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RESUMO

Rodrigues, G. Estudo da homogeneidade para As, Cd, Co, Cu, Fe, Pb, Se e Zn em material
de referéncia de tecido animal candidato a certificacdo. 2017. 36 pg. Trabalho de Concluséo
de Curso — Bacharelado em Quimica. Centro de Ciéncias Naturais e Humanas, Universidade
Federal do ABC, Santo André.

Este trabalho descreve o estudo da homogeneidade para um candidato a material de referéncia
bioldgico - tecido animal, figado de ovelha - que esta de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Campus de Ribeirdo Preto — USP sob o protocolo n° 09.1.873.53.5. Dentre 0s parametros que
devem ser cuidadosamente avaliados em MR de sélidos destacam-se a homogeneidade e esta é
totalmente dependente da massa de amostra utilizada para analise. Esse comportamento pode
ser explicado pela diminuicdo da probabilidade de encontrar a mesma concentracdo média de
uma determinada espécie em uma pequena porc¢do, de modo que a amostra tende a se tornar cada
vez mais heterogénea a medida que € subdivida em fracbes menores. O emprego de massas
inferiores ao valor estabelecido nos certificados tende a comprometer a homogeneidade da
amostra e afetar a representatividade, pois os analitos podem n&o estar homogeneamente
distribuidos no material. Assim, a avaliacdo da homogeneidade de um candidato a MR €
imprescindivel, e € uma importante etapa no processo de producdo. Para as analises, foram
escolhidas aleatoriamente, 2 dentre 10 frascos do candidato a MR e foram pesados, em triplicata,
aliquotas de 50, 100, 200 e 400 mg. A validagdo dos resultados foi realizada por meio da anélise
de materiais de referéncia certificado (Whole Egg Powder - Reference Material 8415) do
National Institute of Standard and Technology. Os resultados obtidos para As, Cd, Co, Cu, Fe,
Pb, Se e Zn indicam homogeneidade adequada do material candidato a MR, visto que as
concentracdes desses elementos no frasco sdo estatisticamente equivalentes em um limite de
confianca de 95,44% e com massa minima de analise de 50 mg. A média para o Asénio foi de
592 + 35,6 ng.g, Cadmio 1,75 + 0,094 pg.gt, Cobalto 451 + 27,1 ng.g™*, Cobre 390 + 14 ug.g°
! Ferro 362 + 21,7 pg.g*, Chumbo 1,94 + 0,15 pg.g?, Selénio 2,45 + 0,014 pg.g™* e Zinco 119
+ 6,7 ug.g*. A variacdo em torno das medidas esteve abaixo de 8%, um valor aceitavel para
amostras bioldgicas, que de acordo com Feinberg et al (2004) é de 15%. No entanto para As e
Se, houve intereferéncias que ocasionaram erros no sinal analitico, necessitando de uma nova
analise utilizando cela de reacdo dindmica (DRC), que € um equipamento versatil para a
eliminacdo de interferentes, dado a oportunidade de escolha de varios gases de reacdo como Xe,
CHas, (CHz3)2, NHs, He, e mistura H2:Ar (1:9 v/v), injetados no interior do DRC. Ele esta
localizado na camara de vacuo entre o cilindro de lentes idnicas e o quadrupolo. Portanto o0 MR
candidato esta apto a seguir para avaliagdo de estabilidade, e apto a certificagdo, finalmente
tornando-se um MRC e assim ser utilizado no controle e garantia de qualidade de resultados e
em calibracGes para amostras de matriz bioldgica.

Palavras chave: materiais de referéncia, massa minima, elementos traco, ICP-MS,
homogeneidade.



ABSTRACT

Rodrigues, G. Study of homogeneity for As, Cd, Co, Cu, Fe, Pb, Se and Zn in animal tissue
reference material candidate for certification. 2017. 36 pg. Trabalho de Concluséo de Curso
— Bacharelado em Quimica. Centro de Ciéncias Naturais e Humanas, Universidade Federal do
ABC, Santo André.

