uma mistura de 50% da fase BBBT (cristal liquido) em
SE-52, e, desta forma, todos os compostos presentes na
mistura ser identificados.

Guiochon e cols. (21) analisaram uma amostra de qua-
renta bifenilas poli<loradas, em uma coluna de Apie-
zon-L acoplada a outra de Carbowax 20M, utilizando um
procedimento, por eles desenvolvido, que considera o in-
dice de Kovats dos substratos como uma fungdo linear da
temperatura e do comprimento de uma das colunas. Um
programa interativo de computador estabelece as condi-
¢Oes Otimas de andlise, com base nas medidas dos indices
de retengdo correspondentes a quinze diferentes condigdes
experimentais: temperaturas de 170, 175 e 1800C, e cin-
co sistemas de colunas que tém em comum a mesma colu-
na de Apiezon-L, acoplada a segmentos de colunas de
Carbowax 20M de diferentes comprimentos.

CONCLUSAO

A utilizagdo de fases mistas em cromatografia com fase
gasosa revela-se uma técnica promissora para o aperfeigoa-
mento de separa¢Ges cromatogrdficas em colunas empaco-
tadas e capilares, sendo que os sistemas de colunas acopla-
das em série apresentam mais vantagens do que o uso de
uma Unica coluna revestida da mistura de duas fases esta-
ciondrias.

O método do ‘“‘diagrama de janelas™ desenvolvido para
a otimiza¢do desses sistemas, baseiase na linearidade da
dependéncia da reten¢do cromatogrifica com as diferen-
tes composi¢des de fases, podendo ser, portanto, aplicado
na maioria das andlises comumente feitas por cromatogra-
fia com fase gasosa.
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I. INTRODUCAO

Foi publicado recentemente um método para o ataque
de amostras biologicas, usando uma mistura eutética fundi-
da de LiCI-KCI sob um fluxo gasoso de HCl e 0,.(') Esse
ataque foi proposto para a determinagdo polarogrifica de

Cu, Pb, Cd, Zn, Cr, Mn, Co e Ni em lamas de tratamento de
esgoto, sem necessidade de extragdo nem adi¢do de qual-
quer outro reagente quimico.

Testou-se a viabilidade do método para amostra de solos
bem como confirmou-se sua validade em amostras padrdes
de lama. Sdo apresentados os resultados obtidos para duas
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delas provenientes da Associagdo Francesa de Normaliza-
¢do (AFNOR), cujos teores sio conhecidos através da
média de 15 determinagdes feitas por 5 laboratdrios fran-
ceses diferentes.

Por outro lado foram sugeridas algumas modificagdes ao
método visando reduzir o tempo de ataque.

Il. DESCRICAO DO METODO

Apés o tratamento rotineiro da amostra e secagem em
estufa a 1059C, colocase na célula de ataque (Fig. 1-D)
uma quantidade de peso conhecido, por exemplo 0,2g,
juntamente com cerca de 15g da mistura dos cloretos,
sendo 44,5% de LiCl e 55,5% de KCL.(?)

Apesar da fusfio da mistura eutética se dar a 360°C re-
comenda-se, por garania, atingir os 450°C. A temperatura
pode chegar aos 100°C diretamente, sem problemas. Po-
rém na faixa de 100° a 450°C ela deve subir progressiva-
mente com o auxilio de um termo-regulador. Recomenda-
se 150 cada 10 min de 100° a 180° ¢ 25© cada 5 min de
1800 a 4509C, pois a subida brusca da temperatura pode-
ria provocar perdas por proje¢des da mistura.

