAB com pH 9,50. O sinal de
corrente fornecido pela fonte era anotado para a construcéo do grafico. A linearidade da curva, I
x V, foi constante até 10kV, de forma que esta foi mantida para todos os estudos. Valores
superiores poderiam causar aquecimento excessivo da solugdo (Lei de Ohm). A partir desse
estudo, com o aumento da voltagem houve aumento da mobilidade eletroforética das espécies,
visto que a medida que aumentou a voltagem houve diminui¢do dos tempos de migragdo das
espécies e consequentemente, menor tempo de analise (Figura 4).

l Detector on column
—> Colunade separagdo €
Interface
Micro computador Bomba

Peristaltica

Fonte de Alta
I Tenséao —_—

mvV

U1 o N ©

00 5 1, 1, 20 25 3 35 40
Tempo (min)

Figura 1. Diagrama esquemdatico do sistema eletroforético empregado para as andlises.
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figura, as setas indicam 1° pico Cr(VI) e 2° pico Cr(Ill)-EDTA.

O aumento da temperatura, menor viscosidade da solugdo, leva a um aumento do fluxo
eletroosmotico ocasionado devido o efeito Joule. Assim, avaliou-se a concentracdo da solucdo
eletrolitica entre 10,0 e 50,0 mmol/L para obter eficiéncia de separacao e resolugdo dos picos. A
partir disso, verificou-se que o menor coeficiente de variacdo (<5%), em relagdo a altura de
sinal, area e tempo de migracdo da espécie, foi obtido empregando a solugdo 20,0 mmol/L pH
9,50. As solugdes de concentragdo maior que 20,0 mmol/L apresentam um maior coeficiente de
variagdo, além disso, altas concentragdes podem comprometer a separagdo, pelo excesso de
calor [20].

50~
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401

30+

20+

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
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Figura 3. Grdfico I x V para solu¢do 20 mmol/L (NH,),HPO, pH 9,50.
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Figura 4. Eletroferogramas obtidos no estudo da variac¢do da diferenga de potencial. (NH,),HPO,
20,0mmol/L + 0,5mmol/L de CTAB pH 9,50, inje¢do 30s, A=190 nm. (a) 4kV; (b) 6kV; (c) 8kV e (d) 10kV.
O 1°pico refere ao Cr(VI) e o 2° pico ao Cr(Ill)-EDTA

A concentragdo da solucdo eletrolitica ou tampao tem grande influéncia na separagdo
eletroforética. Ainda, o pH da solucdo tampao ¢ um dos parametros que afeta fortemente a
separacdo em CE. Este parametro afeta tanto o EOF quanto a mobilidade eletrolitica dos
analitos [12,20].

A variagcdo do pH da solugdo tampao em 8§,00; 8,50; 9,00 ¢ 9,50 mostrou que o menor
coeficiente de variagdo, maior magnitude de sinal e perfis dos picos foram obtidos com o pH
9,50. Para solugdo com pH acima de 9,50, a resolugdo dos picos ficou comprometida para
Cr(VD).

3.3. Efeito do tempo de injecéo

Variando-se o tempo em 4; 5; 6; 7; 8 ¢ 9s observou-se que a medida que o volume injetado
aumentou houve aumento da magnitude do sinal analitico e aumento da dispersao eletroforética.
Contudo, o tempo de inje¢do para o complexo Cr(III)-EDTA foi estabelecido em 30s, uma vez
que para menores tempos a sensibilidade do método era comprometida. Logo, o tempo adotado
na injecdo da solugdo de Cr(VI) foi de 30s mantendo a altura do frasco em 4,5 cm.

