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INTRODUCAO

Andlises elementares de fluidos corporais tém sido consideradas e utilizadas como uma
importante parte do monitoramento biolégico de estudos ambientais e de satde ocupacional além de
diagnosticos de uma ampla faixa de distirbios'*”. O biomonitoramento de elementos toxicos ou
carcinogénicos ¢ importante como um indicador para uma pessoa que foi exposta a uma polui¢dao
individual ou ambiental.

Muitos elementos tem sido descritos como toxicos ou carcinogénicos, entre eles o arsénio (As),
Cédmio (Cd), merctrio (Hg) e chumbo (Pb).

O elemento arsénio (As) tem um mecanismo de carcinogenicidade suposto que na verdade ele
age como um co-carcinogénico, ou um promotor de tumores, em vez de um iniciador direto. Estudos
provaram o As ¢ um genotoxico indireto, ou seja, ndo causa mutagao genética, mas pode afetar a
expressdo de genes que controlam proliferagdo e diferenciacdo celular’. Exposi¢do cronica a As
inorganico pode estar relacionada a ingestdo de alimentos contaminados de forma inadvertida ou
propositadamente, ingestdo de dgua contaminada por acdo geoldgica natural ou por acdo industrial
préoxima. Segundo Sakuma et all*, o As inorganico na urina pode ser mais bem relacionado com a
maioria dos efeitos criticos (cancer) do que os outros indicadores do elemento.

A toxicidade do cadmio (Cd) se expressa em varios 0rgaos e tecidos, entretanto, os 6rgaos alvo
sdo os rins e o figado. Orgdos como testiculos, pancreas, tiredide, glandulas adrenais, ossos, sistema
nervoso central e pulmdes foram estudados quanto aos efeitos toxicos deste elemento’. Nas situagdes
de exposicao cronica, a toxicidade se expressa nos rins em nivel de tubulo proximal provocando dano
celular com proteindria (principalmente proteinas de baixos pesos moleculares). A toxicidade aguda
pode ocorrer através da ingestdo de concentragdo relativamente alta de Cd contidas em bebidas ou
alimentos. Os alimentos e as bebidas podem ser contaminados por utensilios como potes e panelas
contendo esmaltes ou soldas que apresentam cadmio. As exposi¢cdes ocupacionais podem ocorrer em
fundicdo e refino de zinco, chumbo e cobre, eletrodeposicdo, manufaturas de ligas de cadmio,
pigmentos e estabilizadores de plasticos (principalmente na fabricacdo de PVC), produgdo de baterias
niquel-cadmio e solda metalica que contenha cadmio. O aumento do Cd na urina apenas ocorre apos a
saturacdo dos sitios ligantes do metal, principalmente a metalotioneina, que ¢ a proteina transportadora
de metais pelo organismo. A maior parte do Cd na urina esta ligada a metalotioneina, razao pela qual a
medi¢do de metalotioneina ¢ também considerada um indicador de exposicao.

Para o elemento mercurio (Hg) ha varias formas de riscos de exposicdo ambiental, tais como,
ar, agua, solo, efluentes e esgoto6. Existem também os riscos de exposicdo ocupacional e através de
alimentos. O transporte de Hg i6nico ¢ realizado pelo plasma enquanto o Hg elementar ¢ transportado
pelas hemécias. Os principais locais de deposigdo sdo os rins e o cérebro. A oxidagdo de Hg” para Hg”"
no cérebro permite que este elemento ali se armazene. E importante mencionar que a exposi¢do aos
mercuriais estimula a sintese da metalotioneina. Os sais mercuricos sdo corrosivos. O seu contato,



particularmente com membranas mucosas, produz efeito inflamatério, vesicular e necrético.
Exposicdes a altas concentracdes de vapores de Hg elementar podem produzir sintomas em poucas
horas, como debilidade, calafrios, gosto metalico, nauseas, vomitos, diarréia, diapenéia, tosse e sinais
de opressao do torax. Os melhores biomarcadores de exposi¢do ao metal sdo o sangue, cabelo e urina.