Na. proposta original do método, a fusio ¢ mantida a
4509C durante 3 horas, sempre sob o fluxo oxidante e
constante de HCI/O,, cuidando-se para que o borbulhador
permane¢a em contato intimo com a mistura. A fig. 1 mos-
tra esquematicamente o dispositivo usado para o ataque.
O fluxo de HCI/O, ¢ obtido fazendo-se passar O, puro com
a vazfo de 120cm®/min através do frasco A que contém
cerca de 100 ml de HCI 12 M. O frasco B, com H, SO, con-
centrado, é utilizado para reter a umidade da mistura gaso-
sa. A matéria orginica ¢ assim convenientemente destruida
e 08 metais passam em solugio no sal fundido sob a forma
de cloretos.

Ap6s o resfriamento, adicionam-se cerca de 80 ml de
igua muito pura ao tubo contendo o produto sdlido obtido,
fechando-o em seguida com uma rolha. Para dissolugdo
completa é aconselhdvel deixar-se o tubo, por alguns minu-

u

D
FORNO COM

CELULA DE

ATAQUE.

Fig. 1
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tos, sob agitagio mecinica. Apés a filtragdo, completa-se
o volume com dgua num baldo de 100 ml, ficando a solugo
pronta para ser colocada na célula polarogrdfica.

O controle rigoroso do processo exige que sejam tam-
bém analisados, tanto o papel de filtro utilizado, apés ser
calcinado a 800°C em cadinho de platina, como a agua de
recuperagio dos produtos voliteis (frasco F).

A modifica¢do proposta consiste essencialmente em fa-
zer a fusdo prévia da mistura dos cloretos de Li e K, numa
quantidade suficiente para 3 mineralizagdes. Colocam-se
na célula D cerca de 45g da mistura eutética, conveniente-
mente seca e homogeneizada. Ap6s o processo de fusio a
4509C, espera-se a solidificagio da mistura dos cloretos,
com o refriamento. Em seguida, quebra-se o tubo e divide-
se o cilindro formado em 3 partes iguais que s3o guardadas
na estufa ou em dessecador a vicuo. Cada um destes peque-
nos cilindros € utilizado para o ataque posterior de uma
amostra de lama ou de solo, podendo entdo a temperatura
ser aumentada rapidamente sem perigo de projeg¢do da mis-
tura uma vez que ndo existe mais dgua no sal. A tempera-
tura pode alcangar diretamente os 100°C e em seguida
309C cada 5 minutos até se atingir os 450°C onde se man-
tém por 2 horas. E aprecidvel o tempo e a comodidade que
se ganha com esse artificio.

III. VANTAGENS DA MINERALIZACAO COM KCI-LiCl

Os métodos comumente adotados para a solubilizagio
das amostras consistem em ataque com acidos fortes. Ora
sdo conhecidos em polarografia os inconveneintes apresen-
tados pela alta acidez da solugdo resultante desse tipo de
ataque, diminuindo o dominio de eletroatividade e limitan-
do assim o mimero de elementos que podem ser dosados.
Sabe-se, por exemplo, da dificuldade para a determinagio
de Cd,Pb e Zn em HCI 1M.

Nesse contexto talvez a principal vantagem da minerali-
zagio com KCI-LiCl seja o pH final que fica entre 6 ¢ 7,
dependendo evidentemente do pH da igua utilizada, elimi-

Montagem para a mineralizacio com KCI-LiCl
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Fig. 2 Solubilidade condicional de metais pesados em solugdo de
Cl™ 2,5 M em fungdo do pH

nando-se assim o muro de redu¢do dos H". Amplia-se por-
tanto a faixa de exploragdo catédica até cerca de —1,8V,
em relagio a Ag/AgCl, possibilitando a determina¢fo de
elementos como o Mn a 1,5V aproximadamente e melho-
rando o pico de Zn e Ni.

Outra vantagem € que a solugdo final é 2,5M em CI™,
dispensando assim a adigdo de qualquer outro eletrélito
suporte. Uma aliquota adequada da solugio é pipetada
diretamente a célula polarogrifica, visando a determinag¢do
dos metais pesados. Nesse meio, além dos quatro elementos
comumente citados na literatura, Cu, Pb, Cd, Zn, podem
também ser determinados Ni, Co, Cr € Mn.