3.4. Complexacéo empregando radiagdo microondas

Quanto a determinagdo de cromo, a acidificagdo da solugdo padrdo e das amostras
também melhorou a precisdo das medidas para o complexo Cr(III)-EDTA- e também aumentou
a magnitude de seu sinal analitico. A Figura 5 mostra o eletroferograma para a solugdo mista
contendo 1,0 mg/L de Cromo(IIl)-EDTA- e Cr(VI).
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Figura 5. Eletroferograma obtido para 1,0 mg/L Cr(Ill) e Cr(VI). As setas indicam os
picos de Cr(VI) (esquerda) e Cr(Ill)-EDTA" (direita), respectivamente. Os outros picos
ndo foram identificados. Aquecimento com microondas 3 min.

O uso da energia de microondas visa substituir a chapa aquecedora durante a etapa de
aquecimento que é requerida para a complexagdo quantitativa de Cr(III) por EDTA. E sabido
que a reagdo necessita de aquecimento para ocorrer [14]. O uso do equipamento otimizou a
etapa de aquecimento e facilitou o manuseio dos béqueres contendo as solugdes. O tempo de
aquecimento, empregando microondas, ¢ dependente do numero de béqueres dentro da cavidade
do equipamento. Assim, para facilitar o controle de tempo, as solugdes permaneciam na
cavidade até atingir 3 minutos de fervura. Este tempo mostrou-se adequado para a total
complexacdo do cromo, ou seja, ndo se observaram diferengas significativas quando
comparados os sinais obtidos por CE para solu¢des contendo 1mg/L de Cr(IIl) + 1,3mg/L de
EDTA e submetidas ao aquecimento empregando a chapa aquecedora e o microondas. Uma vez
que a temperatura é um dos fatores que influenciam nas velocidades das reacdes, sendo assim a
etapa de aquecimento empregando a chapa aquecedora (~100°C) ocorria em até 30 min. O uso
da radiagdo microondas diminuiu este tempo para 3 minutos, ou seja, o tempo de aquecimento
até a ebulicdo foi bem menor. Conclui-se que a intera¢do da radiacdo com a solucdo ¢ eficiente
uma vez que diminui significativamente o tempo requerido para que haja formacdo do
complexo. A partir disso, todas as solu¢des foram preparadas usando a radiagdo microondas.

3.5. Curvas Analiticas

A curva analitica construida apresentou-se linear com coeficiente de correlacdo 0,9775 para
Cr (VI) e 0,9946 para Cr (III)-EDTA e coeficiente de variagdo do tempo de migracdo das
espécies foi inferior a 5% (n=5). As Figuras 6 ¢ 7 correspondem a curva analitica de Cr(VI) e
Cr(II), respectivamente. Os limites de detec¢do (S/R=3) e de quantificagdo (S/R=10) foram
0,04 ¢ 0,12 mg/L para Cr (III) e de 0,14 ¢ 0,48 mg/L para Cr(VI).
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CTAB injecdo 30s, 2=190 nm e ddp 10kV.
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Figura 7: Curva analitica para Cromo(Ill)-EDTA. A x C. Solugdo 20,0 mmol/L fosfato pH 9,50 + 0,5
mmol/L de CTAB, injec¢do 30s, A=190 nm e ddp de 10kV.

Obtiveram-se duas curvas analiticas com coeficientes lineares adequados para determinacdo
de Fe(Ill), uma entre 0,5 ¢ 10 mg/L (r=0,9998) e outra entre 5,0 ¢ 40,0 mg/L (r=0,9945), como
mostram as Figuras 8 e 9. A precisdo foi melhor do que 5% (n=5) para tempo de migracao e
altura de sinal. O limite de detecg¢ao obtido foi de 0,06 mg/L.
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Figura 9. Curva analitica para Fe(Ill) A x C. Solugdo 25,0 mmol/L H;BO; pH 9,00, inje¢do 30s, A=254
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3.6. Andlises de Cromo em amostra real

