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INTRODUCAO

No passado, os efeitos toxicos de metais estiveram
associados aos eventos a curto prazo, quando tais efeitos
eram agudos ¢ bem evidenciados. Nos dias atuais, no en-
tanto, observam-se ocorréncias por exposi¢do a médio ¢ a
longo prazo, ndo obstante as relagdes causa-efeito serem
pouco evidentes e os efeitos quase sempre subclinicos
(Alessio, Apostoli, Della Rosa, 1991; Goyer, 1996; Salga-
do, 1996).

Avaliar a exposicdo humana a tracos de elementos
metalicos tem se tornado um dos objetivos de algumas
arcas da Toxicologia, em raz8o do constante crescimento
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industrial e a conseqiiente urbanizag¢do em todo o mundo
(Raghupathy et al., 1989). Alguns elementos como o
chumbo, o cadmio e o merctrio sdo considerados bons
indicadores ambientais de polui¢cdo (Raghupathy et al.,
1989; Rickert, Kaiserman, 1994).

Emrazao de tais fatos, a analise de metais em amos-
tras de cabelo tem-se monstrado ser extremamente Util, ja
que esta matriz pode ser utilizada como indicador de
exposicao ambiental ou como monitor ambiental para
grande numero de elementos metalicos, surgindo como
proposta para avaliar o estado nutricional e exposi¢do
toxicologica de cada individuo (Foo et al., 1993; Okamoto
etal., 1985; Raghupathy et al., 1989; Wasiak, Ciszewska,
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Ciszewski, 1996; Wolfsperger et al., 1994). A presenca de,
pelo menos, quarenta elementos metalicos no cabelo
humano ja foi descrita na literatura (Koons, Peters, 1994).
A determinacdo analitica de tracos de elementos
metalicos ¢ freqlientemente realizada usando-se técnicas
instrumentais com capacidade multielementar. Entre as téc-
nicas mais utilizadas estdo a espectrometria de absorgédo
atomica (AAS), a analise por ativacdo de neutrons, a
espectrometria de emissdo atdmica acoplada a uma fonte de
plasma induzido por argénio (ICP-AES) e a espectrometria
de massas acopladas a uma fonte de plasma induzido por
argonio (ICP-MS) (Wasiak, Ciszewska, Ciszewski, 1996).
A maioria delas é cara e ndo oferece sensibilidade suficiente
para a determina¢do de elementos metélicos em nivel de
concentragéo extremamente baixa, como usualmente sdo
encontrados em amostras biologicas e ambientais (Koons,
Peters, 1994; Wasiak, Ciszewska, Ciszewski, 1996).

A espectrometria de massas de alta resolucdo aco-
plada a uma fonte de plasma induzido por argénio (HR-
ICP-MS) é técnica nova que permite a determinagdo de
tracos de elementos metalicos em fluidos biologicos, vir-
tualmente livre da maioria das interferéncias espectrais,
além de fornecer alta eficiéncia na transmissdo de ions
(Barnes, 1993; Giebmann, Greb, 1994; Jarvis, Gray,
Houk, 1992). E considerada técnica multielementar e de
alta sensibilidade, cuja aplicacdo em analises toxicolo-
gicas comeca a ser investigada.

O presente trabalho foi desenvolvido com o objeti-
vo de padronizar a analise dos metais propostos em amos-
tras de cabelo através da técnica de HR-ICP-MS.

MATERIAL E METODOS
Material

Solugées-padrao

Foram utilizadas solu¢des-padrao mono-clementa-
res a 1000 mg/L de cadmio, chumbo, cobalto, niquel e
indio em HNO, 5%, grau ICP (Merck) e solugdo padréo
mono-elementar a 1000 mg/L de cromo em HCI 5%, grau
ICP (Merck). A partir destas foram preparadas solucdes de
trabalho na faixa de concentragdo de 0,5 a 20 pg/L. Foram
também utilizadas solu¢des-padrao mono-elementares a
1000 mg/L de escéndio em HNO, 2% e ferro em HNO,
5%, grau ICP (SPEX), em concentragdo de trabalho de 10
ug/L e 20 pg/L, respectivamente.

As solu¢des foram preparadas em capela de fluxo
laminar para evitar contaminagdes externas, com solugdo
diluente de HNO, 2%, preparada a partir do HNO;, con-
centrado Suprapur® (Merck) e d4gua desionizada e
purificada com sistema Milli-Q Plus (Millipore).

