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No presente trabalho, foram estudadas algumas variaveis de um método recentemente desenvolvido em nosso
laboratério para determinagdo simultanea de Cr(lll) e Cr(VI) em efluentes e aguas contaminadas utilizando
espectrofotometria UV-Vis e andlise multicomponente (MCA). O estudo teve como finalidade melhorar sua
sensibilidade analitica ou até mesmo desenvolver um outro método aplicando cromatografia iénica. Adigao e
recuperagdo das espécies de cromo em solugdes-padrdo usando celas de 1 e 10 cm revelaram que 0 aumento
do caminho 6tico ndo proporcionou uma melhoria na sensibilidade devido ao aumento do ruido. Também, o
estudo cromatografico confirmou que DPC e Cr(lll) ndo séo retidos pela coluna anidnica, como esperado; Cr(lll)-
EDTA néo apresentou forte interagdo com a coluna, € houve sobreposigéo dos picos obtidos com Cr(VI) e EDTA

entre 16 e 22 min, impossibilitando a implantagdo de um novo método analitico aplicando cromatografia iénica.

1. Introdugéo

Diversas espécies sdo essenciais e outras sdo prejudiciais para os organismos vivos, dependendo da
concentragdo e do estado de oxidacdo. Os dois principais estados de oxidagdo do cromo, Cr(lll) e Cr(VI),
presentes nas aguas naturais, diferem significativamente nas propriedades quimicas, geoquimicas, toxicoldgicas
e biolégicas. Enquanto Cr(lll), dentro de uma estreita faixa de concentracdo, é uma espécie essencial para 0s
mamiferos, atuando nos mecanismos de manutencéo da glicose, lipideos e proteinas, Cr(VI) é conhecido por
seus efeitos toxicos nos seres humanos (Monteiro et al., 2002). Na literatura existem diferentes métodos para

determinag&o de Cr total e Cr(VI).

Vérios métodos séo utilizados para a especiagdo de cromo em aguas e efluentes. O método colorimétrico mais
usado para a determinagéo de Cr total e Cr(VI) é baseado na reagdo do Cr(VI) com difenilcarbazida (DPC). A
reacdo ocorre na faixa de pH de 1,6 a 2,2, e a absorvancia do complexo vermelho-violeta formado é medida em
540 nm (Clesceri et al, 1998). A espécie Cr(lll) ndo reage com DPC (Pflaum & Howick,1956). Recomenda-se que
o reagente DPC seja adicionado antes da acidificagao (Milacic et al., 1992), para evitar que as espécies de Cr(lll)
sejam solubilizadas e liberadas de complexos ou de particulas coloidais e também, para evitar a redugdo do
Cr(VI) pelos compostos organicos presentes na amostra. Para a determinagéo de Cr(lll), é utilizado um método

baseado na formacdo de um complexo extremamente estavel com &cido etilenodiaminotetracético (EDTA)
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(Gémez et al., 2006). Varios autores propuseram métodos espectrofotométricos seqiienciais para a
determinagéo de Cr(lll) e Cr(VI), usando difenilcarbazida (DPC) como reagente de derivatizagdo do Cr(VI)
(Mulaudzi et al., 2002). Um dos métodos publicados consistiu de duas etapas: na primeira etapa, Cr(lll) foi
complexado com EDTA e determinado por espectrofotometria, e na etapa seguinte, Cr(Vl) foi transformado em
cromato por adigdo de solugdo de NaOH, na presenga do complexo Cr(lll)-EDTA, e determinado por
espectrofotometria, utilizando analise multicomponente (MCA). Foram obtidos os limites de detecgéo de 8 mg L
para Cr(lll) e de 2 mg L-" para Cr(VI) (Gdmez et al., 2006). Recentemente foi proposto em nosso laboratdrio um
método de determinagdo simultdnea de Cr(lll) e Cr(Vl) em efluentes e aguas contaminadas por
espectrofotometria e MCA (Soares et al., 2009). O método consistiu na complexagéo de Cr(lll) com EDTA e
reacdo de Cr(VI) com DPC. Com uma cela com 1 cm de caminho ético, foram obtidos limites de detec¢éo para
Cr(lll) de 0,3 mg L' e para Cr(VI) de 0,003 mg L.

2. Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo aumentar o caminho 6tico da cela de absorgao (de 1 para 10 cm) com a
finalidade de melhorar a sensibilidade do método proposto por Soares et al. (2009) e também, estudar o
comportamento cromatografico das espécies de cromo na presenga ou ndo de EDTA ou DPC a fim de se propor

outro método analitico.

3. Experimental

3.1 Reagentes

Os reagentes utilizados foram EDTA (sal dissddico etilenodiaminotetracético dihidratado) — C1oH14N2OsNay.2H,0,
acido sulfarico, etanol e difenilcabarzida (C13H14N4O) fornecidos pela Vetec Quimica Fina Ltda. As solugbes-
padrdo estoque de concentragdo 1000 mg L' de Cr(lll) e Cr(VI) foram fornecidas pela Merck. Para preparagéo
de todas as solugdes, utilizou-se agua deionizada posteriormente purificada em um sistema Milli-Q e reagentes

de grau analitico.

3.2. Preparo das solugbes

As solucdes foram preparadas conforme a descricdo a sequir:

Solugéo-padrao de Cr (lll): a solugao padrao estoque de 1000 mg L de Cr(lll) foi utilizada tal qual fornecida pela
Merck.

Solugdo-padrao de Cr(VI): a solugdo padréo de 10 mg L' de Cr(VI) foi preparada diluindo-se 1 mL da solugéo-

padrao estoque de 1000 mg L' de Cr(VI) em 100 mL de agua.

Solugdo de acido sulfarico 0,45 mol L-': Em um baldo volumétrico de 1000 mL foram transferidos 100 mL de
agua. Em seguida, foram adicionados 25 mL de &cido sulfurico concentrado com o auxilio de uma pipeta

volumétrica. O volume foi completado com agua.
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Solugédo de EDTA: Cerca de 65 mg de EDTA foi transferido para um tubo de polipropileno graduado de 25 mL.

Foram adicionados 25 L de acido sulftrico 10 mmol L. O tubo foi avolumado até 25 mL com agua.

Solugdo estoque de DPC (difenilcarbazida): 250 mg de difenilcarbazida foram dissolvidos em etanol e

transferidos para um baléo volumétrico de 50 mL, em seguida foi colocado em um banho ultrassénico.

Solugao de EDTA + Cr(lll): 65 mg de EDTA foi transferido para um tubo de polipropileno graduado de 25 mL.
Foram adicionados 25 pL de &cido sulfdrico 10 mmol L' e 750 uL de uma solugéo padrdo de 1000 mg L' de

Cr(ll1). O tubo foi avolumado até 25 mL com agua.

Solugdo de DPC: Uma aliquota de 1 mL da solugdo estoque de DPC foi transferida para um tubo de
polipropileno graduado de 25 mL. Foram adicionados 25 L de &cido sulfurico 10 mmol L. O tubo foi avolumado

até 25 mL com agua.

Solugdo de DPC + Cr(VI): Uma aliquota de 1 mL da solugao estoque de DPC foi transferida para um tubo de
polipropileno graduado de 25 mL. Foram adicionados 750 uL de solu¢éo de 10 mg L de Cr(VI). O tubo foi

avolumado até 25 mL com &gua.

3.3. Instrumentacao

Para aquecimento das amostras foi usada uma placa de aquecimento AMA 085 da Mistura Equipamentos para

Laboratdrio. Todas as medidas de pH foram realizadas usando tiras de papel pH Merck.

Para determinagéo colorimétrica de Cr (lll) e Cr (VI), foram utilizados um espectrémetro Agilent 8453 com
detector UV-Vis e cubetas de fluxo continuo de 62 uL com caminho ético de 1,0 cm e de 25 mL com caminho
6tico de 10 cm.  Nos célculos foi utilizado o método avangado de analise multicomponente (UV-Visible
ChemStation Verséo A.10.0181) na faixa de 350 a 750 nm.

Para obtengdo dos cromatogramas foi utilizado um cromatégrafo de ions Metrohm, com um amostrador
automatico acoplado a um sistema de dialise modelo 788 IC, um degasificador modelo 837 IC e um detector
condutimétrico modelo 819 IC. Para a separagdo de anions foi utilizada uma coluna METROSEP A Supp 5
250/4.0 com particula de tamanho igual a 4,5 um e como eluente uma mistura de carbonato de sédio (NaxCOs)
3,2 mmol L' e hidrogenocarbonato de sodio (NaHCO3) 1,0 mmol L. As condigBes utilizadas foram: vazao de
trabalho de 0,7 mL min; pressdo de trabalho de 10,8 MPa; temperatura da coluna de 35 °C; alca de
amostragem (loop) de 10 pL; tempo de corrida de 40 min e solugéo de acido sulfirico 100 mmol L utilizada

COMO SUpressor quimico.

