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RESUMO

Os interferentes espectrais e ndo espectrais tem sido os principais problemas enfrentados pela
espectrometria de massa com fonte de plasmaindutivo. Este trabalho discute a formago e a correcéo
destes interferentes em amostras reais e sintéticas de soro sangiineo. SolucGes contendo diferentes
concentragdes de NaCl e carbono (albumina) foram empregadas de modo a simular as concentracfes
destes componentes no soro sanguineo. Efeitos significativos causados pela matriz puderam ser
observados em meios de concentracdo igual ou superior a 1g/L de NaCl e 0,63g/L de albumina. Estes
resultados foram concordantes com os obtidos empregando-se amostras reais de soro sangiiineo. Uma
diluicgo de 100 vezes sobre a mostra rea previne o aparecimento de interferéncias ndo espectrais. A
avaliacdo de interferéncias espectrais foi efetuada através da determinacdo de Fe, Cu, Cr e Zn, em
amostras reais preparadas sob diferentes condigdes de diluicdo. O emprego do modo de média
resolugéo (R=3000) permitiu a separacdo dos elementos de interesse dos principais interferentes

espectrais.
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I. INTRODUCAO

A espectrometria de massa com fonte de plasma é uma
ferramenta analitica bastante poderosa, permitindo a
quantificacdo isotopica, acangando baixos limites de
deteccdo, de elevada sensibilidade e muito versétil em
termos analiticos. Entretanto, esta técnica fica sujeita,
como outras, aos problemas decorrentes de interferentes
espectrais e ndo espectrais.

Em geral, as interferéncias no espectrais sdo associadas a
efeitos fisicos impostos pela matriz a solucdo de
medida[1]. Isto causa diferengas significativas nas
relacbes de cdibragdo[2], prejudicando resultados
guantitativos. Este efeito entretanto pode ser facilmente
identificado, pois quando se compara a curva de
calibracéo (padrbes) com uma curva de adicdo (padrdes +
amostra) dois comportamentos gerais sdo esperados:
diferencas significativas nas inclinagbes das retas de
calibracdo e adicdo, para a qual ha efeitos de matriz
aterando o resultado da medida, ou a igualdade nas
inclinacOes das retas, para a qual ndo ha efeitos de matriz
dterando o resultado da medidaE comum, também, o
surgimento de interferentes espectraig[3], causados pela
sobreposicdo de sind do elemento de interesse com
espécies poliatdbmicas ou com ions com dupla carga.

Na TABELA 1, sdo listados aguns dos elementos de
interesse, em estudos nutricionais, e os interferentes
esperados para a matriz sangliinea. A formagdo destas
espécies, somada a incapacidade do analisador de massa
de separar ions que apresentem entre S pequenas
diferencas de massas, também leva a resultados and iticos
ndo confiaveis. Entretanto, abundancia relativa entre os
isdtopos de um dado e€lemento, mantém uma
proporcionaidade chamada de composicdo isotOpica
natural. Excetuando procedimentos especificos para a
modificacdo desta razdo, tais como o enriguecimento
isotépico, o valor da composicdo natura se mantém
constante. Sendo assim, a composi¢ao isotépica natural
pode ser empregada como indicador da ocorréncia de
interferéncia espectral, e como indicador da precisdo da
medida. Quando é observado um desvio em relacdo a
razdo natural acentuado, esta modificacdo é atribuida a
formacdo de espécies interferentes, sobre a massa de um
dos isdtopos avaliados.

Estes dois tipos de interferéncia, combinados ou néo,
limitam algumas aplicacles, tais como, as andlises de
fracbes de sangue sem diluicdo por espectrometria de
massa com fonte de plasmaindutivo [1,3].



Recentemente, [3,4] a comercializagdo de espectrdbmetros
de massa de ata resolucdo possibilita a eliminacéo
interferentes ndo espectrais e a separacdo de interferentes
espectrais.Este trabalho, portanto, pretendeu uma
avaliacdo das condices em que interferentes espectrais e
ndo espectrais ocorrem, na andlise de amostras de sangue
total e na fragcdo de soro, e como estes efeitos podem ser
eliminados.