Amostras de cabelo

As amostras analisadas compreenderam cabelos li-
ofilizados (material de referéncia certificado BCR 397,
Human Hair, Bruxelas) (BCR-CRM 397, 1991) e amos-
tras de cabelo de voluntarios escolhidos aleatoriamente,
estes coletadas da regido proximal-occipital (nuca), a lecm
da base, com tesoura de ago inoxidavel, na quantidade
aproximada de um grama, equivalente a aproximada-
mente 100 fios de cabelo. As amostras dos voluntarios
foram descontaminadas por lavagens sucessivas de 10
minutos em béquer com acetona P.A. (Merck) e em béquer
com agua Milli-Q, ambos no banho de ultra-som.

Equipamentos

Espectrometro de massas de alta resolucdo com fon-
te de plasma induzido por argonio, “Element” (FINNIGAN
MAT®, Bremen, Alemanha), equipado com analisador
Nier-Johnson com sistema automatico de introdugdo de
amostras liquidas, Gilson 222 (GILSON®, Villiers Le Bel,
Franca) com cinco bandejas com 36 tubos de 12 mL e Bom-
ba Peristaltica de quatro estagios, Perimax 1274 (PETEC
GM BH" Erding, Alemanha). Digestor de microondas
CEM MDS 2000 (CEM Corporation®, EUA). Balanga ana-
litica Mettler HS4AR (METTLER, Alemanha).

Método
Condigdes operacionais do equipamento
As condi¢des operacionais do equipamento encon-

tram-se descritas na Tabela I.

TABELA | - Condigdes operacionais otimizadas

CONDICOES OPERACIONAIS

Fluxo de gés transportador de aerosol (L/min) 0,5-1,2

Fluxo de gas intermediario (L/min) 0,90

Fluxo do gés do plasma (L/min) 18

Distancia do amostrador (mm) <+

Promogdo do plasma (Kw) 1,0-1,6

Cone de amostra platina

“Skimmer” platina

Camara de expansdo Tipo “Scott”

Nebulizador “Meinhard”

Modo de aquisi¢do Escan

N° de “scans” 20

Tempo de aquisig¢do de pontos (s) 0,01

N° de aquisi¢@o de pontos por segmentos 200

Detecc¢do Analdgico
ou contador

Velocidade do “scan” 0,6 s/faixa
de massa

2F
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Linearidade

Foi avaliada a linearidade instrumental na faixa de
concentracdo de interesse, verificando-se a resposta da
curva “intensidade x concentracdo dos elementos me-
talicos”, de solugdes-padréo nas seguintes concentragdes:
0,5-1,0-5,0-10,0-20,0-50,0 ug/L. O estudo foi reali-
zado com os seguintes elementos metalicos: cddmio (Cd),
cromo (Cr), cobalto (Co), chumbo (Pb) e niquel (Ni).

Especificidade

A solugdo de trabalho contendo os elementos a
10 ng/L foi utilizada para verificar a coincidéncia entre os
espectros de massas obtidos e os esperados para cada
isétopo, considerando, ainda, a propor¢do de abundancia
entre 0s isOtopos.

Digestao das Amostras

Amostras de cabelo (0,2 g) foram pesadas em ba-
langa analitica, transferidas para frasco de teflon ¢
adicionadas de 3 mL de 4cido nitrico concentrado
Suprapur® (Merck). As amostras foram digeridas em
microondas CEM, por meio de método desenvolvido para
cabelo (Puchyr, s.d.). Apos completo esfriamento diluiu-
sca 50 mL com solucdo de HNO, 2%. Foram feitos
brancos de amostra seguindo as mesmas ctapas. Todo o
procedimento foi realizado dentro de capela de fluxo
laminar.

Limites de detec¢do e quantificacdo

Os limites de detec¢do (LD) ¢ de quantificacio
(LQ), foram estabelecidos por meio de dez determinacdes
do branco de reagentes - HNO;, 2% e dez determinagdes
do branco de procedimento, isto é, do reagente utilizado
para dissolu¢do das amostras - HNO, 65%, que foi trans-
ferido para frasco de teflon, submetido ao procedimento
de digestdo em microondas e diluido conforme as amos-
tras, nas condi¢des otimizadas. Calculou-se o limite de
detecgdo como sendo trés vezes o desvio padrio (o) das
leituras feitas, dividido pela inclinacio dareta e o limite de
quantificacdo, dez vezes o valor de o para um nivel de erro
relativo ideal de 10 % (Jarvis, Gray, Houk, 1992).

