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Resumo 

O fenômeno de separação de fases de surfactantes não-iônicos em 

soluções aquosas foi utilizado para extração de cádmio e chumbo em amostras 

biológicas digeridas. Após a complexação com O,O- dietilditiofosfato (DDTP) 

em meio acidificado com ácido clorídrico, os analitos são quantitativamente 

extraídos para a fase rica no surfactante não-iônico octilfenoxipolietoxietanol 

(Triton X-114) após aquecimento e centrifugação. Metanol acidificado com 0,1 

mol L–1 HNO3 foi adicionado à fase rica em surfactante para posterior análise 

por espectrometria de absorção atômica com atomização eletrotérmica (ET 

AAS). As concentrações de DDTP, Triton X-114 e ácido clorídrico adotadas 

foram todas otimizadas, e as temperaturas de atomização de 1500 ºC e 1700 

ºC foram adotadas para Cd e Pb respectivamente. As análises procederam-se 

sem o uso de modificadores, uma vez que os analitos apresentaram 

considerável estabilidade térmica promovida pelo próprio meio. Uma 

investigação mais detalhada foi realizada para determinar quais componentes 

na extração são responsáveis pela alta estabilidade térmica obtida, o que 

revelou que o DDTP adicionado e o fósforo naturalmente presente nas 

amostras digeridas contribuem significativamente para este fenômeno.  Limites 

de detecção (3 B) de 6 ng g–1 e 40 ng g–1, assim como fatores de 

enriquecimento de 129 e 18 para Cd e Pb, respectivamente, foram obtidos. O 

procedimento proposto foi aplicado à análise de cinco amostras biológicas 

certificadas após digestão por microondas em mistura de H2O2 e HNO3. Para 

validação do método foi feita a comparação com os valores certificados, 

resultando em boa concordância com os valores para 95% de nível de 

confiança. 
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1. Introdução 

1.1. Cádmio e chumbo 

 Um dos aspectos relevantes da presença de metais traço em amostras 

biológicas é devido a seus efeitos potencialmente tóxicos aos organismos 

vivos. Cádmio e chumbo são classificados como metais tóxicos que tendem a 

se concentrar em sistemas ambientais e animais. 1 Por serem elementos com 

efeito cumulativo, atuam como agentes carcinogênicos causando vários 

distúrbios a organismos vivos. Absorção do ar no ambiente local e a ingestão 

de alimentos contaminados pela presença de metais em solos são as maiores 

fontes da exposição humana. 1 A presença destes elementos tóxicos no meio 

ambiente permite a entrada dos mesmos na cadeia alimentar. A concentração 

base de chumbo em solos sem contaminação está na faixa de 10-50 ppm; em 

solos com baixo nível de contaminação a concentração de Pb é cerca de 30 a 

100 mg kg-1. 1,4 A concentração de Pb em solos  usados para agricultura 

cresceu rapidamente em algumas áreas no mundo, tendo sido encontrado até 

2 % de Pb  acumulado na superfície do solo exposto a várias fontes de 

poluição. 1-6 A exposição é obviamente dependente da emissão destes 

elementos, e pode ser particularmente séria em alguns casos; por exemplo, 

50% do Cd inalado é absorvido, concentrando-se no fígado e rins. 2 Estudos 

comprovam que o chumbo acumula-se em ossos e em alguns tecidos moles, 

como fígado, rins e cérebro, enquanto que o cádmio é extremamente danoso a 

órgãos como rins, fígado e pulmões. 1,3

 A análise de cabelo humano é particularmente interessante, uma vez 

que a determinação de elementos tóxicos neste tipo de amostra tem sido 

usada como índice biológico no monitoramento de poluição ambiental, 

avaliação de envenenamento por metais pesados ou presença de doenças 

específicas. 1,4

  Devido a esta toxicidade, o desenvolvimento de métodos analíticos para 

determinação a nível de traço e ultra-traço de Cd e Pb em amostras ambientais 

e biológicas tem sido de grande interesse. 7  Embora o uso de Cd e Pb ao 

longo dos séculos tenha diminuído, a deposição ocorrida no século XX permite 

que a concentração destes continue aumentando no ecossistema terrestre e 



2

aquático, portanto expondo o homem e a vida selvagem a níveis críticos destes 

elementos. 8