Il. PARTE EXPERIMENTAL

Instrumental: Todas as medidas foram readlizadas
empregando-se 0 espectrdmetro de massa de dta
resolucdo com fonte de plasma indutivo (Element,
Finningagn MAT, Germany).Dois modos de resolucdo
foram empregados. o de baixa resolucdo (R=300), que
permitiu a separacdo de picos com diferencas de massa de
1lu.m.a; e 0 modo de média resolucdo (R=3000) que
permitiu a separacdo de picos com diferenca de massa de
0,lum.a

Preparo das SolucBes Simuladas: As amostras reais de
soro sanglineo tem um elevado contelido de sais
dissolvidos e de proteinas. O cloreto de sddio esta presente
no soro a uma concentracdo de 0,9g/L e a quantidade total
de albumina é estimada em 63g/L. Desta maneira foram
empregadas solucbes de NaCl a 0,0001; 0,001; 0,01; 0,1;
1 e 10g/L e de abumina a 0,0063; 0,063 e 0,63 g/L de
modo a simular a concentracdo daquel es compostos.

Preparo das Amostras: Um “pool” de soro fornecido pelo
Laboratério de Andlises Clinicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo constituiram
as amostras reais empregadas neste estudo. O Unico
tratamento aplicado as amostras foi a diluicdo com HNO;
a 1%v/v. Os fatores de diluicdo estudados foram iguais a
10, 100, 250 e 500.

Curvas de Adicdo e Cdibracdo: De modo a identificar
gua o comportamento do sistema, foram preparadas
guatro curvas de adicdo de padrbes de acordo com a
TABELA 2. As curvas de cdibracdo foram preparadas de
modo similar, sem a adicdo da amostra.

TABELA 1: Nuclideos deinteresse e interferentes
associados a matriz sanglinea.

Nuclideo Interferéncia
50Cr 36 A r14N ,14N160160
52 Cr 40 Ar 12 C, 35C| lGOlH
53 Cr 37C| 160
54 Cr 54Fe,4OAr14N, 35C| lSOlH
56 Fe 40A rlGO,‘mCalGO
57 Fe 40 Ar 16 O lH
59C0 4°Ar lSOlH, 36AI’ 23 Na
63Cu 40 A r23N a,
64 7n 3282, 3281602
65CU 338160160
66 7n 34 S 1602, 328160 180
68 7n 3681602 , 348160180
Zn OArNO, Cl,

TABELA 2: Demonstrativo da preparacéo das
curvas de adicdo

Adicéo Ay Al+S; A+S, A+S; At+S
Amostra(mL) |1 1 1 1 1
Padréo 0 02 0,5 1,0 20
100ppb(mL)

HNO; 1%(mL) |9 88 8,5 8 7
Volume 10 10 10 10 10
Final(mL)

Concentracdo |0 2 5 10 20
final (ug/L)

I11. RESULTADOS E DISCUSSAO

Interferentes ndo espectrais - Simulagdo da matriz: Os
sinais relativos obtidos para alguns elementos, em meio
contendo NaCl e albumina sfo mostrados nas figuras 1 e
2. E observada uma supressio de sinal significativa a
10g/lL de NaCl (2829%) e a 063gL de
albumina(78,16%). Este comportamento € atribuido a
efeitos ndo espectrais, tais como: mudancas nas
propriedades fisicas da solucao[5]. Sdo relatados, em
solugBes muito concentradas, a diminuigdo na taxa de
aspiragdo, o aumento da viscosidade, mudangas no
tamanho de gota da névoa levada ao plasma e mudanca
nas condi¢cBes de ionizagdo[6]. Os problemas causados
por estes efeitos tem sido corrigidos €/ou minimizados
com o emprego de padrdes internos tal como 0 mostrado
nas figuras 3a e 3b[7,8].

A corregdo com padro interno permite que o sind
normaizado mostre uma peguena (ou nenhuma)
diminuicdo, quando em meio de NaCl a 10g/L (3,27%) e
de abumina a 0,63g/L (7,55%), com excecdo feita ao
sinal do magnésio. A corre¢do empregando indio como
padrdo interno permite a concordancia entre o sinal de
diferentes elementos tanto em solugdes diluidas quanto
em concentrados. A normalizacdo do sinal de magnésio
pelo sinal de indio ndo se mostrou adequada, pela
diferenca significativa entre o potencial de ionizacdo e de
massa entre os dois elementod[9].

20

S EMg24
T ol T Mn55
g 0] ECo59
8 Ocd114
B _40 - ®In115
% o | mTI205
O Pb208

0,001 0,01 01 1 10
Concentracdo de NaCl (g/L)

Figura 1: Variagdo do sinal com o aumento da
concentracdo de NaCl
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Figura 2: Variagdo do sind com o aumento da
concentracdo de albumina.