Curvas de calibracao

As curvas de calibrago utilizadas para a quantifi-
cacdo dos elementos estudados foram preparadas a cada
analise, usando as seguintes concentracdes dos elementos
0,5-1,0-5,0-10,0¢20,0 ng/L de HNO, 2%. As curvas
foram construidas por regressio linear entre valores de
concentragdo ¢ intensidade do sinal medido e os coefici-
entes de determinagao para todos os elementos foram cal-
culados a cada nova curva.

Avaliacao da precisdo e exatidao do método

A precisdo do método foi avaliada por meio do c4l-
culo do desvio padrdo relativo (coeficiente de variagdo),
(1) em estudo com nove aliquotas de amostra de material
de referéncia certificado (BCR - CRM 397, 1991) e (ii) em
estudo com uma tnica aliquota de amostra do mesmo
material, medida oito vezes. Em ambos os ensaios as
amostras foram preparadas conforme procedimento des-
crito em digestdo de amostras.

A exatiddo do método foi testada com o uso do ma-
terial de referéncia certificado acima mencionado, cujo
valor indicado ¢ 0,521+ 0,024 ug/g (CEC, 1991) de c4dmio
¢ 33,0+ 1,2 pg/g (CEC, 1991) de chumbo, utilizando o
procedimento para dissolugdo e preparagdo da amostra des-
crito em digestdo de amostras. O estudo foi realizado em
triplicata e cada amostra foi quantificada dez vezes.

Além do uso de material de referéncia ceitificado, a
exatiddo deste método foi também verificada, por meio da
porcentagem de erro sistematico de amostras adicionadas
de padrdes de Co, Cd, Cr, Pb ¢ Ni. As amostras foram pe-
sadas em balanga analitica e transferidas para frascos de
teflon proprio para microondas. A estas amostras foi
pipetada quantidade fixa e conhecida (2 pg/L) de cada pa-
drdo. Seguiu-se o procedimento recomendado de digestdo
¢ preparacdo das amostras para leitura no equipamento.

A exatiddo foi expressa em % de erro sistematico e
o célculo foi feito de acordo com a equacdo abaixo:

E =1~ (valor obtido — valor real) —x 100
(valor real)

RESULTADOS

Houve relagio linear entre o sinal gerado pelo equipa-
mento e as concentragdes dos metais, na faixa de concentra-
¢dode0,5a 50 pug/L. Os coeficientes de determinacio encon-
trados neste estudo foram de:

0,9999 (y = 10068x + 537,27) para cadmio;
0,9996 (y = 17660x + 57644) para cromo;

0,9999 (y = 19660x + 702,86) para cobalto;
0,9999 (y = 5257,5x + 9799,6) para niquel e
0,9995 (y =47187x + 82022) para chumbo.

Os procedimentos de dissolugdo e diluicdo para
identificacdo e quantificagdo dos elementes metalicos
mostraram-se adequados nos estudos de especificidade.
Atencdo especial foi dada ao cromo, o qual, em baixa re-
solucdo, quando a matriz cabelo foi analisada, sofreu pe-
quena interferéncia devido a formacdo do {on carbeto de
argdnio (ArC") (Gupta, Barnes, 1998). Como mostrado na
Figura 1, esta interferéncia pode ser facilmente resolvida
com o emprego da média resolugdo. Assim, houve neces-
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FIGURA 1 - Espectro do cromo em média resolugdo (51,94051 m/z) e ArC* (51,.96238 m/z), demonstrando a
especificidade da técnica de HR-ICP-MS, nas condi¢des analiticas otimizadas.

sidade de testar esta especificidade diariamente ou a cada
grupo de amostras analisadas.

Os limites de detecgdo e de quantificagdo calculados
estdo apresentados na Tabela I1.

A intensidade de sinal dos isotopos dos elementos
metélicos corrigida pela intensidade de sinal do padrdo
interno demonstrou boa correlac@o entre as concentracdes
do metal (0,5 a 20 ug/L) ¢ o sinal gerado, de acordo com
as equacoes da reta apresentadas na Tabela II1.