Uma vez definidas as melhores condigdes para andlise dos metais por CZE, o sistema foi
empregado para a analise de amostras de agua do agude e curtume. Inicialmente, na analise em
agua do agude foram mantidos os mesmos parametros definidos nas solucdes de referéncias, ou
seja, modo de inje¢ao hidrodinamico por 30 s, voltagem de separacdo aplicada de 10 kV (36-42
uA), concentragdo da solugdo eletrolitica fosfato de amonio dibasico de 20 mmol/L com adic¢do
de 0,5 mmol/LL de CTAB, A=190 nm e pH 9,5. A identificacdo de cada uma das espécies foi
baseada no tempo de migragdo e foi verificada pela adicdo de Cr(VI), Cr(Ill) e EDTA em
quantidade conhecida as amostras de agua. Nenhum pico referente ao complexo de Cr(Ill) e
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Cr(V]) foi observado no eletroferograma para a amostra de agua do agude (Figura 10a).
Nenhum pico referente ao complexo de Cr(III)-EDTA™ ou Cr(VI) foi observado para adi¢do de
1,0 mg/L Cr(Ill), 1,3 mg/L EDTA ou 1,0 mg/L Cr(VI) na mesma amostra (Figura 10b). Os
sinais para cromo foram detectados apods a adigdo de 5,0 mg/L, acima disso (Figura 10c) ja
podem ser observados os picos referentes ao complexo de Cr(III)-EDTA.

Quanto & identificagdo dos picos de cromo nas amostras de Agua do Curtume, em anélises
com uma maior concentragdo de EDTA, também ficou evidente que os eletroferogramas ndo
mostraram picos referentes ao complexo Cr(III)-EDTA" (Figura 11a ¢ 11b). Comparando os
eletroferogramas obtidos com e sem adi¢do de cromo as amostras, percebe-se que ndo ¢ obtido
nenhum pico referente aquela espécie.

Considerando os resultados obtidos, e a influéncia da matriz na especiagdo de ions metalicos,
e que had grande quantidade de matéria orgénica dissolvida na agua do curtume e do agude,
pode-se enfatizar que todo ions metalico adicionado ¢ complexado pela matéria organica
dissolvida.
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c d
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Figura 10. Andlise de dgua do Acude. (a) Agua do A¢ude + 1,3 mg/L EDTA. (b) da
Agua do Acude + 1,0 mg/L Cr(VI) + 1,0 mg/L Cr(Ill) + 1,3 mg/L EDTA. (c) Agua do
Acgude + 10,0 mg/L Cr(Ill) + 13,0 mg/L EDTA. Os outros picos ndo foram
identificados. Aquecimento com chapa aquecedora 30 min.
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Figura 11. Andlise de Agua de Curtume. (a): 20 mL da Agua do Curtume + 50 mg/L EDTA. (b)
Eletroferograma obtido na analise de Cromo (I1l) e (VI) em 20 mL Agua Curtume + 0,5 mg/L Cr(Ill) +
0,5 mg/L Cr(VI) + 50 mg/L EDTA. Outras condi¢oes como figura 5. Aquecimento com microondas 3 min.

3.7. Determinacédo de Fe(l11) em amostras de 4gua
As solugdes de referéncia foram preparadas nas concentragdes 0,5 a 10,0 mg/L e de 5,0 a

40,0 mg/L e analisadas a 254 nm. A Figura 12 mostra o eletroferograma para uma das solugdes.
A separagdo foi obtida em tampao 25,0 mmol/L borato pH 9,00.
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Figura 12. Eletroferograma para solucéo 10,0 mg/L Fe(111)-EDTA". A seta indica o pico referente ao
complexo.