This work describes the study of homogeneity for a candidate for biological reference material -
animal tissue, sheep liver - which is in agreement with the Ethical Principles in Animal
Experimentation adopted by the Commission of Ethics of Animals (CEUA) of the Ribeir&o Preto
Campus - USP under protocol no. 09.1.873.53.5. Among the parameters that must be carefully
evaluated in solid MR, the homogeneity stands out and is dependent on the sample mass used for
analysis. This behavior can be explained by the decrease in the probability of finding the same
average concentration of a given species in a small portion. Therefore, the sample tends to become
increasingly heterogeneous as it is subdivided into smaller fractions. The use of masses lower
than the value established in the certificates tends to compromise the homogeneity of the sample
and affect the representativity, once the analytes may not be homogeneously distributed in the
material. Thus, the assessment of the homogeneity of an MRI candidate is essential, and is an
important step in the production process. For the analysis, 2 from 10 flasks of the MR candidate
were randomly selected and aliquots of 50, 100, 200 and 400 mg were weighed in triplicate.
Results were validated using Whole Egg Powder (Reference Material 8415), a reference material
produced by National Institute of Standard and Technology. The results obtained for As, Cd, Co,
Cu, Fe, Pb, Se and Zn indicate the appropriate homogeneity of the candidate material for MR,
because it the concentrations of these elements in the flask are statistically equivalent at a
confidence limit of 95.44% and with a minimum analysis mass of 50 mg. The average for
Arsenic was 592 + 35.6 ng.gt, Cadmium 1.75 + 0.094 pg.g*, Cobalt 451 + 27.1 ng.g™%, Copper
390 + 14 pg.g?, Iron 362 +21.7 ug.g*, Lead 1.94 £ 0.15 pg.g™t, Selenium 2.45 +0.014 pug.g™* and
Zinc 119+ 6.7 pg.g™*. The variation around the measurements was below 8%, an acceptable value
for biological samples, which according to Feinberg et al (2004) is 15%. However for As and Se,
there were interferences that caused errors in the analytical signal, requiring a new analysis using
a dynamic reaction cell (DRC), which is a versatile equipment for the elimination of interferents,
given the opportunity to choose several gases of reaction as Xe, CHs, (CH3)2, NH3, He, and
mixture Hz:Ar (1:9 v/v), injected into the DRC. It is located in the vacuum chamber between the
ionic lens cylinder and the quadrupole. Therefore, the material is able to proceed to the next steps:
stability and certification. Finally becoming an MRC and thus can be used in the control and
quality assurance of results and in calibrations for biological matrix samples.

Key words: reference material, minimal mass, trace elements, ICP-MS, homogeneity.
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1. INTRODUCAO

A tecnologia atual no mundo, capaz de fazer medicOes exatas e precisas, € uma das fundacées
de uma sociedade tecnologicamente avancada, e requer um grande nimero de materiais de
referéncia certificados (MRC), em diversos campos, e cuja demanda tende a aumentar’-2, Com a
continua globalizagdo da ciéncia, industria e comércio, a confiabilidade e a aceitacdo dos
resultados de medicdo tém-se tornado cada vez mais importantes. Nesse sentido, houve um
grande aumento na demanda de analises quimicas, juntamente com o desenvolvimento de
métodos analiticos instrumentais mais eficientes. Dentro desse contexto, os materiais de
referéncia (MR) desempenham um papel fundamental em todas as &reas onde resultados
analiticos sdo necessarios. Estes MR visam o controle e garantia de qualidade, a avaliacdo da
exatiddao dos métodos em desenvolvimento e validacdo de métodos, bem como a construcao da
curva analitica de calibragdo de instrumentos®®.

Os materiais de referéncia (MR), por defini¢cdo, sdo materiais ou substancias que tem um ou
mais valores de propriedade, que sdo suficientemente homogéneos e bem estabelecidos para
serem usados na calibracdo de um aparelho, na avaliacdo de um método de medicdo ou na
atribuicéo de valores a materiais. Ja o material de referéncia certificado (MRC) sdo materiais
de referéncias, acompanhados por um certificado, com um ou mais valores de propriedades,
certificados por um procedimento que estabelece sua rastreabilidade a obtencdo exata da
unidade na qual os valores da propriedade sdo expressos, com cada valor certificado
acompanhado por uma incerteza para um nivel de confianca estabelecido’. Os MRCs também
sdo conhecidos como padrdes de matrizes reais, pois, regra geral, sdo preparados a partir de
materiais naturais processados, simulando as reais condicdes presentes em amostras naturais®.