A precisido do método variou de 7,79 a 17,08% no
estudo de precisdo externa e 0,56 a 7,27% no estudo pre-
cisdo interna, como pode ser verificado na Tabela I'V.

A exatiddo da andlise das amostras de material de
referéncia certificado foi de 95,97% para cadmio e
99,30% para chumbo ¢ os resultados da exatiddo de ané-
lise das amostras adicionadas de solugdo padrdo dos ele-
mentos em estudo estdo apresentados na Tabela V.

TABELA Il - Limite de deteccdo (LD) e limite de quanti-
ficagdo (LQ) dos elementos metalicos em HNO, 2%
(diluente) ¢ em reagente submetido ao procedimento de
digestdao das amostras (branco de procedimento)

Elemento HNO, 2% branco de
Diluente procedimento
ng/L ng/L
LD LQ LD LQ
Cr 0,0652 0,2174 0,2825 0,9418
Co 0,0162 0,0540 0,0280 0,0936
Ni 0,2878 0,9594 0,2414 0,8047
Cd 0,0048 0,0160 0,0584 0,1947
Pb 0,0495 0,1649 0,5844 1,9481

(*n=10, ** n=10)

TABELA 111 - Regressdo linear e coeficiente de determina-
¢do (R?) das relagoes entre concentragdo e sinal gerado, na
analise das solu¢des-padrdo dos elementos em estudo

Elemento Equacdo da reta R?

Cr y=17040x + 60695 0,9991
Co y=19421x +1880,9 0,9999
Ni y =5246,4x +9854,1 0,9999
Cd y=9967,1x+1034,4 0,9999
Pb y=48147x + 77289 0,9973

TABELA IV - Resultados obtidos a partir do estudo de
precisdo externa e interna

Precisdo externa Precisdo interna

Elem. Meédia + dp CY média = dp CV
ng/g % ug/g %
Cr 30,60 2,38 7,79 27,41 + 1,60 5,84
Co 0,25+0,02 9,62 0,22 £ 0,006 2,70
Ni 8,95+1,53 17,08 8,37 +0,01 727
Cd 0,54 +0,05 9,77 0,53 +0,003 0,56
Pb 30,59 2,56 8,36 28,92 +0,49 1,69

(Elem. = elemento metalico; dp = desvio padrio;
CV = coeficiente de variagdo)

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Na técnica de espectrometria de massas de alta re-
solucd@o acoplada a uma fonte de plasma induzida por gas
de argdnio, a resposta do sinal versus concentragdo ¢
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TABELA V - Resultados obtidos pelo estudo de exatiddo com amostras adicionadas antes do procedimento de digestdo

com 2 png/L dos elementos metalicos

Elemento Média + dp CvV média + dp Cv diferenca entre os E
metalico valor ap6s a adigdo % valor antes a adigdo % valores antes e apds %
ng/g ng/g a adicdo
/g
Cromo 7,256+ 0,278 3,83 5,263 +0,152 2,89 1,993 99,65
Cobalto 2,50+ 0,059 2,36 0,18 + 0,006 3,34 2,320 86,20
Niquel 9,354+0,301 322 6,494 £ 0,200 3,08 2,860 70,02
Cadmio 3,240+ 0,046 1,42 0,939+0,013 1,38 2,301 86,92
Chumbo 5,504 +0,167 3,03 3,435+0,108 3,14 2,069 98,67

(dp = desvio padrao; CV = coeficiente de variagdo; E = exatiddo)

TABELA VI - Comparac¢io do limite de detec¢do entre
diversas técnicas utilizadas na determinacio de elementos
metalicos ?

E AA chama' AA forno? ICP-AES® ICP-MS*
ng/L ng/L ng/L ng/L
Cd 0,8 0,008 1,0 0,003
Co 9,0 0,150 1,0 0,009
Cr 3,0 0,030 2,0 0,020
Ni 6,0 0,300 5,0 0,005
Pb 15,0 0,060 10,0 0,001

E = elemento metalico, ' Espectrometria de absor¢do atémica por
chama, * Espectrometria de absorgdo atémica com forno de grafite, *
Espectrometria de emissdo atdmica acoplada a uma fonte de plasma
induzida, ¢ Espectrometria de massas acoplada a uma fonte de plasma
induzida.

tipicamente linear entre 6 a 8 ordens de magnitude (0,001
pg/mL a 100 ug/mL) (Jarvis, Gray, Houk, 1992). depen-
dendo do modo de operacao do instrumento. Neste traba-
lho foi confirmada a linearidade dentro de uma faixa de
interesse, ou seja, entre 0,5 pg/L a 50 pg/L.