Para dissolucdo do reagente DPC em etanol, foi utilizado um banho de ultrassom modelo 1400 USC Unique com

poténcia de 120 W e freqiéncia de 40 kHz.
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3.4. Procedimento
3.4.1. Procedimento para determinagdo espectrofotométrica de Cr(lll) e Cr(VI)

Preparacdo das solucdes-amostra

Foram transferidos, com o auxilio de pipeta automatica, 250 L de solugéo de H2SO4 0,45 mol L, para ajustar o
pH em 4,5. Um excesso de EDTA foi adicionado (65 mg) para complexagdo de Cr(lll). Foram adicionados
volumes iguais de padrdes de 1000 mgL-" de Cr(lll) e 10 mgL-"de Cr(VI): 12,5 yL, 25,0 pL, 125,0 yL, 250,0 L,
500,0 pL e 750,0 uL, e os tubos de polipropileno de 25 mL foram avolumados até 24 mL com &gua. Em
seguida, a solugéo foi aquecida a 90° C por 5 min em banho-maria. Ap6s arrefecimento a temperatura ambiente,
foi adicionado 1 mL de solugao de DPC para reagir com Cr(VI). A solugao foi deixada em repouso por 5 min para
o completo desenvolvimento da cor. A solugéo foi centrifugada durante 3 minutos a 3000 rpm. Uma aliquota foi
transferida automaticamente pelo sistema Sipper para a cubeta de fluxo continuo, e as medidas de absorvancia

foram lidas na faixa de 350 a 750 nm. A cubeta de 25 mL foi preenchida manualmente.

Caélculo das Concentracoes de Cromo pela Analise Multicomponente

A determinagéo e quantificagdo simultanea das concentragdes das espécies de Cr(lll) e Cr(VI), realizada pelo
software do espectrofotdmetro, utiliza uma extensdo da Lei de Beer para m componentes, chamada de Analise

Multicomponente (MCA) (Equagao 1):

m

A=) Ecd (1)

i=1

Onde:

A ¢ a absorvancia da mistura dos m componentes; Ei € a absortividade molar ou coeficiente de extingdo dos i-
enésimos componentes (L mol'cm); ¢i € a concentragdo dos i-enésimos componentes (mol L) e d € 0

caminho 6tico da cubeta (cm).

A Equacao (1) foi aplicada para cada comprimento de onda no intervalo de 350 a 750 nm, em incrementos de 1
nm. A calibracéo foi realizada através da combinacdo das medidas de absorvancia e suas derivadas para
calcular os resultados de concentragdo dos analitos e os erros inerentes as medidas. Porém, em vez de calcular
a fungdo analitica como uma média, como ocorre na analise de monocomponente, determina-se a fungéo

multicomponente individual resultante para cada comprimento de onda.

A suposicéo basica na Analise Multicomponente esta contida na equagéo da Lei de Beer (1) aplicada a cada
comprimento de onda, acrescida de um erro estatistico provocado pelo uso dos valores experimentais (Equagéo
2).

f,=) E,c d+e, j=l.,n (2)
i=1

Onde:
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m é o nimero de componentes; n € o nimero de comprimentos de onda; f; € o resultado da fungdo para j-
enésimos comprimentos de onda; E;j é a absortividade molar ou coeficiente de extingdo molar dos i-enésimos

componentes nos j-enésimos comprimentos de onda; €; é o erro estatistico para 0 comprimento de onda j.

3.4.2. Procedimento para separagao cromatografica de Cr(lll) e Cr(VI).

As solucdes individuais e combinadas de Cr(VI), DPC, DPC + Cr(VI), EDTA e EDTA + Cr(lll) foram injetadas no

cromatdgrafo de ions utilizando uma coluna aniénica.