Embora os fons cloreto sejam pouco complexantes,
ndo ha precipitagdo dos fons metdlicos em solugdo por
causa de sua baixa concentragdo e pelo cariter neutro do
pH.

A temperatura, relativamente baixa, utilizada na digestao
(450°C) elimina praticamente a perda por volatilizagdo.
Por outro lado, o elevado poder oxidante da mistura gasosa
aliada 4 forte oxoacidez do banho fundido garantem a
completa combustio dos compostos orginicos existentes
na amostra e a transformagdo dos metais pesados em clo-
retos. O fluxo O, /HCI é sem divida mais simples e pritico
de operar do que a mistura de cloro e cloreto de carbonila
sugerida por Trémillon ().

O meio sendo pouco corrosivo, possibilita também que o
ataque da amostra seja feito em um simples tubo pirex.

IV. APARELHAGEM E REAGENTES

Para a determinacdo dos metais tanto em amostra de
solo como em lama de esgoto, foram tragados polarogramas
em pulso diferencial (P.P.D.) ¢ redissolu¢do anddica (R.A.)

com o Analisador Polarografico-Valtimetro de Redissolu-
¢do da PAR, modelo 264 e Eletrodo de Mercirio M 303.
O método utilizado foi de 3 adi¢Oes padres, sendo os resul-
tados analisados através de programas especificos em dis-
quetes para micro-computador (Apple II). Os resultados
correspondem i média de trés determinagdes. ‘

Os reagentes LiCl e KCl utilizados foram produtos
“suprapuros” da Merck. A dgua previamente deionizada foi
obtida por evaporagio utilizando-se o destilador em
quartzo, da QUARTEX, que usa emissor de infra-vermelho
como fonte de aquecimento, de maneira que a dgua destila
sem entrar em ebuliggo. (4)

Para a limpeza das células de plistico, vidraria e material
em geral, foi empregado o seguinte esquema: Faz-se inicial-
mente uma boa limpeza cldssica com detergente, enxaguan-
do-se com abundante igua destilada comum e em seguida
com ‘“‘4gua quartex”. Deixa-se entdo o material, no mfnimo
por 24h, de preferéncia por 48h, mergulhado em solugfo
de HNO; 10%. Enxagua-se depois com muita “‘4gua quar-
tex”, guardando-se finalmente o material, depois de seco,
fechado em sacos de plistico, para evitar contaminagfo.

Para compensar uma possivel presenga de metais conta-
minantes introduzidos durante a manipulagfio, principal-
mente através dos reagentes empregados, é necessdrio fa-
zer 0 “branco”, que consiste em repetir a marcha quimica
da piromineralizacio e a andlise, em auséncia da amostra.

As condigOes polarogrificas utilizadas foram as seguin-
tes: velocidade de varredura: 5 mV/s (para 0 Mn: 2mV/S);
amplitude: 25 mV; sensibilidade: 2 e 5p A (x 0,1); tama-
nho da gota: pequena; tempo de gota: 1 s (P.P.D.); tempo
de eletrdlise: 60 a 150s (R.A.); tempo de equilibrio: 15 s
(R.A). ‘

V. RESULTADOS:

A ordem de grandeza das concentragles dos metais nas
solugdes obtidas variou de 2 a 700 ppb, apresentando os,
menores teores para o Cd e os mais elevados para o Mn.
Esses resultados apds serem transformados em mg/Kg
(ppm) de matéria seca, sfo apresentados na Tabela I para
amostra de solo e na Tabela II para a amostra de lama.