O chumbo (Pb) ¢ um elemento de ocorréncia natural e seu teor no solo ¢ muito influenciado por
atividades antropogénicas e pelo transporte do metal através do ar, oriundo de vérias fontes. Tanto a
deposicdo seca quanto a Umida sdo importantes vias de contaminagdo. As principais fontes de
contaminagdo e exposicdo humana sdo o ar, solo e dgua. As exposi¢des ocupacionais ao Pb que
resultam em intoxica¢do, com sintomatologia moderada ou pronunciada, pode ocorrer por transporte
de poeira de chumbo no local de trabalho em fundicdes e refinarias de Pb. A contaminagdo de bebidas
alcodlicas por Pb pode ocorrer através do uso de solda de chumbo em barris ou pela presenga de
praguicidas, como por exemplo, o arsenato de chumbo, usado na cultura da uva. Os alimentos podem
ser contaminados através da migragdo dos recipientes que o contém para os alimentos nele contidos. O
chumbo absorvido por qualquer via entra na circulagdo sanguinea e ¢ distribuido para varios 6rgaos e
tecidos. O metal ndo ¢ distribuido de forma homogénea no organismo e trés compartimentos distintos
foram identificados (sangue, ossos e tecidos moles (figado, rins)). Segundo Paoliello e De Capitani’,
varios efeitos tem sido estudados em relagdo aos niveis de Pb no organismo, efeitos cardiovasculares,
gastrintestinais, hematoldgicos, renais, endocrinos, neuroldgicos, imunoldgicos e reprodutivos sio
alguns deles. O Pb ¢ eliminado do organismo através da urina e das fezes (excrecdo biliar).

Dessa forma, a determinagdo precisa, com resultados confiaveis, desses elementos em amostras
bioldgicas constitui-se em um importante aspecto da quimica clinica para o diagnodstico de doengas,
intoxicacdes e avaliagdes de exposi¢do ambiental e ocupacional.

Apds o estudo e desenvolvimento da metodologia, ha necessidade desta ser validada com o
objetivo de se comprovar de que os requisitos para a aplica¢do e uso pretendido foram atendidos. Um
dos critérios empregados na validagdo de métodos ¢ a incerteza de medicao.

O resultado de uma medicdo ¢ apenas uma aproximacado ou estimativa do valor do mensurando.
Sendo assim, a representa¢do completa desse mensurando devera incluir a incerteza de medicao.

A palavra “incerteza” significa duvida e assim, no sentido mais amplo, “incerteza de medi¢ao”
significa duvida sobre a qualidade do resultado de uma medi¢do. A definicdo formal do termo
incerteza de medi¢cdo segundo o “Vocabulario Internacional de Termos Fundamentais e Gerais de
Metrologia™ ¢ “parimetro associado ao resultado de uma medigdo, que caracteriza a dispersdo dos
valores que podem ser razoavelmente atribuidos ao mensurando”.

A incerteza de medicdo da concentragdo de um analito em uma determinada matriz, por
exemplo, ¢ expressa na forma de desvio padrao, chamada de incerteza padrdo. Entretanto, a incerteza
total do método proposto ¢ a soma de todas as incertezas geradas em cada passo do método pelos
diversos componentes do processo de medicdo. Um experimento bem planejado pode, em muito,
facilitar as avaliagdes confidveis da incerteza e ¢ um requisito importante na organizacdo das
atividades de medicao.

Com o objetivo de identificar e analisar as possiveis fontes de incerteza na medicdo das
grandezas avaliadas, os procedimentos adotados, para cada etapa, devem ser detalhados e estruturados
de forma a garantir a abrangéncia necessaria para entendimento e conhecimento do processo de
medicdo e evitar a duplicidade de fontes de incerteza. Normalmente, este objetivo ¢ atingido
utilizando-se o diagrama de causa-e-efeito, também conhecido como diagrama de Ishikawa ou espinha
de peixe. O uso do diagrama facilita a resolugdo de problemas, associando os sintomas e suas causas,
até a solugdo. O uso deste diagrama é extensamente descrito no guia Eurachem’.

A técnica de espectrometria de massas de alta resolucdo com fonte de plasma induzido
(HRICP-MS) se firmou como uma técnica confidvel na quimica clinica devido aos baixos limites de
deteccdo, uma ampla faixa de determinacdo e a rapida capacidade multielementar. Em comparagao
com um instrumento quadrupolo (ICP-MS) as interferéncias podem ser eliminadas devido a alta
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capacidade de resolucdo de massa. A analise de urina por HRICP-MS tem sido reportada por varios
1,2,3,10,11
autores .

Neste trabalho ¢ apresentada uma metodologia para determinagdo dos metais As, Cd, Hg e Pb
em amostras de urina, empregando a técnica de espectrometria de massas de alta resolu¢do com fonte
de plasma indutivo (HRICP-MS) com posterior calculo da incerteza associada ao processo de medicao.