Amostras Reais. Na figura 4, é possivel observar a
concentracdo aparente de zinco obtida para cada faixa de
diluicio estudada. Mais particularmente, observa-se
também, a severa alteracdo deste valor quando se emprega
Faiigo= 10. Para Fgiiceo = 500, observou-se um desvio
padréo superior as outras dilui¢des. Portanto, o intervalo
de diluicéo adotado foi de 100 até 250 vezes. Os demais
elementos estudados (Fe, Cu, Cr, Co, Pb, etc)
apresentaram um comportamento semelhante ao mostrado
para o zinco.

Estes fatores de diluicdo sdo também concordantes com os
obtidos no ensaio com solugbes simuladas. O
comportamento € semelhante também ao observado por
Damg[1], que obteve outros valores para a diluig¢do, por se
referir aum instrumento de menor sensibilidade.
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Figura 3: Normalizagéo do sinal de aguns elementos pelo
sina do **In em presenca (a) de NaCl e (b) de albumina.
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Figura 4: Dependéncia entre a concentracéo aparente de
zinco observada com adiluicdo aplicadaa amostrareal.

Estudo das condi¢es de quantificacdo: As concentragcdes
das amostras foram calculadas por meio das curvas de
calibracdo edeadicdo (amostras ssimuladas ereais), estes
resultados foram comparados entre si. Nas adi¢des feitas
com amostras reais (Fgiica=100) ndo foram observadas
diferencas significativas entre estes valores, conforme o
mostrado na figura 5. Na TABELA 3 sdo listados os
coeficientes de correlac8o obtidos entre os dois tipos de
calibragdo, para alguns elementos. Independentemente do
elemento estudado, pode-se, considerar que as curvas de
adicdo e de calibragio apresentaram uma correlagdo linear
significativa e do tipo y=x, aproximada, onde y é a
concentragdo obtida via curva de adicdo e x é a
concentracdo obtida por curva de calibracdo. Portanto o
procedimento de que emprega curva de calibragdo na
quantificacdo da amostra € também adequado, e mais
simples, quando as amostras de soro séo diluidas de 250 a
100 vezes. Este comportamento ja era esperado e se
mostrou concordante com os resultados dos experimentos
de smulagdo da matriz, com NaCl e albumina.

TABELA 3: Coeficientes de correlacéo entre as curvas de
calibracdo externa(x) e as de adic¢do de padréo(y), para
alguns nuclideos estudados.

Nuclideos Regresséo Linear Simples
Y=AX+B
a b R

Mg 0,9801 0,7522 0,9641
Sty 1 0,2626 0,9998
oCr 1,2847 0,0992 0,9882
52Cr 1 -0,0002 0,9999
SCr 1,0011 -0,008 0,9909
SMn 0,9071 1,2662 0,9796
*Co 0,9997 0,0022 0,9972
SN 1 0,0003 0,9988
ONi 1 0,0001 0,9994
%cu 0,9994 0,0041 0,9989
%cu 0,9999 0,0004 0,9986
%7Zn 0,9750 0,3800 0,9956
%7n 0,9925 0,0557 0,9864
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Figura 5: Exemplo de correlacdo obtida entre os
dois modos de calibragéo para o ®Zn.

Interferentes Espectrais -Modo de média resolucdo:

Foram obtidos os espectros de massas sujeitos a
ocorréncia de interferéncias espectrais naregido de 50 a
70u.m.a. O emprego da media resolugdo, permitiu a
separacéo e identificacdo dos interferentes. O exemplo
mostrado na Figura 6a é referente a0 *Zn e seus
interferentes: ¥S,, ¥5'°0,.A figura 6b mostra o sinal
do **Cr que sofre uma interferéncia espectral severa
com o “°Ar*?C.Observa-se que os picos dos elementos
medidos (m/z=63,93 e 51,93) aumentam com O
aumento da concentracdo do padrdo. Os picos dos
interferentes (m/z= 63,97 e 51,96) aumentam com o
aumento da concentracdo da matriz (ver amostra
diluida 10X), e que se apresentam ausentes quando o
espectro se refere a soluctes padréo.

a
b

Figura 6: Espectro de massa em média resolucéo naregido do(a) *Zn e de seus interferentes: 2S,, ¥S'°0,; edo (b)

52Cr e seu interferente “°Ar*?C.