1.2. Extração no Ponto Nuvem (CPE) 

Os surfactantes são substâncias tensoativas, formadas por moléculas 

anfifílicas. Uma molécula anfifílica possui em sua estrutura duas regiões bem 

definidas, uma de caráter hidrofóbico (porção apolar) e outra de caráter 

hidrofílico (porção polar). De acordo com o grupo podem dividir-se em 

aniônicos, catiônicos, não iônicos ou zwitteriônicos. 9

 Sistemas micelares formados em soluções aquosas de surfactantes têm 

sido empregados com sucesso em quase todas as faces da química analítica, 

desde aplicações em espectroscopia e química eletroanalítica à ciência da 

separação, com objetivo de melhorar métodos existentes e desenvolver novos 

procedimentos analíticos. 9-12 Uma das mais importantes e práticas aplicações 

das micelas envolve o seu uso no processo de separação. 12

A determinação de elementos traço em amostras biológicas é 

particularmente difícil, devido à usual alta complexidade da matriz e à baixa 

concentração destes elementos nestas amostras, o que requer uma técnica 

instrumental sensível e muitas vezes uma etapa de pré-concentração. A 

extração líquido-líquido clássica e os métodos de separação convencionais 

consomem normalmente muito tempo e labor intensivo, além de requerer 

volumes relativamente grandes de solventes com alta pureza.  Um problema 

adicional refere-se ao tratamento destes solventes utilizados, uma vez que 

solventes orgânicos podem gerar severos problemas ambientais. Neste 

sentido, a extração no ponto nuvem é uma alternativa interessante e eficiente, 

uma vez que reduz o consumo e a exposição a solventes, custos com 

tratamento de resíduos e tempo de extração. 7

O fenômeno de ponto nuvem tem sido usado na ciência de separação 

para extração, purificação e pré-concentração. Este é baseado no 

comportamento de surfactantes não-iônicos em soluções aquosas, que exibe a 

separação de fases com o aumento da temperatura ou com a adição de um 

agente, normalmente um sal. 13,14 Esta técnica tem sido empregada na 

remoção de poluentes orgânicos, como os pesticidas, compostos orgânicos 
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policlorados, hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (PAH) e fenóis 15-18 e 

como uma técnica de extração anterior à determinação de vitaminas 19, drogas 

medicinais 20 e proteínas. 21 Esta técnica também foi usada com sucesso no 

tratamento de amostras ambientais contaminadas, particularmente de águas e 

solos 22.   

Uma característica de soluções aquosas de surfactantes não iônicos 

consiste na turbidez que é observada quando a temperatura é aumentada em 

uma estreita faixa de temperatura, referida como ponto nuvem. O diagrama de 

fases do surfactante Triton X-114, utilizado neste trabalho, encontra-se exposto 

na Figura 1. 9

Figura 1. Diagrama de fases do surfactante octilfenoxipolietoxietanol (Triton X-114). 9

O surfactante utilizado neste trabalho, o octilfenoxipolietoxietanol, 

encontra-se mostrado na Figura 2. 

H3C C

CH3 CH3

CH2C

CH3 CH3

(OCH 2CH2)7-8OH

Figura 2. Estrutura do surfactante não iônico octilfenoxipolietoxietanol (Triton X-114).  
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Em temperaturas acima do ponto nuvem, o sistema separa-se em duas 

fases isotrópicas. Uma das fases consiste de uma solução diluída do 

surfactante não iônico quase livre de micelas a uma concentração igual a sua 

concentração micelar crítica (cmc), e uma fase rica em surfactante que aparece 

apenas quando a solução está acima do seu ponto nuvem. 9

Elementos metálicos como Cd, Pb e mesmo alguns ametais como As 

podem ser extraídos para a fase rica em surfactante sob a forma de complexos 

hidrofóbicos formados entre os íons do elemento e um agente quelante 

apropriado sob condições adequadas de pH. O procedimento empregado 

previamente 13,23 envolve a reação de complexação entre o sal de amônio de 

O,O-dietilditiofosfato (DDTP), cuja estrutura é mostrada na Figura 3, e o analito 

de interesse em meio ácido. A extração no ponto nuvem é realizada após a 

adição de um pequeno volume de Triton X-114.  

