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RESUMO

Neste trabalho sdo discutidas as principais figuras de mérito na determinacéo de metais essenciais
empregando a espectrometria de massa de ata resolugdo com fonte de plasma indutivo. O
desempenho desta técnica é comparado com dados disponiveis na literatura para espectrémetros do
tipo quadrupolo. O processo de quantificagdo foi avaliado através do limite de deteccdo, da
estabilidade, e precisdo obtidos em dois modos de resolucdo(R=300 e R=3000). A linearidade da
calibracdo foi avaiada através da andlise de residuos das retas de regressdo linear simples e linear
ponderada (w=1/s e w=1/5(x). O padr&o de sangue total (IAEA-A13) foi empregado afim de verificar
a exatiddo da medida. Os resultados obtidos para Mg, Cu, Zn, Rb e Pb (R=300 e R=3000) e parao Fe
(R=3000)concordaram significativamente com os valores recomendados.
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I.INTRODUCAO

O sangue é o principa agente transportador de
nutrientes para os tecidos. Esta propriedade o
caracteriza como um importante monitor biolégico[1]
de tad modo que sdo empregados parémetros
hematolégicos como critérios de normalidade e
toxicidade[2]. Desta forma, nos Ultimos anos, tem
crescido a necessidade de se avaliar a concentragdo de
diversos metais no sangue e em suas fragded3, 4, 5,
6]. Deste modo as dosagens de elementos presentes no
sangue total, no soro ou no plasma servem a
investigagbes que envolvem o diagndstico de
doencag6,7,8], seu tratamento ou o estudo do
metabolismo de uma proteina especifica em uma
populacdo saudavel[5,7,9], e a avaiacdo de
exposicbes de origem ocupacional. Contudo, estes
estudos tém esbarrado no fato de que o sangue € uma
matriz bifésica, extremamente complexa, com um
elevado contelido salino e rica em proteinas, para a
qgual os elementos de interesse potencial ocorrem em
muito baixas concentracGes 10]. Estas caracteristicas
causam interferéncias e impedem a determinacdo de
muitos elementos presentes a niveis de tracos e sub-
tracos. Portanto, diversas técnicas tém sido estudadas
no sentido de fornecer resultados cada vez mais
sensivels, precisos e exatos [11,12], na determinagdo
de metais em sangue e suas fragBes que permitam as
diversas  aplicagles  possiveis.  Metodologias
envolvendo a espectrometria de absor¢do atbmica,

embora amplamente  empregadas,
determinacfes a niveis de alguns mg/L.
Entretanto, sdo vérias as interferéncias de matriz,
exigindo corregbes com modificadores, agentes
complexantes ou corregdes de background e de efeito
Zeeman[6,13]. A espectrometria de emissdo atdmica
com fonte de plasma induzido permite determinacdes
aproximadamente no mesmo nivel de concentragdo,
gue a espectrometria de absorcdo atbmica, sem
requerer corregdes andliticas. Entretanto também fica
sujeita a interferentes, requerendo modificadores de
matriz e sistemas dternativos de introducdo de
amostras como ainjegdo em fluxo[14].

permitem

As técnicas de aplicagdes na area nuclear (analise por

ativacdo de neutrong[15],diluicdo isotopica16]) sdo
reconhecidamente as que fornecem os resultados
mais precisos, em gera os melhores limites de
determinac&o. Contudo, apresentam um custo elevado
e ndo permitem rapidez na analise.

Este trabalho pretende portanto, desenvolver e
empregar uma metodologia de andlise por
espectrometria de massa com fonte de plasma
indutivo, na determinacdo de metais tragos e
subtragos essenciais em amostras de sangue total.



Il. PARTE EXPERIMENTAL

Instrumental:Todas as medidas foram realizadas
empregando-se 0 espectrometro de massa de dta
resolucdo com fonte de plasma indutivo (Element,
Finningan MAT, Germany). O sistema de introducéo
de amostras congtituiu-se de um nebulizador
pneumédtico do tipo Meinhard e de uma camara de
expansdo do tipo Scott. Dois modos de resolucéo
foram empregados: o de baixa resolucdo (R=300), que
permitiu a separacdo de picos com diferencas de
massa de lum.a; e o modo de média resolucdo
(R=3000) que permitiu a separagdo de picos com
diferenca de massa de 0,1u.m.a.