MATERIAIS E METODOS
Instrumentacao

As andlises foram realizadas em um espectrometro de massas de alta resolu¢do com fonte de
plasma induzido da marca Finnigan MAT, Element (Bremen, Germany). Esse instrumento apresenta
um sistema analisador de dupla focalizacdo de ions, com geometria reversa (Nier-Johnson): um
analisador magnético seguido de um analisador eletrostatico. Esse tipo de instrumento pode operar em
trés modos nominais de resolucao: 300, 3000 ¢ 7500.

Reagentes e solucdes padrao

Para a dilui¢do das amostras, preparagao das solugdes branco e da curva analitica, acido nitrico
(HNO3) grau analitico (Merck, Darmstadt, Germany) foi utilizado apds purificagdo adicional por
destilag@o sub-boiling em destilador de quartzo.

Para a preparagao da solucdo de &cido nitrico, agua Milli-Q (Millipore Milli-Q, Bedford, USA)
com resistividade de /8,2 MQ. foi utilizada.

Solug¢des padrao Spex ®, dos elementos a serem determinados, foram utilizadas para
preparacao das solugdes da curva analitica.

Preparacdo da amostra

Uma aliquota de 0,5 g de cada amostra recebida do DOH (Department of Health — State of New
York) foi transferida para tubos de poliestireno graduados e o volume final de 10 g foi obtido
adicionando-se solugdo de acido nitrico (HNO3) a 2%, obtendo-se uma propor¢do final de 1:20.
Solugdo do elemento indio (In) foi utilizada como padrdo interno nas determinacdes.

Analise das amostras

As amostras foram analisadas no equipamento utilizando-se sistema de introducdo de amostras
composto por bomba peristaltica com fluxo controlado.

O célculo das concentragdes foi realizado através da interpolagdo dos dados obtidos da curva
analitica (sinal de resposta versus concentragao).

ANALISE E QUANTIFICACAO DAS FONTES DE INCERTEZA

A partir de estudos detalhados dos procedimentos realizados, as fontes de incerteza que
contribuem na metodologia sdo: a concentragdo da solucdo diluida do padrao estoque, Cgi, que por sua
vez produziu as solucdes de calibragdo, a concentracdo do elemento na aliquota analisada, Cajiquota, @
precisdo do método que foi obtida por comparagdo dos desvios padrio relativos em solugdo padrao
analisada, o fator de diluicdo da amostra, a massa da amostra obtida por pesagem e a recuperagao do
método.

Uma solucio estoque com 1000 pg g foi diluida na base massa-massa. A incerteza da solugdo
diluida é calculada por'?:
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u(Cyip) = Cayg x —u(CEStoque) + [S—IJ + [S—Zj (1)
Cestoque m my

Onde: u(Cgir) = incerteza da solugdo diluida; Cg; = concentragdo nominal da solugdo diluida, Cesioque =
concentracdo real da solu¢do padrdo estoque, u(Cesioque) = incerteza dada no certificado da solugdo
padrio estoque. Esta ¢ dividida por +/3 pois a tnica informagio fornecida é que tem 95% de confianca,
s; € s, = desvios padrao obtidos de pesagens sucessivas de uma massa (m1l) e massa (my).

A concentracdo do elemento na aliquota analisada ¢ obtida utilizando-se a equacdo dada no
guia Eurachem’:

s 1 1 (C, -c)?
u(CO)zg\/;+Z+% )

Onde:
S = desvio padrao residual, dado por:

> (1~ L-dc))’
s=1& 3)

m—2
Sendo Y;= sinal de resposta do equipamento; L = coeficiente linear da fungdo calibragdo; A =

coeficiente angular da fungdo calibragdo; ¢, = concentragdo real de cada solugdo utilizada na curva

analitica; m = nimero total de medic¢des realizadas para a calibracao do instrumento;
Obs.: todos os dados de v, L, A, ¢j, m sdo para cada analito analisado.

n  =numero de medicdes realizadas para determinar C,

Co =concentragdo elementar estimada do analito nas solugdes amostra (em pg kg™) ou ainda ¢ a
Caliquota
Q« = somatorio dado por:
0. = X(¢,—c) 4)

i=

—

Onde:
¢; = concentragdo medida de cada solucdo utilizada na curva analitica. c; € obtida através da
equacao da curva analitica

¢ = valor médio de concentracao das solucdes padrdo utilizadas na calibragdo

A precisao do método, como dito anteriormente, foi obtida por comparagdo dos desvios padrao
relativos (desvio padrdo obtido e dividido pelo valor médio da concentracdo obtida na andlise da
solucdo padrao).