A técnica de ICP-MS ¢ caracterizada por ser alta-
mente sensivel, apresentando limites de detec¢do na or-
dem de ng/L. Na Tabela VI sdo apresentados os limites de
deteccdo de diferentes técnicas em laboratorios de exce-
lente padrdo de qualidade.

Os limites de deteccao obtidos neste trabalho (Ta-
bela IT) em HNO, 2% foram menores que os esperados,
quando comparados com a Tabela VI, porém cstdo de
acordo com a faixa de concentracio em ng/L, geralmente
obtidas em técnicas de ICP-MS.

O método demonstrou-se bastante preciso conforme
pode ser observado por meio da Tabela IV. A precisdo
interna apresentou coeficientes de variac@o inferiores aos

da precisdo externa, como seria esperado. Na precisdo
externa sao avaliadas todas as etapas do processo, desde
a pesagem das amostras até as medidas propriamente di-
tas, ocorrendo, assim, somatoria de possiveis erros de
pesagem, pipetagem, afericio de volume em baldo
volumétrico, enquanto que a precisdo interna demonstra
apenas o desvio entre as medidas de uma mesma amostra.
O estudo de exatidao realizado com material de referéncia
certificado alcangou valores proximos a 100% de exati-
dao. No entanto, como o material utilizado é somente
certificado para cadmio e chumbo, foi realizado estudo de
exatiddo com adi¢@o de padrdes em concentracdo conhe-
cida, o qual apresentou valores que variam de 70 a 99 %
de exatiddo, como pode ser verificado na Tabela V.

Todos os tipos de interferéncias espectrais que sur-
giram durante a execucdo deste trabalho puderam ser re-
solvidos através da otimizacao do instrumento, utilizando-
se um RF igual ou aproximado de 1300, controlando-se os
fluxos do gas, inclusive o usado para a introducdo das
amostras e utilizando-se do setor analisador de dupla
focalizagdo (setor magnético e campo eletrostatico) com
geometria reversa “Nier-Johnson”, que confere alto poder
de resolug@o. A baixa e média resolu¢des compreendem
uma posicao de fenda de 300 ¢ 3000. Neste trabalho foi
utilizada a média resolucdo, a fim de resolver a interferén-
cia do carbeto de argonio (ArC*) no pico do cromo.

Os problemas ambientais sdo, atualmente, de funda-
mental importancia, uma vez que estdo directamente rela-
cionados com a vida das pessoas e, por esta razdo, o desen-
volvimento da toxicologia analitica, na area ambiental, em
especial no campo de poluicao de metais, aumentou muito
(Perkin Elmer’s, 1997), o que colaborou sobremancira
para demonstrar a importancia deste trabalho.

A metodologia padronizada foi considerada um dos
meios adequados para a determinacgdo de baixas concen-
tracdes dos metais estudados em amostras de cabelo.
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ABSTRACT

High-resolution argon-induced coupled plasma
mass spectrometry in metal determination
of hair samples

The high-resolution inductively coupled plasma mass
spectrometry has been recognized to be a sensitive,
specific and multi-elemental technique. According to these
characteristics, its application in analysis of hair samples
is beginning to be investigated in Analytical Toxicology.
This paper describes a method to identify and quantify
some metals, as chromium, cobalt, nickel, cadmium and
lead in human hair samples, using a HR-ICP-MS
“Element”, Finnigan MAT. The precision showed a
coefficient of variation from 7.79 to 17.08% (external
precision) and 0.56 to 5.84% (internal precision). The
recovery was 95.97% for cadmium and 99.30% for lead.
Limits of detection were obtained at ng L ! levels for all
elements. Results are in a good agreement with R?,
between 0.9995 to (0.9999. Present data indicate that
HR-ICP-MS is applicable to the rapid and accurate multi-
element determination, virtually free from spectral
interference.

UNITERMS': Hair. HR-ICP-MS. Pb. Cd. Cr. Co. Ni.
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