Padrfes Certificados- |AEA-A-13:. Sete fragbes de
aproximadamente 0,59 do padrdo IAEA-A-13 de sangue
animal total, foram tomadas e digeridas em 10mL de
HNO; concentrado, a temperatura ambiente. Apls a
digestdo, procedeu-se uma diluicdo 1:100 em bal&o
volumétrico. Uma fracéo foi empregada no ensaio de
umidade. Ap6s as medidas, as concentragbes foram
caculadas em base seca (Umidade=2,23%) e estes
resultados foram comparados com os valores certificados
disponiveis, para avaliagdo da precisdo e exatidao.

I11. RESULTADOS E DISCUSSAO

Limite de Deteccdo: O limite de deteccdo foi
caculado segundo recomendacdo do Anaytical
Methods Committee, 1989[17], empregando o critério
3sigma. Os limites deteccdo obtidos (exceto os do Pb)
foram suficientes para a andlise destes elementos em
populagdes genéricas, conforme a TABELA 1. Estes
valores foram também compativeis com aqueles
esperados para a técnica.

TABELA 1: Limites de deteccdo expressos de acordo
com a condi¢do de resolugdo

Limites de detec¢do; 3s, n=10 (nmg/L)

| sGtopo R=300 R=3000 Quadrupolo

Referéncia [20]
Mg24 0,24 0,71
Fe54 0,61 -
Fe56 - 25
Fe57 - 2,3
Cu63 0,04 0,22 -
Cu 65 0,04 0,26 3
Zn64 0,12 0,53
Zn66 0,14 0,72 4
Zn67 0,37 2,39
Zn68 0,12 0,69
Rb85 0,01 0,07 0,5
Pb206 0,02 - 0,2

Pb207 0,02 -

Estabilidade da Medida: Esta figura de mérito serve

para estimar a flutuagéo de sinal inerente ao
instrumento de medida, em condi¢des constantes. A
avaliagdo da estabilidade foi feita através do
acompanhamento do sinal de 38 isétopos, no modo
de baixa resolucgéo, a curto (1h) e longo prazo (8hs).
No modo de média resolucéo apenas a estabilidade a

curto prazo foi estudada.

Na primeira hora foram feitas agquisicbes a cada 5
minutos. Nas horas seguintes, os intervalos foram de
15 minutos. Uma solucdo contendo 38 elementos foi
nebulizada continuamente, durante todo o
experimento.

No modo de baixa resolucéo, as flutuagbes relativas
do sina a curto e longo prazo recomendadas pelo
fabricante do instrumento sdo de 25% e 5%
respectivamente.

Os vaores obtidos foram bastante coerentes com 0s
recomendados, conforme o mostrado na Figuras 1 e
2. Td como o mostrado nestas Figuras 0 sinal da
maioria dos isotopos estudados (n>35) teve uma
flutuacdo menor que 1,5% a curto prazo e menor que
5% alongo prazo.

No modo de média resolucdo, ndo se estabelece valor
limite para a estabilidade a longo prazo, devido a
necessidade de recalibracbes de massa mais
freqUentes.

Ainda para média resolucdo, a estabilidade a curto
prazo apresenta valores mais abrangentes (5 a 10%),
pois é dependente da resolucdo efetiva no momento
da medida e da menor transmissdo de ions nesta
condicdo. Considerando estes fatores, os valores
experimentais observados foram compativeis com os
valores recomendados pelo fabricante.
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Figura 1: Distribuicdo de freqiiéncia da estabilidade a
curto prazo, para 38 elementos estudados.



Estabilidade a longo prazo
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Figura 2: Distribuicdo de freqiiéncia da estabilidade a
longo prazo, para 38 e ementos estudados.