Estudo das razfes isotopicas.Amostras de soro
sanguiineo diluidas 100 vezes foram analisadas de modo
a incluir os intervalos de massa dos diversos isotopos
de Cr, Ni, Zn e Cd, em baixa e média resolugéo. Os
resultados das medidas de razéo isotOpica, em baixa e
média resolucdo estdo mostrados na TABELA 4 . Com
base nestes valores, pode-se perceber que medidas
redlizadas em baixa resolucdo, ficam sujeitas a
interferéncias espectrais para os elementos de massa
atbmica intermediaria (Cr, Ni, e Zn). Estes interferentes
ficam caracterizados pelo desvio (d) observado em
relacdo a razdo natural. Para estes mesmos el ementos,
as medidas realizadas em média resolucdo permitem a
separacdo dos interferentes, e fornecem resultados mais
exatos (menores valore para d )e precisos (menores
valores paras ) darazéo isotépica natural.

Entretanto, para elementos que ndo estdo sujeitos a
interferentes isobéricos, h& uma menor transmissao dos
jons com o amento da resolugdo. Este
comprometimento faz com que os resultados de razéo
isotopica, em baxa resolucdo, sgam mais
representativos, tal como o mostrado para a razéo
lllCd/ll4Cd.

* Precisdo em 6 determinagdes, ** Desvio percentual
relativo em relagéo as razdes naturais

TABELA 4: Razbes isotépicas obtidas em diferentes
modos de resolucdo, para uma amostra real.

R=300 R=3000
Nuclideos |Razdo s* d** Razdo s* ax*
% % % %

crcr® 6,13 3,80 30,55 842 7,38 454
Ni%/Ni® 537 6,17 1054 250 4,07 4,37
Ni®¥Ni® |2832 2,76 4895 19,11 217 051
Ni®/Ni® 564 2532239 769 612 579
zn®zn® | 1,83 4,94 509 174 684 0,00
zn®zn® | 255 7,02 1,36 250 887 3,26
zn®zn® | 1,39 343 6,18 143 328 335
cd"ycd™ | 094 441 341 097 1,77 012
cd"ycd™ | 042 359 372 043 644 086
cd*/cd™ | 044 461 022 044 564 0,32

'A estatigtica de contagens(n=100) deste experimento
permite resultados de raz&o isotdpica aproximados.
Experimentos com maior precisdo necessitam de um
ndmero de aquisicOes superior (n=2000).

IV. CONCLUSOES

Os efeitos de supressdo de sina decorrentes da matriz
podem ser evitados com o emprego de dilui¢des na
faixa de 100 a 250 vezes e/ou com o emprego de
padrBes internos. Os interferentes espectrais sdo
também minimizados na etapa de diluic&o.

Quando a diluicdo ndo é suficiente para a eliminacdo
de espécies interferentes 0 emprego da média resolucdo
€ necessario. Atendidas estas recomendactes a
quantificacdo via curva de calibracdo € suficiente,
dispensando o uso de adicdo de padrdes, que é também
adequada, porém mais trabalhosa.
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ABSTRACTS

This work discuss the interferent (spectra and non —
spectral) formation and correction in serum samples
and in synthetic solutions. Solutions containing
different NaCl and albumin amounts were employed to
simulate the serum matrix. Significant matrix effects
could be observed at 1.0g/L of NaCl and 0.63g/L of
albumin or more. These results agree with the real
samples experiment. The 100-fold diluted real sample
avoid non spectral interferences. The spectra
interference presence was evaluated through the Fe, Cu,
Cr and Zn determination in real samples under several
dilutions. The medium resolution mode (R=3000)
allows the element separation from the main spectral
interferent.
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Figura 5: Exemplo de correlagéo obtida entre os
dois modos de calibragéo para o ®Zn.
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Interferentes Espectrais -Modo de média resolucdo:
Foram obtidos os espectros de massas sujeitos a
ocorréncia de interferéncias espectrais naregido de 50 a
70u.m.a. O emprego da media resolucéo, permitiu a
separacdo e identificacdo dos interferentes. O exemplo
mostrado na Figura 6a é referente a0 *Zn e seus
interferentes: ¥S,, ¥5'°0,.A figura 6b mostra o sinal
do %°Cr que sofre uma interferéncia espectral severa
com o “°Ar*?C.Observa-se que os picos dos elementos
medidos (m/z=63,93 e 51,93) aumentam com O
aumento da concentracdo do padrdo. Os picos dos
interferentes (m/z= 63,97 e 51,96) aumentam com o
aumento da concentracdo da matriz (ver amostra
diluida 10X), e que se apresentam ausentes quando o
espectro se refere a soluctes padréo.
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Figura 6: Espectro de massa em média resolucéo na regido do(a) *Zn e de seus interferentes: 2S,, ¥S'°0,; edo (b)

52Cr e seu interferente “°Ar*?C.