H3C-H2C-O

H3C-H2C-O

P

S

S-NH4
+

Figura 3. Estrutura do ligante O,O-dietilditiofosfato de amônio (DDTP). 

As etapas de extração e pré-concentração que se baseiam na 

separação de fases utilizando o fenômeno do ponto nuvem oferecem uma 

alternativa conveniente aos sistemas de extração convencionais, como 

extração líquido-líquido (LLE), extração em fase-sólida (SPE) e microextração 

em fase sólida (SPME). Entre as vantagens inclui-se excelente pré-

concentração com a alta eficiência de extração, além de requerer pequenas 

quantidades do surfactante não-iônico, trazendo benefícios em termos de custo 

e segurança.24

A Tabela 1 descreve vantagens e desvantagens das técnicas de 

extração mais usualmente empregadas para amostras líquidas. 
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Tabela 1. Comparação entre as principais técnicas de extração utilizadas para 

amostras líquidas. 24

LLE SPE SPME CPE 

Breve descrição O analito é 

fracionado entre 

dois solventes 

imiscíveis 

O analito é retido 

em um adsorvente 

sólido 

Equilíbrio de 

partição entre fase 

estacionária 

polimérica e a 

matriz da amostra 

Analito é 

fracionado entre 

duas fases 

isotrópicas, fase 

“rica em 

surfactante” e fase 

aquosa 

Tempo de 

extração 

Cerca de 24 h 20-30 min  Cerca de 60 min 20 min 

Solvente usado Solventes

orgânicos 

Solventes

orgânicos 

Nenhum  Solução de 

surfactante 

Custo Baixo  Relativamente 

baixo  

Relativamente 

baixo 

Baixo 

Operação Fácil Relativamente fácil Relativamente fácil Fácil 

Desvantagens Grande consumo 

de solvente e 

concentração de 

amostra requerida 

após extração 

Retenção 

insuficiente de 

muitos compostos 

polares e 

seletividade 

limitada 

Escolha da fibra e 

otimização do 

procedimento  

Otimização das 

condições de 

operação 

1.3. Espectrometria de Absorção Atômica 

Uma aplicação prática do fenômeno ponto nuvem é a extração de 

quelatos metálicos, para posterior quantificação usando uma técnica de 

espectrometria atômica. A espectrometria de absorção atômica em chama (F 

AAS) é a técnica mais amplamente empregada na detecção de analitos após 

extração no ponto nuvem. 25-28 Entretanto, mesmo sendo F AAS uma técnica 

que apresenta vantagens, especialmente no que diz respeito ao tempo de 

análise, o uso de técnicas mais sensíveis torna-se interessante pois pode 

reduzir consideravelmente os limites de detecção para diversos elementos, 

permitindo quantificar de forma precisa e exata suas concentrações em 

amostras nas quais a concentração encontra-se em nível de ppb ou sub-ppb .9   

 A espectrometria de absorção atômica com atomização eletrotérmica 

(ET AAS) pode, neste sentido, combinar todos os benefícios associados à 
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extração no ponto nuvem e ao uso de uma técnica instrumental sensível. ET 

AAS permite reduzir de forma eficiente a matriz proveniente da própria amostra 

e do surfactante, durante o aumento gradual de temperatura antes da 

atomização do analito com a utilização de um programa de temperatura 

otimizado. Este fato, adicionado ao maior tempo de residência e maior 

eficiência de atomização, proporciona uma melhora na sensibilidade de cerca 

de 2-3 ordens de magnitude em relação à F AAS. 30
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2. Objetivos 