A elaboracdo de um material de referéncia certificado constitui um processo lento,
meticuloso, dispendioso e apresenta um custo relativamente elevado devido sua complexidade
de producdo’®. Nem sempre sera possivel satisfazer a demanda de MRC. Por esta razio,
recomenda-se que os MRC sejam utilizados adequadamente, isto &, de forma eficiente e
econdmica’.

Durante a producdo desses materiais, cuidados devem ser tomados para evitar perdas dos
analitos ou contaminagfes, ou seja, manter a composi¢do quimica do material durante o seu
processo de producdo’®. A homogeneidade, segregacéo de particulas e massa minima de amostra
sd0 os pardmetros analiticos mais avaliados, principalmente para a producdo de materiais
voltados a microanalise, uma vez que estdo diretamente relacionados a exatiddo e precisdo dos
resultados!?.

Os progressos no conhecimento sobre as formas quimicas dos elementos na medicina e na

biologia tém revelado a importancia dos elementos traco essenciais - Co, Cu, Fe, I, Mn, Mo, Ni,
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Se, Sn, Zn - e tdxicos - As, Cd, Hg, Pb - para a saude humana. Quantificar esses elementos em
tecidos e fluidos humanos e de animais, bem como em produtos alimenticios, tornou-se pratica
cotidiana em laboratorios do mundo todo. A necessidade do controle adequado da seguranca de
alimentos e do respectivo valor nutricional refletiu-se na proposta da Comiss@o Européia de criar
a European Food Authority!2, 6rgdo europeu que supervisiona o controle de alimentos
importados e produzidos pela comunidade europeia!®. Como consequéncia, houve aumento na
demanda pelo desenvolvimento de novos métodos de analise e por MR,

O presente trabalho é passo fundamental na producéo de MRs. As contribuicfes deste estudo
estdo na avaliacdo da homogeneidade de MRs candidatos a certificagdo. Apds todas as etapas de
producdo e de certificacdo (cuidado com os animais, liofilizagdo dos tecidos, moagem,
tamizacdo, homogeneizacao, envase, esterilizacao por raios gama, avaliacdo da homogeneidade,
estabilidade, distribuicdo para ensaios de proficiéncia, analise estatistica dos ensaios) o material
estard apto a ser utilizado como um MRC para controle e monitoramento de analises quimicas

para elementos tracos especialmente para alimentos carneos, sua matriz de origem.

2. REVISAOBIBLIOGRAFICA

2.1. Historico e importancia dos Materiais de Referéncia na quimica analitica

Os primeiros MR que se tem noticia surgiram no final do século 19, como forma de
averiguar produtos adulterados e tem consenso nas analises de diversos laboratorios. Porém a
producdo de MRC s6 iniciou de fato em 1901, quando o National Institute of Standards and
Technology (NIST antigo NBS - National Bureau of Standards), iniciou a producao de materiais
de referéncia para atender o setor industrial, que vinha em acelerado crescimento e
consequentemente, aumentando a demanda por padrées. Inicialmente produziu 4 MR em aco, e
em 1951 ja contavam com mais de 540 MR/,

Apds os anos 1960 iniciou efetivamente a producédo de MR de matrizes biologicas pelo NIST
e pela International Atomic Energy Agency (IAEA), situada em Viena®>!®. A partir de 1970 houve
um crescente estudo e producdo de MR de matriz bioldgica e ambiental, pelas mais diversas
organizagfes como US Food and Drug Administration, US department of Agriculture,
Agriculture Canada, National Research Concil Canada (NRCC), National Water Research
Institute (NWRI), Japanese National Institute for Environmental Studies (NIES), Institute for
Reference Materials and Measurements (IRMM), Chinese National Research Center for CRM
(NRCCRM), entre outras®.