O baixo teor de cobre obtido na amostra de lama de es-
goto (Tabela II) explica-se, em primeiro lugar pela difi-
culdade de mineralizagdo desse metal, j4 mencionada ante-
riomente (*), o que obrigou os autores a recomendar uma
concentragdo elevada em cloretos (2,5M); em segundo lugar
pela elevada concentragdo de matéria orginica, j4 que boa
parte do cobre fica sob forma de precipitado com o residuo
carbonado. Uma confirmagfo dessa hip6tese sfio os resul-
tados eorretos para a amostra de solo (Tabela I) em que ¢
baixo o teor de cobre e também pequena a presenca de
matéria organica. E conhecida a eficiéncia dos quelatos
organicos na eliminagdo da toxidez das espécies idnicas de
cobre em 4guas, reduzindo significativamente as concentra-
¢Ges de cobre livre. (¢) :

A discrepincia do valor para o Cd na amostra de solo
(Tabela I) com o resultado da AFNOR pode ser explicado
pela faixa muito baixa de concentragfo de Cddmio na célula
polarogrifica (cerca de 2ppb) e por outro lado, porque o
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TABELAT

Concentragdes de metais em amostras de solo (em ppm de matéria seca — Intervalo de confianca de 90%)

ELEMENTOS (plZ:E}S)LIJ’Lg A;DR(.)i.) PRE(S/: )S A0 RESULTADOS DA AFNOR PRE((;:)S AO
Cobre 284+ 44 15,5 27,5 £ 29 10,5%
Chumbo 60,7+ 9,0 14,8 55,7 £ 7.5 13,5%
Cddmio 1,6 04 25,0 035+ 0,10 28,6%
Zinco 592+ 7,1 120 548 = 7.5 13,7%
Niquel 172+ 24 14,0 166 = 43 259%
Manganés 3120320 103 3260 £190 5,8%
TABELA 11
Concentracdo de metais em amostras de lama de tratamento de esgoto
(em ppm de matéria seca — Intervalo de confian¢a de 90%)
RESULTADOS RESULTADOS DA AFNOR
(por PP.D.e RA.) (média de 5 laboratdrios)
ELEMENTOS ATA.QUE POR PRECISAO ATAQUE POR  PRECISAO ATAQUE POR PRECISAO
LiClKCl (%) HCl + HF (%) AGUA REGIA (%)
Cobre 323,0+ 438 13,6 733+ 60 8,2 701+ 87 124
Chumbo 6168+ 555 9,0 687+ 77 11,2 551+ 51 93
Cddmio 359+ 128 35,6 41+ 14 341 31+ 5 15,1
Niquel 382 + 144 38 - -
Zinco 4577 +198 43 4213 +971 230 4396 = 1155 263

teor da AFNOR corresponde a média de 15 determinagdes,
nimero bem superior ao do trabalho, que foi de apenas
cinco.

A determinagdo de alguns metais exige cuidados espe-
ciais. O Ni, por exemplo, praticamente ndo forma amdl-
gama com o mercirio, pois a sua solubilidade € apenas de
4.8.10~5% em peso (*), ndo podendo assim ser determina-
do por voitametria de redissolu¢do anddica (R.A.), enquan-
to que por polarografia de pulso diferencial (P.P.D.) apre-
senta um pico de redugdo coincidente com o zinco, a
—1,0V. Determina-se sua concentrag¢do por diferenga obten-
do-se o total Zn + Ni por PP.D. e apenas o Zn por R.A.
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Um procedimento semelhante € sugerido por Combes ()
também para o Fe e Mn. A soma Fe + Mn seria a determina-
da por P.P.D. e apenas o Mn por R.A.. Um Estudo cuida-
doso dos limites deste procedimento serd em breve submeti-
do a publicaggo (7).

VL. CONCLUSAO

Diante das inimeras vantagens citadas e discutidas neste
trabalho e considerando a precisdo razodvel dos resultados
obtidos para os teores de metais pesados em lamas e solos,



aliada a uma exatiddo muito boa comparada com as concen-
tragBes médias extraidas dos resultados de cinco laboraté-
rios franceses especializados, julga-se estar diante de um mé-
todo promissor para a andlise de tragos por polarografia.