O objetivo inicial deste trabalho foi a determinação de Cd e Pb em 

amostras biológicas de matrizes complexas digeridas com auxílio de 

microondas por ET AAS, usando dietilditiofosfato de amônio como agente 

quelante e Triton X-114 como surfactante não-iônico, sem o uso de modificador 

químico. Como objetivo específico foi verificada a estabilidade dos analitos 

frente aos reagentes utilizados na extração e  a relação entre a estabilidade 

alcançada e o teor de fósforo naturalmente presente na amostra e a 

concentração ótima de cada reagente utilizado no procedimento de pré-

concentração (Triton X -114, DDTP e HCl).  Com o intuito de verificar a 

exatidão do método, cinco materiais de referência certificados foram 

submetidos ao procedimento de pré-concentração desenvolvido para 

quantificação de Cd e Pb.
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3. Materiais e métodos 

3.1. Instrumentação 

Um espectrômetro de absorção atômica AAnalyst 100 (Perkin Elmer, 

Norwalk, CT, EUA), equipado com atomizador em forno de grafite HGA 800 e 

amostrador automático AS-72 foi utilizado em todos os experimentos. A 

correção de fundo foi efetuada com lâmpada de arco de deutério. Todas as 

medidas foram efetuadas utilizando absorvância integrada (área de pico). 

Lâmpadas de cátodo oco de Cd e Pb (Perkin Elmer) foram operadas, 

respectivamente, a 4 mA e 10 mA. Os comprimentos de onda de 228,8 nm e 

283,3 foram selecionados para Cd e Pb, respectivamente. Um volume de 20 L

de todas as amostras e soluções de calibração foi injetado diretamente no tubo 

de grafite por meio do amostrador automático. Argônio 99,996 % (White 

Martins, São Paulo) foi utilizado como gás de proteção e de purga. Tubos de 

eletrografite policristalino recobertos com grafite pirolítico e plataformas de 

grafite pirolítico (Perkin Elmer) foram utilizados. O programa de temperaturas 

do forno de grafite é mostrado na Tabela 2. 

Tabela 2. Programa de temperaturas do forno de grafite para determinação de Cd e 

Pb em amostras biológicas submetidas à extração no ponto nuvem. 

Etapa Temperatura / ºC Rampa / s Permanência / s Ar  / mL min-1

Secagem I 90 10 15 250 

Secagem II 130 15 15 250 

Pirólise  700  5 25 250 

Resfriamento 20 1 5 250 

Atomização* 1500a, 1700b 0 5 0 

Limpeza 2300 1 5 250 

* Etapa de Leitura 
a,b Temperaturas para Cd e Pb, respectivamente 

A digestão por microondas das amostras foi realizada em forno digestor 

MLS-1200 MEGA (Milestone, Sorisole, Itália), utilizando programa de cinco 
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etapas: 2 min em 250 W, 2 min em 0 W, 6 min em 250 W, 5 min em 400 W e 5 

min em 650 W, seguido por 5 min de ventilação. 

3.2 Reagentes, padrões e materiais certificados 

 Todos os reagentes utilizados possuíam no mínimo grau analítico de 

pureza. Água foi deionizada em sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA) a 

uma resistividade de 18,2 M  cm. Ácido clorídrico 37% (Merck, Darmstadt, 

Alemanha), ácido nítrico 65 % (Suprapur , Merck) e metanol (Carlo Erba, 

Milão, Itália) foram bi-destilados abaixo da temperatura de ebulição em 

destiladores de quartzo (Kürner Analysentechnik, Rosenheim, Alemanha). 

Peróxido de hidrogênio 30 % (Suprapur , Merck), O,O-dietilditiofosfato de 

amônio (Aldrich, Milwaukee, WI, EUA), diidrogenofosfato de amônio (Merck) e 

Triton X-114 (Sigma, St. Louis, MO, EUA) foram utilizados sem purificação 

prévia. 

 Os materiais certificados usados para validação do método foram: BCR 

278 R-tecido de mexilhão, BCR 397-cabelo humano e BCR 186-rim de porco 

(da Community Bureau of Reference, Brussels, Belgium); NIST 8414-músculo 

bovino (do National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, MD, 

USA) e finalmente, GBW 09101 cabelo humano (do Shanghai Institute of 

Nuclear Research, Shanghai, China).  