Para melhorar a precisdo das medidas, em fungdo da altura de sinal, foi necessario acidificar
as amostras. A falta de acidez suficiente causava a precipitagio dos ions Fe™. Deve-se enfatizar
que apos isso, os resultados melhoraram significativamente e a precisdo em altura de sinal foi
<5%. Além disso, observou-se um aumento significativo na magnitude do sinal analitico
referente ao Fe(ll)-EDTA". A especiagdo é um fator importante no que diz respeito a
identificacdo e quantificacdo de alguns elementos tracos em diversas matrizes, porém,
observam-se inumeras dificuldades nas separagdes dos compostos ligados aos metais, como por
exemplo, a complexidade da matriz, contaminagdes com o elemento de interesse, a instabilidade
das espécies, entre outras [22] Esse fato ficou evidente durante as analises das amostras reais,
pois os eletroferogramas obtidos nas analises dessas amostras ndo mostraram picos referentes ao
complexo de ferro com EDTA (Figura 13). O pico do complexo tem tempo de migragdo entre 5
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e 6 min. Considerando isso, e que ha grande quantidade de matéria organica dissolvida na agua
do curtume e do acude, pode-se enfatizar que todo Fe(Ill) adicionado é complexado pela
matéria organica dissolvida. Pode observar-se na figura que ndo houve alteracdo no perfil do
eletroferograma obtido apos a adi¢cdo do metal a amostra de dgua.
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Figura 13. Eletroferogramas obtidos na andlise da amostra da Agua do A¢ude. (a) 30 mL Agua + 50
mg/L EDTA. (b) 30 mL Agua + 2,5 mg/L Fe(Ill) + 50 mg/L EDTA.(c) Agua do Curtume + 50 mg/L
EDTA. (d) Agua Curtume + 10 mg/L Fe(IIl) + 50 mg/L EDTA. H;BO; 25 mmol/L pH 9,0 inje¢io 30s,
A=254 nm e ddp de 12kV.

4. CONCLUSAO

E imprescindivel ressaltar que a eletroforese capilar de zona com detecgdo UV mostrou-se
adequada para separacdo de complexos Cr(III)-EDTA" e Fe(Il)-EDTA", com tempo de analise
inferior a 5 min. O uso da radiagdo microondas acelerou significativamente o processo de
formacdo do complexo Cr(Il)-EDTA™ no tempo de aproximadamente 3 min. Ao contrario da
chapa aquecedora que as amostras eram colocadas para aquecer durante 30 minutos, o aparelho
microondas forma um complexo com menor tempo.

O Cr(III) adicionado até 5 mg/L. em agua do Acude foi totalmente complexado pela matéria
organica dissolvida, uma vez que nao foi identificado pico referente ao complexo. Pode-se
concluir que esses metais sao complexados pela matéria orgénica dissolvida, uma vez que nao
foi identificado pico referente aos complexos.

Para a quantifica¢do apds a adi¢do de 6,0 mg/L do complexo de Cr(Ill) adicionado em agua
do Agude coletada em dezembro, mediu-se a altura do sinal analitico para esta solugdo. A altura
do sinal foi de 1,746 mV o que corresponde a uma concentragdo, segundo a curva analitica
obtida em solugdo de referéncia, de 0,219 mg/L de Cr(Ill) (n=2). Uma segunda adigdo de 6,0
mg/L de Cr(Ill) foi feita a uma amostra coletada em setembro e o sinal referente a mesma
concentracao de Cr(IIl) foi de 0,360 mg/L de Cr(IIl) (n=3). Uma outra adi¢do de 5,0 ou 6,0
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mg/L Cr(Ill) ou Cr(VI) as amostras de agua de acude, acondicionada em geladeira por 12
meses, mostrou que a concentragdo de cromo recuperada ¢ inferior a 0,6 mg/L tanto para Cr(III)
como para Cr(VI).

Os resultados obtidos e mostrados neste trabalho enfatizam a necessidade de métodos de
especiagdo para esclarecer a disponibilidade de metais em amostras ambientais. A partir dos
resultados obtidos, concluiu-se que tanto Fe(Ill) quanto Cr(Ill) foram totalmente complexados
pela matéria organica dissolvida nas dguas do curtume e do agude. Nenhum sinal referente aos
picos dos complexos foi observado nos eletroferogramas. Outro aspecto importante é quanto ao
processo de oxi-redugdo do cromo hexavalente, que foi reduzido ao estado trivalente e, assim,
disponivel para complexacdo com a matéria organica. Isso justifica o eletroferograma sem pico
referente a essa espécie.
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