No Brasil a pesquisa e producao de MR datam de 1975 com a criacdo do Nucleo de Padrdes
Analiticos, atualmente Agrupamento de Materiais de Referéncia, pelo Instituto de Pesquisas

Tecnoldgicas do Estado de S&o Paulo (IPT)*. O IPT é o mais antigo instituto de metrologia do



14

pais, e a exemplo dos primeiros MR produzidos pelo NIST, é responsavel pela producdo de MR
de ligas metalicas, minérios e 6leos minerais, enquanto o Instituto de Metrologia, Normalizacao
e Controle da Qualidade Industrial (INMETRO) produz MRs puros e alguns de matriz, com
destaque para 0 MR de cachaga, que é um produto de exportacdo nacional®®. Outras instituicdes
como o Centro de Tecnologia Mineral (CETEM) produz padrdes de bauxita, minério de sulfetos
de cobre e concentrado de sulfetos de cobre?®, Fundagio Instituto Oswaldo Cruz, IPEN - Instituto
de Pesquisas Energéticas e Nucleares, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(EMBRAPA), Laboratorio Agropecuario (LANAGRO), Centro de Energia Nuclear na
Agricultura (CENA-USP), entre outros, também estdo com a producdo de MRs.

Na &rea de matrizes bioldgica dos MRs, o Brasil s6 teve inicio em a partir de 1982 pelo
Instituto Nacional de Controle de Qualidade na Saude (INCQS) - Fundacdo Oswaldo
Cruz/Ministério da Saude, com um programa voltado ao controle de qualidade de produtos

sujeitos a vigilancia sanitaria e controle de qualidade de conjuntos de diagnosticos?:.

2.2.Producéo de Materiais de Referéncia

A certificacdo de MR € de grande importancia, pois atribui um valor as propriedades de
interesse para 0 usudrio, que servirdo de instrumentos para conferir a rastreabilidade a resultados
analiticos gerados nos processos??.

Segundo Chui et al. (2005)8, as quatro etapas basicas do processo de producdo de MRs
solidos consistem em preparar 0 material na granulometria desejada, distribui-lo em frascos,
verificar a homogeneidade do material nos frascos, fazer o teste para estabelecer o tempo de
estabilidade que poderad ser garantido ao material embalado e a ser mantido em estoque e,
finalmente, a certificacdo dos valores a serem atribuidos as propriedades de interesse do material
preparado.

Um dos parametros essenciais para a certificacdo de MR, que deve ser cuidadosamente
estudado, € a homogeneidade do material e intrinsicamente, sua massa minima. Como a
homogeneidade é totalmente dependente da massa da amostra utilizada para analise, explicada
pela diminuigdo da probabilidade de encontrar a mesma concentragdo média de uma determinada
espécie na pequena porcao fracionada, cada vez que a amostra € subdividida, ela se torna mais
heterogénea®?*, Entdo a obtencéo de resultados precisos e exatos com massas inferiores a 100
mg podem comprometer a representatividade, tanto por erros associados as pesagens como
também pela falta de homogeneidade para alguns elementos!®. Os materiais de referéncia
certificados (MRC) disponiveis atualmente garantem a representatividade para massas de

amostras acima de 100 ou 500 mg?.
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O planejamento do experimento para verificar a homogeneidade de um lote de material
preparado para fins de certificagdo deve indicar as variabilidades devido a amostras dentro de
frascos e as variabilidades de amostras entre os frascos?®?’, que contém os materiais que
compdem o lote, devidamente envasados. A questdo comum a ser estudada é distinguir os efeitos
de heterogeneidade do material dos efeitos devido as variabilidades intrinsecas as préprias
medicgoes.