3.3 Procedimento de preparo das amostras 

As amostras foram pesadas diretamente em frascos de PTFE em 

alíquotas contendo aproximadamente 250 mg de BCR 278R, BCR 397 e BCR 

186 ou 500 mg da NIST 8414 e GBW 09101. Alíquotas de 3,0 mL de HNO3 e 

1,0 mL de H2O2 foram adicionadas a cada alíquota de amostra, exceto para 

NIST 8414 e GBW 09101, para as quais estes volumes foram dobrados. A 

mistura foi submetida ao programa de digestão por microondas previamente 

descrito. As amostras digeridas foram transferidas para frascos de polipropileno 

de 50 mL (Sarstedt, Nümbrecht, Alemanha) e diluídas a este volume com água 

deionizada, sendo mantidas sob refrigeração até o uso.  
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 O procedimento de pré-concentração iniciou-se com a adição de HCl 

37% m/v bi-destilado com concentração otimizada de 0,32 mol L-1 para as 

alíquotas contendo 1-5 mL de amostra digerida, de acordo com a concentração 

esperada nas amostras, em frascos de polipropileno de 15 mL (Sarstedt). Uma 

solução estoque de DDTP foi preparada e o ligante foi adicionado às amostras 

até que fosse atingida a concentração otimizada de 0,5 % m/v para cada 

analito. Finalmente, Triton X-114 na com centração otimizada de 0,1 % v/v foi 

adicionado, e o volume foi completado a 15 mL com água deionizada.  A 

solução final foi então aquecida em banho-maria a 50 ºC por 20 min. A 

separação de fases foi acelerada pela centrifugação dos tubos a 3500 rpm por 

20 min. A fase rica em surfactante tornou-se viscosa após imersão dos tubos 

em banho de gelo por 10 minutos, permitindo a eliminação da fase aquosa pela 

simples inversão dos tubos. Resíduos de água foram removidos com auxílio de 

uma pipeta de Pasteur. Para reduzir a viscosidade do extrato e permitir a 

análise por ET AAS, 500 L de metanol acidificado com HNO3 0,1 mol L-1 foram 

adicionados e alíquotas de 20 L da solução resultante foram pipetadas 

diretamente no forno de grafite e submetidas ao programa de temperaturas 

mostrado na Tabela 2. A calibração foi realizada com padrões aquosos 

submetidos ao mesmo procedimento de extração ao qual foram submetidas as 

amostras. Um “branco” submetido ao mesmo procedimento foi medido 

paralelamente a todas as amostras e soluções de calibração. 
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4. Resultados e discussão 

4.1. Curvas de pirólise  e atomização 

As curvas de pirólise e atomização foram estabelecidas usando o 

material de referência BCR 397 (cabelo humano), submetido ao procedimento 

de extração no ponto nuvem. Alíquotas de 20 L do extrato final em metanol 

foram pipetadas no tubo de grafite.  A Figura 4 mostra o perfil das curvas de 

pirólise e atomização para Cd e Pb. 
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Figura 4. Curvas de pirólise e atomização para Cd ( ) e Pb ( ) em BCR 397  

(cabelo humano) após extração no ponto nuvem. DDTP 0,5 % m/v, Triton X-114 0,1 % 

v/v, HCl 0,32 mol L-1.

As curvas mostram que os analitos nos extratos apresentam-se estáveis 

até uma temperatura de pirólise de 700 ºC, e as temperaturas de atomização 

otimizadas foram de 1500 ºC e 1700ºC para Cd e Pb respectivamente, sem 

adição de nenhum modificador químico, o que mostra uma considerável  

estabilização promovida pelo próprio meio.    