A flutuacdo de sinal convertida para concentracéo é
muito menor do que 1pg/L, mesmo no caso mais
extremo, em todo o0 tempo considerado do
experimento. Observase anda que qualquer
tendéncia atribuida aos resultados pode ser corrigida
com procedimentos de recalibracdo, em intervalos de
tempo regulares. Portanto os vaores de estabilidade
observados s30 compativeis com a repetibilidade
requerida a procedimentos quantitativos, e com o0s
valores relatados por Feldman[ 18], paraatécnica

Linearidade: A uma curva de calibracdo de Zinco
(n=40) foi aplicada a regressdo linear simples.
Conforme pode ser observado na figura 3, o desvio
padrdo da medida aumenta com a concentragdo da
solugdo. Desta forma os residuos da regressdo linear
simples apresentam uma tendéncia crescente (Figura
4), o que invalida o modelo linear de regressdo
simples. Foi testada também a regressdo linear
ponderada, onde dois pesos (w) foram aplicados. 1/s e
1/s(x), onde s € 0 desvio padréo observado e s(x) é
uma funcdo de regressdo (x,5). Na TABELA 2 sdo
mostrados os coeficientes das retas de regressdo e seus
erros padrdo. A regressdo ponderada para w=1/s tem
seus residuos mostrados na figura 5.

TABELA 2. Modelos de regressdo aplicados para
teste de linearidade.

Regresséo a b R
Linear 5847,8 118228 0,978
Linear Ponderada  5858,1 11305,0 0,998
w=1/s

Linear Ponderada 589645 75157 1
w=1/9(X)

S(x)=370x+4159
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Figura 3: Curva de Calibracdo do %Zn (R=300)
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Figura 4: Residuos da regressdo linear aplicada a
curva de Calibraggo do %Zn(R=300)

5

>Iepee > >

25

Concentragdo(ug/L)

Figura 5:Residuos da regressdo linear



Observarse que o residuo da regressio ponderada nao
apresenta uma tendéncia evidente, caracterizando este
tipo de regress8o como a mais adequada. Os dois
modelos ponderados permitem uma adequagdo maior
dos pontos observados a reta de regressao.

Exatiddo da medida - Padréo IAEA-A-13:0s
resultados obtidos para Mg, Cu, Zn, Rb e Pb (R=300)
e para Mg, Fe, Cu, Zn e Rb (R=3000) concordaram
com o vaor certificado. Uma comparacéo em termos
dos desvios padréo ndo foi possivel pois o padréo
certificado apresenta seus valores em uma distribuicdo
ndo normal (ver TABELA 3). Pode-se observar que
algumas das precisdes obtidas, expressas em ug/g
(TABELA 3), foram pelo menos uma ordem de
grandeza menores do que as obtidas por outras
técnicas[17].Estes valores de precisio foram
compativeis com valores esperados pelo teste de
estabilidade. Além dos desvios padréo foram
calculados os desvios em relacéo ao valor certificado
(x-m), para os resultados obtidos entre os diferentes
isbtopos de Zn, nas duas condigdes de resolucdo
(Figura 6). Observou-se que ambas as condicdes de
resolucdo apresentaram valores compativeis com o
valor certificado, com precisies similares.

Entretanto, é possivel observar, que os desvios em
relacdo ao valor certificado foram maiores para a
condicdo de baixa resolugdo. Este desvio embora
pequeno ja era esperado, devido a formagdo de
interferentes discutidos em outro trabalho[19].0s
resultados de Se e Ni no concordaram com os valores
certificados (TABELA 4), e nem entre os valores

3
m

— “Te ¢
B n® teo
>

1

0

0 1 2 3
X-m(mg/g)

Figura 6: Desvios padréo(s) e desvios em relacdo ao
valor certificado (x-m) para os isdtopos do Zn obtidos
em baixa( ¢) e média resolucao(H).

obtidos para diferentes isétopos (*°Ni e ®Ni; ™Se,
®Se, "Se, se e #2Sg). Embora a concentrago de
Se(22,88+1,84mg/g) tenha diferido bastante do valor
certificado (0,24ng/g), esta foi compativel com o
valor obtido por Barany[20] (22,9t6,4nm/g). Esta
coincidéncia entre os valores necessita de maiores
estudos. De modo, também, similar ao observado por
Barany, uma variabilidade grande e ndo esperada por
se tratar de um padrdo certificado, foi encontrada para
os valores de concentracdo de Ni. Provavelmente,
este efeito foi observado em funcdo da baixa
concentracdo de Ni no instante da medida, pois a
concentracdo no padréo certificado é de 1ug/g ao qual
foi aplicado um fator de diluig&o de 100 vezes.

* As concentracOes elementares estéo expressas para cada isétopo empregado na medida.