2.3.Importancia da matriz de tecido animal

Quando novos métodos de andlise sdo desenvolvidos e aplicados em um MRC e o0s
resultados estdo concordantes com os valores certificados, pode-se assumir que esse novo método
é exato. Segundo M. Segura et.al (2004)?, a falta de exatiddo em baixas concentragbes de
elementos toxicos, como As, Se, Cr, Ni e Pb, pode ser atribuida a sensibilidade de alguns métodos
analiticos, a precisdo dos métodos e a complexidade da matriz. Essa complexidade da matriz,
gerando interferéncias matriciais, desenvolveu duas formas de obtencdo de medic¢Bes quimicas
confiaveis e comparaveis, isto €, os materiais de referéncia de matrizes analogas e comparagdes
interlaboratoriais®®. Logo, verificar a exatidio de um método exige o emprego de um MRC com

matriz analoga a matriz amostra®.

Por esse motivo, o desenvolvimento de MR e MRC de tecido animal é necessario, ndo sé
para a medicéo total elementar, mas também para a medicéo de espécies quimicas, na avaliacédo
da contaminacdo ambiental devido a sua capacidade de bioacumular elementos potencialmente
toxicos como As, Cd e Pb, dentre outros.

Pode-se observar comparando diferentes métodos de preparo de amostra, como por exemplo
solo e alimentos. No procedimento descrito por Nardi E.P. et al. (2009)3!, amostras de alimentos
entre 100 a 250 mg, foram digeridas com 4 ml de 4cido nitrico 14 mol.L™* mais 2 ml de perdxido
de hidrogénio 30% em volume. J4 com amostras de solo, descrita por Dolan, R. et. al (1990)%,
250 mg de amostra foram digeridas com 4 ml de HF, 0,5 ml de HCIOs e 3 ml de HNOs
concentrado. Os resultados obtidos para o elemento Pb, por exemplo, no trabalho descrito por
Nardi et al (2009)% foi de 390 ng.g™ enquanto no trabalho de Dolan et al (1990)%? foram
encontrados valores acima 14000 mg.kg™. Tendo em vista esses resultados, as amostras de
alimentos, por ter menor concentragdo de elementos traco, ndo € viavel a utilizacdo de muitos

reagentes para a sua digestdo, evitando assim, brancos com sinais altos.

2.4.Elementos Essenciais e com Potencial Toxicidade

"Os elementos tragcos sdo mais importantes para a vida que as vitaminas. S8o mais criticos
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porque ndo podem ser sintetizados mas tém que ocorrer no ambiente em faixas de concentragoes

muito limitadas’2.

Dos 118 elementos na tabela periddica, 94 sdo naturais, sendo 84 metais®®. Pode-se
considerar que podem ocorrer infinitas possibilidades de contaminagédo ambiental, entretanto,
como ocorre de maneira natural, ndo deve ser considerada como perigosa fazendo parte do
equilibrio do ecossistema. Apesar de sua toxicidade, alguns metais ocorrem na natureza de

maneira escassa, 0 que nio confere uma ameaga real & satde e ao ambiente®.

No meio ambiente sdo lancadas inimeras substancias tdxicas, onde os metais toxicos se
destacam nos estudos relativos a exposicao ocupacional, contaminacdo em alimentos e corpos
d’agua, por suas caracteristicas de toxicidade e bioacumulagdo, o que representa sérios riscos a

satde®’.

Atualmente, cerca de 25 elementos séo reconhecidos como essenciais para a vida humana,
sendo que 11 deles (Co, Cu, Cr, I, Mn, Mo, Ni, Se, Si, V e Zn) estdo presentes em baixas
concentragcdes (menos de 7 g em um individuo de 70 kg) e, por isso, sdo denominados elementos
traco®®%, Grande parte desses elementos, como o cobre, zinco, selénio, sio responsaveis pela
sintese, funcionamento e manutencdo de linfocitos presentes no sistema imunoldgico®®. Em
contrapartida, existem os elementos com efeitos toxicos como, por exemplo, o cd&dmio, chumbo
e mercurio*’. No entanto, a toxicidade de qualquer elemento dependera de sua concentragéo,
periodo e nivel de exposicdo como também da forma quimica, isto é, das espécies quimicas do
elemento presentes no individuo®.

Conforme P.A. Paracelso (1493- 1541): “Todas as coisas s30 vVenenosas e nada é venenoso;

é s6 uma questio de dosagem™*,

Os elementos quimicos em estudo neste trabalho sdo relevantes do ponto de vista
toxicolégico e nutricional. Portanto, os aspectos toxicoldgicos-nutricionais mais relevantes

destes elementos serdo apresentados a seguir.