Temperaturas de pirólise abaixo de 600 ºC não podem ser utilizadas, 

pois os concomitantes não são eliminados de forma eficiente nestas condições, 
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gerando fundo considerável e como conseqüência valores incorretos de 

absorvância para os analitos. Este efeito é mais pronunciado para o Cd, 

resultando em um considerável decréscimo na absorvância para baixas 

temperaturas antes da chegada ao platô, como mostra a Figura 4. O tempo de 

rampa na etapa de pirólise foi ajustado para permitir a eliminação gradual da 

matriz, evitando possíveis perdas do analito causadas por um aumento súbito 

de temperatura. A etapa de limpeza do programa do forno foi ajustada para 

uma temperatura mais elevada, com intuito de evitar a deposição do metal na 

superfície da plataforma de grafite. Estes comentários são aplicáveis a todas as 

amostras analisadas, como pôde ser observado em testes posteriores. 

A Figura 4 mostra que uma estabilização térmica significativa foi obtida 

particularmente para o Cd, para o qual a máxima temperatura de pirólise para 

soluções aquosas sem o uso de modificador é de 300 – 400 ºC 29. As medidas 

nos extratos, após procedimento de extração no ponto nuvem, permitiram o 

uso de até 700 ºC como temperatura de pirólise sem perda significativa de 

analito.  

Com o intuito de investigar a estabilização dos analitos observada nas 

análises, obtiveram-se curvas de pirólise avaliando-se a influência de cada 

componente envolvido na extração no ponto nuvem isoladamente.  

Foram analisadas soluções contendo Cd na concentração de 1,0 g L-1 em 

metanol, com DDTP, com Triton X-114 e com HCl, mantendo-se as 

concentrações otimizadas para o procedimento de extração (DDTP 0,5 % m/v, 

Triton X-114 0,1 % v/v, HCl 0,32 mol L-1. Avaliou-se o comportamento de duas das 

amostras certificadas, NIST 8414 e GBW 09101, após digestão, sem serem 

submetidas ao procedimento de pré-concentração, além de se comparar com o 

comportamento de uma solução aquosa com uso de modificador fosfato, 

(NH4)H2PO4. A Figura 5 mostra os resultados obtidos na investigação da 

estabilidade térmica do Cd.
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Figura 5. Curvas de pirólise para Cd em diversos meios: solução aquosa com 1,0 µg 

L-1 Cd ( ), solução aquosa com 1,0 µg L-1 Cd adicionada de DDTP 0,5 % m/v 

( ), solução aquosa com 1,0 µg L-1 Cd usando modificador fosfato, 0,24 µg 

( ), e as amostras digeridas  NIST 8414 músculo bovino ( ) e GBW 09101 

cabelo humano ( ) não submetidas ao procedimento de extração no ponto 

nuvem. Temperatura de atomização: 1500 ºC. DDTP 0,5 % m/v, Triton X-114 0,1 % 

v/v, HCl 0,32 mol L-1.

Observou-se que, de fato, para a solução aquosa acidificada, a 

temperatura de pirólise máxima obtida foi de 300 ºC sendo que todas as outras 

curvas mostraram maior estabilidade térmica. O estudo mostrou, 

primeiramente, uma considerável contribuição do DDTP para a estabilidade 

térmica do analito, uma vez que a solução de Cd contendo 0,5 % m/v de DDTP 

(sem o processo de pré-concentração) permitiu uma temperatura máxima de 

pirólise de 800 ºC. Amostras biológicas são normalmente ricas em fósforo, que 

pode agir como modificador químico, permitindo uma maior estabilidade 

térmica. Esta possibilidade foi investigada avaliando o comportamento de três 

diferentes curvas, duas usando amostras digeridas (GBW 09101 cabelo 

humano e NIST 8414 músculo bovino) sem tratamento de pré-concentração e 
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intencionalmente escolhidas, e uma curva em meio aquoso contendo Cd 1,0 µg 