TABELA 3: Vaores de concentracdo obtidos que concordaram significativamente com os valores certificados do padréo

|AEA-A-13(todos os valores estdo expressos em ng/g).

Baixa Resolucéo Média Resolucdo
IsGtopo  X* ts X* ts Valor Certificado Limites
my/g my/g my/g my/g my/g my/g

Mg24 94,10 3,76 90,81 2,93 99 81-139
Fes4 1028 46 - - 2400 2200-2500
Fe56 - - 2481 178
Fe57 - - 2184 166
Cu63 4,36 0,35 3,54 0,52 4.3 3,7-4,8
Cu 65 3,94 0,23 3,62 0,54
Zn64 15,20 1,47 13,56 1,50 13 12-14
Zn66 14,15 1,86 13,18 1,79
Zn67 13,32 1,40 13,45 2,11
Zn68 14,99 1,55 13,59 151
Rb85 2,07 0,23 2,04 0,42 2,3 1,7-37
Rb87 1,98 0,14 1,87 0,38
Pb206 0,22 0,16 - - 0,18 0,14-0,30
Pb207 0,26 0,19 - -




TABELA 4: Valores de concentracdo obtidos na andlise do padréo |AEA-A-13 que ndo concordaram significativamente
com os valores certificados (todos os valores esto expressos em ny/g).

Baixa Resolucdo Média Resolucdo
IsGtopo  X* ts X* ts Valor Certificado Limites
my/g my/g my/g my/g my/g my/g
Ni62 1,74 1,05 - - 1 0,6-1,4
Ser7 22,88 1,84 25,68 7,45 0,24 0,15-0,31
Se82 - - 22,9 14,3-29,5

TABELA 5: Valores de concentragéo obtidos na
andlise do padréo IAEA-A-13 para os quais ndo se
dispOe valores certificados (todos os valores estdo
expressos em ny/g).

Baixa Resolucdo Média Resolucdo
| s6topo X* ts X* ts
V51 2,23 0,24 - -
As75 3,02 0,39 3,23 0,79
Sr86 0,24 0,10 0,17 0,06
Sr88 0,23 0,09 0,21 0,03
Agl107 0,06 0,04 0,07 0,03
Agl09 0,06 0,04 0,07 0,05
TI203 0,007 0,006 0,007 0,006
TI205 0,007 0,005 0,010 0,007

Para alguns elementos anadlisados ndo foram
encontrados valores de referéncia disponiveis,
entretanto os resultados das medidas se mostraram
reprodutiveis (>'V e "As) elou compativeis com as
composi¢des isotopicas naturais esperadas (Sr, Ag e
TI), conforme o mostrado na TABELA 5.

IV.CONCLUSOES

Os limites de deteccdo obtidos sGo compativeis com
os valores esperados da técnica e adequados aos
estudos populacionais, para os elementos estudados,
com excegdo para o Ph.

O sina apresenta estabilidade adequada a curto e a
longo prazo, permitindo andlises quantitativas sem
gue sgam observadas derivagcbes de sina
significativas.

Hauma relacdo linear, em varias ordens de grandeza
entre o sina e a concentragcdo. Entretanto para efeito
de quantificagdo faz-se necess&rio 0 emprego de um
modelo de regressdo linear ponderado, a fim de evitar
0s erros decorrentes do modelo de regressdo linear
simples. Caso se escolha o modelo de regressdo
simples deve-se escolher faixas de concentragdo mais
estreitas.

A técnica apresenta precisdo e exatidao adegquadas a
andlise quantitativa metais (Mg, Fe, Cu, Zn, Rb e Pb)
em amostras de sangue total.
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ABSTRACTS

In this work, the main figures of merit in the
essential metal determination by using high resolution
inductively coupled plasma mass spectrometry — are
discussed. This technique performance is compared
with quadrupole results found in literature. The
quantification process was evauated with detection
limit, stability and precision, in two resolution
conditions (R=300 and R=3000) . The residua
analysis dlows the linear and the weighted (w=1/s
and w= 1/9(x)) regression models. The certified
reference material (IAEA-A-13) checks the accuracy.
The Mg, Cu, Zn, Rb and Pb (R=300 and R=3000) and
the Fe (R=3000) results agree with the certified
values.