Elementos Essenciais

O cobalto na forma de cobalamina é um componente essencial da vitamina B12, necessaria
para producdo de células vermelhas e prevengdo da anemia perniciosa. O excesso de cobalto

pode provocar diarréia, vomito, aumento da pressdo sanguinea, cardiomiopatias*.

O cobre é necesséario para o desenvolvimento do tecido conjuntivo, formacdo dos nervos e
dos ossos. Também participa do metabolismo do ferro e carboidratos. A deficiéncia de cobre no

homem é rara®.

Ja o ferro é o mais importante dos elementos essenciais. Um adulto possui cerca de 4g de
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Fe em sua massa corporal onde, 75% desse total estd na forma de hemoglobina, responsaveis
pelo transporte de oxigénio®. A deficiéncia de ferro causa anemia; ja a intoxicacéo cronica esta

associada a doencas genéticas ou metabolicas*’.

A acdo antioxidante do selénio indica que este elemento pode desempenhar um importante
papel na prevencdo do cancer. A deficiéncia de selénio, além de aumentar a probabilidade do
desenvolvimento de certos tipos de cancer, esta associada a uma patologia observada na China,
devido as baixas concentragdes de selénio no solo daquela regido: a doenca de Keshan®. Ja em
elevadas concentragdes no organismo o selénio torna-se um elemento toxico. Devido a sua
similaridade quimica com o enxofre, o selénio pode interferir no metabolismo dos compostos
que contém enxofre, alterando a estrutura de proteinas como a queratina, resultando em

mudancas estruturais nos cabelos e unhas*®.

O zinco é um cofator indispensavel que compde mais de 100 enzimas presentes nos
mamiferos, como a enzima SOD presente no citosol. Ele esta envolvido nos processos de divisao
celular, crescimento, cicatrizacdo, regulagdo do metabolismo e do sistema imunoldgico®®48, O
zinco atua também no metabolismo de glucose*®. Assim, elevadas doses de zinco podem causar

hiperglicemia, além de afetar o intestino e o figado®®.

Elementos com Potencial Toxicidade

O arsénio pode ser absorvido por todas as vias, mas a via oral é a principal (90%) sendo que,
por inalaco, de 25 a 40% do que € inalado deposita-se nos pulmdes’. A exposicao por via oral
¢ mais comum devido a sua presenca em organismos marinhos utilizados como alimentos
(arsenobetaina, arsenocolina e arseno-aguicares)®°2%3,  Arsenobetaina e arsenocolina,
encontradas em alimentos de origem marinha, ndo séo biotransformadas, sendo excretadas
inalteradas na urina. A sintomatologia da exposicéo aguda ao arsénio é a mesma para derivados

organicos e inorganicos: quadro gastroenteritico grave com inicio ap6s 30 minutos de exposicao.

O arsénio e seus compostos sdo reconhecidos pela International Agency for Rsearch on
Cancer (IARC) e pela American Conference of Industrial Hygienists (ACGIH) como

carcinogénico humano®*%°.

Ja o c&dmio, a principal via de absorcdo € a respiratoria, sendo que cerca de 55% do cadmio
depositado nos pulmdes é absorvido®. Na avaliacio da exposicdo a este elemento é
imprescindivel considerar o tabagismo, pois se calcula que de 20 a 50% do cadmio proveniente
do cigarro seja absorvido®’. A meia vida biolégica do cadmio no organismo é calculada entre 17
e 38 anos®® e a exposicdo cronica pode levar a lesdes dsseas (devido a competicdo do cadmio

com o célcio), enfisema pulmonar, nefrite, proteindria e grande potencial de
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cardiotoxicidade®®®. O cadmio e seus compostos sdo reconhecidos pela IARC como

carcinogénico humano®® e pela ACGIH como suspeito carcinogénico humano®.