4. Resultados e Discussao

4.1. Influéncia do tamanho do caminho 6tico da cela de absor¢do na sensibilidade do método analitico

Estudos de adi¢io e recuperagdo com solugdes-padréo indicaram que a utilizagédo de uma cubeta com maior
capacidade (25 mL) e maior caminho ético (d = 10 cm) resultou em boas recuperagdes das espécies de cromo
(94 a 108%) semelhantes aquelas obtidas por Soares et al., 2009 (88 a 103%). Entretanto, devido ao maior
ruido, os limites de quantificagdo (LQ) foram menores. Os LQs, definidos como as menores concentragdes que
apresentaram um desvio-padréo relativo menor que 6% (n = 3), foram de 0,95 mg L' para Cr(lll) e 0,01 mg L
para Cr(VI) utilizando a cubeta de 10 cm, enquanto que aqueles obtidos por Soares et al. (2009) foram de 0,5 mg
L para Cr(lll) e 0,005 mg L' para Cr(VI).

Tabela 1. Recuperacdo simultanea de Cr(lll) e Cr(VI) em solu¢do aquosa pelo método espectrofotométrico

Concentragéo (mg/L) parad =10cm | Recuperagdo | Concentragdo (mg/L) para d =1cm* Recuperagao %
Cr(llly Cr(V1) Cr(llly | Cr(VI) Cr(llly Cr(Vl) Cr(lll) Cr(V1)
0,95+0,06 | 0,0095+0,0006 | 94 94 0,50 + 0,01 0,005 + 0,001 102 101
569+0,06 | 0,0569+0,0006 | 108 108 50+0,1 0,050 + 0,001 103 103
1043+0,04 | 0,1043+0,0004 | 98 98 10,0 £ 0,04 0,100 £ 0,0004 98 98
20,1£0,1 0,201 £ 0,001 103 103 300+0,6 0,30 £ 0,01 100 91
312403 0,312+0,003 | 103 103 50,0£0,5 0,50 + 0,01 97 88

* valores obtidos por Soares et. al, 2009

4.2. Determinagédo cromatografica de Cr(lll) e Cr (V1) na presenga ou ndo de EDTA ou DPC

A Figura 1 apresenta os cromatogramas obtidos com as solugdes de EDTA e EDTA + Cr(lll). Observa-se que
uma das espécies do EDTA elui em aproximadamente 4 min. Neste tempo (tempo morto), todas as espécies que
nao interagem com a coluna sdo eluidas, incluindo a espécie catiénica Cr(lll). Foi observado também que a
solugdo de EDTA + Cr(lll) apresentou maior condutividade que a solu¢do de EDTA no tempo de 4 min, mas o
possivel complexo anidnico [EDTA-Cr(lll)] também n&o apresentou forte interagdo com a coluna,

impossibilitando a quantificagdo Cr(lll) através de sua rea¢do com EDTA.
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Figura 1. Cromatogramas obtidos com as solugdes de EDTA e EDTA + Cr(lll).

A Figura 2 (A) indica que a espécie hexavalente de cromo, como esperado para uma espécie anidnica,
apresenta forte interagdo com a coluna, eluindo em cerca de 18 min. Também, podemos observar a
sobreposi¢do dos picos provenientes de Cr(VI) e de EDTA entre 16 e 22 minutos, impossibilitando a
determinagéo de Cr (VI) na presenga do complexante EDTA. Por outro lado, observa-se que na Figura 2 (B), o
pico de Cr(VI) desaparece na presenga de DPC, provavelmente devido a reagdo de oxi-redugédo que ocorre
entre DPC e Cr(VI).
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Figura 2. Cromatogramas obtidos com as solugdes de EDTA e Cr(VI) (A) e com as solugdes de DPC, Cr(VI) +
DPC e Cr(VI) (B).

5. Conclusao

O aumento do caminho ético (10 vezes) ndo proporcionou uma melhoria na sensibilidade do método por causa
do aumento do ruido. Foram obtidos limites de quantificagdo de 0,95 mg L' para Cr(lll) e 0,01 mg L para Cr(VI).
Também, o estudo cromatografico confirmou que DPC e Cr(lll) ndo s&o retidos pela coluna anidnica, como

esperado; Cr(lll)-EDTA nao apresentou forte interagédo com a coluna, e houve sobreposi¢édo dos picos obtidos
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com Cr(VI) e EDTA entre 16 e 22 min, impossibilitando a implantagdo de um novo método analitico aplicando a

técnica de cromatografia ibnica.
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