L-1 e diidrogenofosfato de amônio, adicionado paralelamente, como modificador 

químico. Os comportamentos das curvas de pirólise das amostras 

evidenciaram que a presença de fósforo permite maior estabilidade térmica. A 

amostra GBW 09101 contém pequena quantidade de fósforo, cerca de 184 g

g-1, ao passo que a NIST 8414 contém cerca de 12 mg g -1(estes valores são 

informados). Na amostra de cabelo, com pouco fósforo, a temperatura máxima 

de 500 ºC foi alcançada. Com a amostra de músculo foi possível chegar até a 

temperatura de 700 ºC sem perda do analito. Para a solução aquosa estudada 

com a adição de modificador fosfato pode-se verificar que o sinal se mantém 

até a temperatura de 800 ºC. Além das curvas descritas, fez-se também o 

estudo do comportamento do Cd com metanol e com Triton X-114, 

separadamente. Entretanto não houve estabilização significativa do analito 

nestes meios, o que permite concluir que a estabilidade térmica mostrada pelos 

extratos não se deve ao metanol ou ao surfactante. O estudo de estabilidade 

foi realizado para Cd podendo ser estendido também para Pb.  Enfim, os 

resultados encontrados sugerem que a estabilidade térmica mostrada pelos 

analitos nos extratos provém de uma possível interação entre os elementos e o 

ligante, no caso DDTP, associada à presença de fósforo nas amostras, que 

age como modificador químico. Com isso, fica evidenciada a não necessidade 

da adição de um modificador químico, o que simplifica o processo. Nos 

padrões de calibração, a estabilidade apresentada deve-se essencialmente à 

interação entre o ligante e os analitos. 

4.2. Condições de Complexação 

 O efeito da concentração de DDTP no sinal de cada analito é mostrado 

na Figura 6. Para ambos elementos estudados, a absorvância integrada 

permaneceu praticamente constante para concentrações de DDTP superiores 

a 0,5 % m/v, independentemente do tipo de amostra em análise; portanto, esta 

concentração foi utilizada em todas as determinações subseqüentes. 
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Figura 6. Influência da concentração de DDTP na absorvância integrada de Cd 

( ) e Pb ( ) em BCR 397 (cabelo humano), após a extração no ponto 

nuvem. Triton X-114 0,1 % v/v, HCl 0,32 mol L-1.

A concentração de HCl foi otimizada pela análise da variação do sinal de 

absorvância integrada para os dois elementos com uma faixa de concentração 

de até 1,0 mol L-1 de HCl, na solução final em 15 mL, resultando nas curvas da 

Figura 7. 

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
0,12

0,16

0,20

0,24

0,28

0,32

0,36

0,40

0,44

A
so

rv
ân

ci
a

 In
te

gr
ad

a
, s

 Concentração de HCl, mol L-1

Figura 7. Influência da concentração de HCl na absorvância integrada de Cd ( )

e Pb  ( ) em BCR 397 (cabelo humano) após a extração no ponto nuvem. DDTP 

0,5 % m/v, Triton X-114 0,1 % v/v.
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Embora a formação de complexos entre Cd e Pb com DDTP ocorra em 

meio ácido, o comportamento do sinal mostrou-se praticamente independente 

da concentração de HCl na faixa estudada. Para assegurar uma eficiente 

extração dos analitos evitando a precipitação ou adsorção destes nas paredes 

dos tubos, optou-se por trabalhar com a concentração de 0,32 mol L-1 em todo 

o trabalho, conforme adotado previamente. 29 A concentração de Triton X-114 

também foi otimizada, e os resultados podem ser visualizados na Figura 8. 

A eficiência de extração é claramente maior quando a concentração de 

0,1 % v/v é empregada; esta concentração foi, portanto, selecionada para os 

procedimentos subseqüentes. 

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

A
bs

o
rv

ân
ci

a
 In

te
g

ra
d

a
, s

% Triton X-114, v/v

Figura 8. Influência da concentração de Triton X-114 na absorvância integrada de Cd 

( ) e Pb ( ) em BCR 397 (cabelo humano) após a extração no ponto nuvem. 

DDTP 0,5 % m/v, HCl 0,32 mol L-1.

A Figura 8 mostra um  considerável decréscimo no sinal de absorvância 

integrada com o aumento da concentração de surfactante, uma vez que este 

aumento representa aumento no volume da fase rica em surfactante que é 

obtida após centrifugação, ou seja, o analito no extrato é mais diluído, 

resultando em perda de sensibilidade. Dessa forma, uma extração 

potencialmente mais efetiva com volumes maiores do surfactante é 
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compensada e ultrapassada pelo efeito de diluição.  Este estudo foi feito para 

Cd e Pb, e pode-se observar que o efeito de diluição é, obviamente, 

independente do analito. 