Ha um quarto de século, o Prof. Charlot, emérito rees-
truturador da quimica analftica na Franga, prop0s virios
ataques alcalinos seja com o NaOH concentrado, seja em-
pregando sais fundidos como NaOH e KOH, Na,CO;,
Na, 0,, K, 8,0, e Borax, dependendo do tipo de amostra
e dos elementos a serem determinados (*). No meio de tan-
ta alternativa interessante para eliminar os inconvenientes
do ataque 4cido, acreditamos que a mineralizagdo proposta
com KCI-LiCl merece um lugar, principalmente pela sua
simplicidade e indmeras vantagens na determinagdo de me-
tais pesados por polarografia, gragas a feliz conjungdo do
efeito mineralizante do sal fundido e seu efeito solvante
apos a dissolugfo em agua.
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(PIROMINERALIZACAO DE AMOSTRAS COM
SAIS FUNDIDOS PARA DETERMINACAO
POLAROGRAFICA DE TRACOS)

ABRSTRACT - The method for the digestion of biolo-
gical samples in fused KCI-LiCl is improved by decreasing
the time of the process.

It is also tested the applicability of the method to polaro-
graphic determination of soil samples.
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As reagBes de sintese de DNA sdo catalisadas por enzi-
mas genericamente denominadas DNA polimerases’. Pelo
menos trés DNA polimerases distintas, o, 7y e §, foram iso-
ladas e caracterizadas de organismos eucariéticos®’>. Ou-
tras DNA polimerases induzidas por virus aparecem nas
células apés infecgdo viral; estas enzimas sdo mais conheci-
das como transcriptases reversas *’°. Todas estas enzimas
necessitam de uma matriz ou molde, de um iniciador que
fornega grupamentos 3'—OH livres, a partir dos quais serdo
adicionados desoxinucleosideos trifosfatos e de cofatores.
Além das matrizes naturais, DNA para DNA polimerases e
DNA e RNA para transcriptases reversas, matrizes sintéti-
cas podem também ser utilizadas'™5. Assim, dcido poli
desoxiadenilico, (poli dA), e 4cido poli adenilico, (poli rA),
podem substituir DNA e RNA, respectivamente.

Para derivados de poli A como matrizes os melhores ini-
ciadores s3o oligodesoxitimidilatos, (oligo dT), de 12 a 18
nucleotideos, os quais (matrizes-iniciadores) estaro parea-
dos através de ligagBOes de hidrogénio. Para andlogos do
icido policitidilico, (poli C), que também servem como

matrizes sintéticas, os iniciadores complementares sio
oligo desoxiguanilatos, (oligo dG). Estes duplex matrizes-
iniciadores sio preparados por aquecimento (75°C para
poli A-oligo dT; 90°C para poli C. oligo dG) durante 15
minutos e posterior resfriamento 4 temperatura ambiente®.
Os quatro desoxinucleosideos trifosfatos (dATP, dCTP,
dGTP e dTTP) s3o necessdrios quando DNA ou RNA sdo
utilizados como matriz; para os sistemas poli A-oligo dT e
poli C-oligo dG, serfo suficientes apenas dTTP e dGTP,
respectivamente. Cdtions bivalentes, geralmente Mg”, s30
utilizados como cofatores nas reagdes de sintese de DNA.
O papel de fons metdlicos nos mecanismos de DNA e RNA
polimerases vem sendo estudado pelo grupo de Loeb’.
Substituindo-se Mg®* por Mn** como cition bivalente
observouse um aumento nas afinidades aparentes de DNA

. polimerase 8 pela matriz DNA e por dTTP®. DNA polime-

rase + pode reconhecer poli rA (matriz sintética do tipo
RNA) com uma eficiéncia maior em presenga de Mn?* que
de Mg?* °. Entretanto, transcriptase reversa, uma DNA
polimerase dependente de RNA, reconhece tanto as matri-
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