O fator de diluigdo ¢ dado por:
p-Ms
=, (5)

onde:
M; = massa final
M; = massa inicial, ou seja, massa de solu¢cdo de amostra a diluir.



Como a diluigdo foi feita em base massa, o que deve ser considerado € a balanca. Entdo massas
de m; g e my g foram checadas na balanca dando desvio padrdo s; e s,. Estes valores sdo usados para
. . .~ . . 1ot o~ 1 12

estimar a incerteza da precisao da balanga. A incerteza associada com o fator de dilui¢ao ¢ dada por “:

2 2
w(D)=Dx [_J (_j (6)
my nm,

A massa da amostra foi obtida por pesagem, assim, as fontes de incerteza que devem ser
consideradas sdo aquelas inerentes ao processo de pesagem, ou seja, a contribui¢do da incerteza
informada no certificado de calibracdo da balanga utilizada, os dados histéricos existentes no
laboratoério (grafico de controle) e a repetitividade da balanga.

A incerteza total da massa final ¢ calculada por:

u(m,) :\/(“1)2 +(y ) + (5 ) (7)
A recuperagdo ¢ calculada por:
_ Cobs
R== (8)

cert

E a incerteza da recuperagdo é dada por'*:
2 2
M(R) = Rx (u(cdﬂ)J + snbsz (9)
Ca nxCop

A partir das equacgdes acima, a quantificacao de cada fonte de incerteza foi efetuada e assim a
incerteza padrao combinada para os elementos foi calculada, em quatro amostras, a partir da equacao:

2 2 .~ \2 2 2 2
u(ConcMetal):CMetal_AmX\/(M(Cd”)J +[p‘(cal[quota)] _{u(preczsao)] +[}1(D)j +(u(MamaS,m)J j{u;R)j (10)

Calz'quota precisao D Mamostra

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para uma melhor visualizagdo dos valores de incerteza relativa de cada fonte de contribuigao,
sdo apresentados nas figuras 1 a 4, esses valores versus fontes de incerteza, para cada elemento
determinado, em uma amostra. Nestes graficos, ¢ possivel visualizar qual fonte de incerteza contribuiu
na incerteza total da metodologia.
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Figura 1. Fontes de incerteza versus incerteza relativa para o elemento Arsénio
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Figura 2. Fontes de incerteza versus incerteza relativa para o elemento merctrio
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Figura 3. Fontes de incerteza versus incerteza relativa para o elemento Chumbo



Elemento Cadmio (Cd)
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Figura 4. Fontes de incerteza versus incerteza relativa para o elemento Cadmio

Conforme se verifica pelos graficos, para os elementos As e Hg (figuras 1 e 2) a maior
contribui¢cdo na incerteza total foi a incerteza na recuperagdo, representando 3,2% para As e 24,0%
para Hg. A incerteza expandida (global) para estes elementos foram iguais a 7,4% e 50,0%,
respectivamente. A incerteza expandida obtida para o elemento As ¢ um valor comparavel e/ou melhor
do que aqueles encontrados na literatura, e assim, talvez ndo haja necessidade de proceder qualquer
alteracdo na metodologia de analise deste elemento. Para o Hg, entretanto, verifica-se a necessidade de
se estudar e planejar alteragdes no procedimento com o objetivo de melhorar os valores de recuperacao
e conseqiientemente os valores da incerteza expandida. Quando estudado com maior atencdo, os
resultados das concentragdes de Hg obtidos para algumas das amostras analisadas no estudo da
recuperagdo, mostraram-se proximos ou iguais ao limite de detec¢ao (LD) para este elemento, o que
pode ter provocado a variagdo nos resultados finais, ou seja, um alto valor para o desvio padrao das
medidas. Dessa forma, uma alteragdo na etapa de preparacdo das amostras, para obten¢do das aliquotas
que serdo analisadas, pode melhorar o valor da concentragdo obtida ou mesmo uma alteracdo no
sistema de introdugcdo das amostras para determinagdo de Hg, utilizando-se talvez de geracdo de
hidretos.