4.3 Parâmetros de mérito e resultados 

Os parâmetros de mérito encontram-se expostos na Tabela 3. 

Tabela 3. Limites de detecção (LOD), fator de enriquecimento (EF), coeficiente de 

correlação (r) e sensibilidade (slope) da curva de calibração para o método proposto. 

Analito LOD / ng g-1 EF r Slope 

s( g L-1)-1

Cd 6 129 0,99661 2,69 

Pb 40 18 0,99360 0,14 

O fator de enriquecimento foi calculado através da razão entre a 

inclinação da curva estabelecida usando padrões aquosos submetidos ao 

procedimento de extração no ponto nuvem e da curva estabelecida usando 

padrões aquosos sem pré-concentração. Cádmio obteve notavelmente um alto 

fator de enriquecimento; este fato pode ser explicado pela teoria de Pearson, 

uma vez que o DDTP é uma base mole e Cd é um ácido mole, resultando em  

uma maior afinidade entre eles.  Sendo assim, a reação entre Cd e DDTP deve 

ser mais favorável que a reação entre DDTP e Pb, que é um ácido 

intermediário 29. Os limites de detecção (LOD, 3 B) foram obtidos ao nível de ng 

g-1 para ambos os analitos, os quais podem ser considerados muito baixos 

considerando a diluição empregada no procedimento de abertura e preparo de 

amostras. De fato, extração no ponto nuvem compensa eficientemente o efeito 

da diluição, devido ao alto fator de enriquecimento que pode ser obtido, 

especialmente para Cd. A calibração foi realizada com amostras aquosas 

submetidas ao procedimento de extração no ponto nuvem, apresentando 

resultados satisfatoriamente acurados, com baixos desvios em relação aos 

valores certificados para as cinco amostras biológicas analisadas como pode 

ser verificado na Tabela 4. De fato, os valores obtidos e os certificados estão 
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em concordância para um nível de confiança de 95% (t-student aplicado). Os 

desvios padrões relativos, que indicam a precisão obtida, foram menores do 

que 8,0 %. Bons coeficientes de correlação (> 0,99) foram obtidos para ambos 

elementos.  

Tabela 4. Concentrações ( g g-1) obtidas para Cd e Pb nas amostras certificadas 

submetidas à extração no ponto nuvem (n = 5, t-student aplicado para 95% de nível de 

confiança). 

                              Cd  Pb 

Amostras Certificado Encontrado Certificado Encontrado 

CRM 278 R 0,348  0,007 0,353  0,01 2,00  0,04 2,08  0,03 

BCR 397 0,521  0,024 0,530  0,035 33,0  1,2 33,0  0,4 

NIST 8414 0,013  0,011 0,016  0,003 0,38  0,24 0,28  0,01 

BCR 186 2,71  0,15 2,61  0,03 0,306  0,011 0,306  0,010 

GBW 09101 0,095  0,012 0,106  0,003 7,2  0,7 6,6  0,1 
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5. Conclusão 

O procedimento de extração no ponto nuvem usando como surfactante 

Triton X-114 e como complexante DDTP mostrou ser versátil e simples para a 

pré-concentração de Cd e Pb e sua posterior determinação por ET AAS em 

amostras biológicas submetidas à digestão ácida em microondas. A separação 

de fases ocorre em temperatura relativamente baixa, 25-30 ºC, e há alta 

eficiência de complexação, resultando em altos fatores de enriquecimento e, 

conseqüentemente, baixos limites de detecção. O uso de modificadores 

químicos mostrou ser desnecessário, uma vez o fósforo naturalmente presente 

nas amostras e o DDTP adicionado atuaram de maneira a estabilizar 

significativamente os metais em questão, permitindo uma temperatura máxima 

de pirólise de 800 ºC para ambos. Este procedimento certamente pode ser 

estendido a outros materiais biológicos após procedimento de digestão e 

também a outros elementos que formem complexos com DDTP. 
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