Para o elemento chumbo (Pb), a maior contribui¢do na incerteza expandida foi a incerteza
relativa da concentragdo na aliquota analisada, conforme se verifica na figura 3. Esta contribuicdo
representou 12,7% para uma incerteza expandida igual a 30%. Como para As, este valor de incerteza
expandida ¢ também comparavel e/ou melhor do que aqueles encontrados na literatura. Porém, apos
um minucioso estudo dos resultados das amostras analisadas verificou-se que a incerteza pode ser
melhorada ao se alterar as concentragdes da curva analitica, uma vez que, alguns valores de
concentragdo estdo muito proximos dos dois primeiros pontos da curva e uma das amostras nao esta
dentro da faixa de interpolagdo da curva analitica, mas muito acima do ultimo valor de concentragao
presente na curva analitica. Dessa forma, ao se proceder a alteracdo pretende-se diminuir
consideravelmente os valores de incerteza na concentracao da aliquota e conseqiientemente os valores
de incerteza expandida.

Para o elemento cddmio (Cd), a maior contribuicdo na incerteza expandida foi a incerteza
relativa da precisao das medidas seguida pela incerteza relativa da concentragdo na aliquota analisada,
conforme se verifica na figura 4. Estas contribuicdes representaram 22,0% para a precisdo e 18,2%
para a concentragdo na aliquota analisada em uma incerteza expandida igual a 58%. Constatou-se que
a faixa de concentracio deste elemento em todas as amostras analisadas & igual a 0,17 — 0,75 g kg™,
sendo portanto os menores valores obtidos da concentragcdo da aliquota quando comparados aos outros
elementos. Esta faixa de concentragdo encontrada nas amostras ¢ proxima do limite de deteccdo para
este elemento (LD = 0,05 nug kg"). Verificou-se também que quando da analise das solugdes para
obtencdo da curva analitica para a faixa de 0,16 — 1,0 ug kg™' a repetitividade apresentou valores de 2.7
a 10%. Sendo assim, a repetitividade na curva analitica influiu significativamente na determinagdo do
elemento nas amostras. Uma alteracdo pode ser implantada na etapa de preparagcdo das amostras com o
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objetivo de melhorar a estatistica dos resultados obtidos na analise das aliquotas e assim melhorar a
precisdo das medidas (repetitividade) e também aumentar a concentrag@o deste elemento.

A incerteza expandida (U) ¢ obtida pela multiplicagdo da incerteza combinada pelo fator k. O
valor do fator utilizado ¢ geralmente igual a 2, para um nivel de confianga de 95%. Como exemplo, ¢é
mostrado abaixo o calculo da incerteza padrdo combinada e incerteza expandida para o elemento
arsénio (As) em uma das amostras.

0,003759)" (0,087323)" (0,0247)° (0,007256) (0.,0007769)" (0,03)
u(As)=1114x + + + + +
1197 557 5,60 20 0.5 091

u(As)=111,4 x 0,0369387 = 4,1149712
U=4,1149712 x 2 = §,2299424

Assim, Cas=111,4+ 82 ug kg

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados de concentragdo com incerteza expandida para
todos os elementos determinados na mesma amostra.

Tabela 1. Resultados obtidos para os elementos determinados

Elemento Concentragdo + incerteza
expandida
(ug kg™
(k=2, 95% de confianga)
As 111,4+£8,2
Pb 65,0 £ 19,5
Cd 50+£29
Hg 248+ 12,4

CONCLUSOES

Ao se analisar variados elementos em uma mesma amostra, verifica-se que diferentes fontes de
contribuicdo na incerteza expandida podem estar presentes. Enquanto que, para determinados
elementos (como As e Hg) a incerteza relativa na recuperagdo contribui de forma significativa, para
outros (como Cd) a precisdo de medida ¢ a fonte responsavel da contribuicao.

Percebe-se que algumas fontes de contribui¢do, como fator de dilui¢do e massa de amostra,
podem ser consideradas como insignificantes no processo de obtencdo da incerteza expandida. Porém,
sempre deve haver a consideracdo dessas fontes e avalid-las tecnicamente, principalmente se houver
mudanga dos equipamentos utilizados ou do pessoal envolvido na preparacao das amostras.

Apesar de tedioso, o calculo da incerteza ¢ uma ferramenta importante para se tomar decisdes
quanto a alteragdes em metodologias ou mesmo em substituir metodologias de analise. Cada etapa
pode ser estudada separadamente e assim identificado onde deve ocorrer alteragdo e se ha necessidade
dessa alteragao.

Cabe ressaltar que apos o desenvolvimento de planilhas de cdlculo, estas servem de modelo
para qualquer determinacdo realizada pela mesma metodologia e que, quando o célculo for alterado
fica somente o trabalho de proceder a alteragdo na parte da planilha necessaria, ndo precisando
elaborar nova planilha.
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