O chumbo e seus compostos sdo utilizados na industria de baterias, munigdes, tintas,
vernizes, gasolina, pigmentos equipamentos contra radiacdo, soldas, vidros e cerdmica®. A
principal via de absorcéo do chumbo € a respiratoria. No pulmado, ele € absorvido sob a forma de
fumos ou particulas finas que sdo fagocitadas. A absorcéo por via oral depende da solubilidade
e do tamanho das particulas®®. Acumula- se nos 0ssos (90%, com substituicdo do célcio 6sseo),
dentes, figado, pulmdes, rins, cérebro e baco. A vida média do chumbo no sangue varia de 25 a
36 dias, nos tecidos moles cerca de 40 dias e nos ossos cerca de 27 anos®. Os sintomas da
intoxicacdo por exposicdo aguda sdo encefalopatia aguda com insuficiéncia renal, sintomas

gastrointestinais graves e hemolise®.

O chumbo inorganico e seus compostos sdo reconhecidos pela IARC como carcinogénicos
para 0 homem, ja os compostos de chumbo organico sao reconhecidos como néo carcinogénicos
para o ser humano®. A ACGIH reconhece o chumbo e seus compostos inorganicos como
carcinogénico para animais confirmado com relevancia desconhecida para seres humanos®. Ja a
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA) considera o chumbo como

provavel carcinogénico humano®.

2.5.Interferéncias em ICP-MS

Embora o ICP-MS seja uma poderosa técnica na determinacdo de elementos traco, um dos
seus maiores problemas é sua suscetibilidade a interferéncias, que s&o divididas em dois grupos:
fisicas e espectrais®.

As interferéncias de natureza fisica estdo relacionadas com as propriedades das amostras,
como viscosidade, tenséo superficial e densidade, além dos sélidos dissolvidos que podem
interferir no método de introducio e na ionizagdo da amostra no plasma®®®. Existem diversos
métodos aplicados para detectar e eliminar este tipo de interferéncia atraves da diluicdo da
amostra, porém o analito também ¢é diluido, simulacdo de matriz (matrix matching), separacéao
do analito da amostra’ e técnicas de calibracio como adi¢do de padrdo’?, diluigéo isotopica’ e

padronizagao interna™7>78,

Podem ocorrer também efeitos de supressdo do sinal onde um excesso de elementos
facilmente ionizaveis, presentes na matriz, podera causar a supressao do sinal do analito e, em

alguns casos, 0 aumento do sinal’’.

Uma das interferéncias fisicas observadas para ICP-MS ¢ o efeito de memdaria, oriundo do
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lento decaimento do sinal para um nivel de até 0,1% do sinal total quando a solucgdo do analito é
substituida pelo branco. Este efeito é devido principalmente ao excesso de analito proveniente
das paredes da camara de nebulizacdo e da vidraria associada, tornando-se pior para 0sS
componentes mais volateis da solucéo, tais como os compostos de Pb, Cd, Li, I e principalmente
0 Hg; compostos refratarios sdo menos propensos a este efeito. Outra interferéncia fisica é a
deposicédo de sal ou carbono nos cones de amostragem e no skimmer, causando obstrucdo dos
orificios, afetando substancialmente o processo de amostragem. Estas interferéncias sdo geradas
pela introducdo de amostras com alto teor de sélidos dissolvidos ou compostos organicos, 0S
quais podem afetar também a eficiéncia de ionizacdo. O nivel de tolerdncia para o teor de sélidos
dissolvidos € de 0,2% para uma analise em ICP-MS®,

Ja as interferéncias espectrais sdo originadas a partir de ions atbmicos e moleculares que
possuem a mesma razao massa/carga que o analito de interesse, causando um aumento erroneo
no sinal do mesmo. Esse tipo de interferéncia se deve a formacao de ions de 6xidos e dupla carga,
a sobreposicio isobarica, além de ions poliatdmicos® %8, Esse tipo de interferéncia ocorre
principalmente para elementos que possuem razdo massa/carga abaixo de 8479818 ¢ podem ser
divididas em dois grupos: interferéncias isobaricas e interferéncias poliatbmicas, na Tabela 1

encontram-se alguns exemplos.

As interferéncias isobaricas ocorrem quando um isétopo de um elemento sobrepde a leitura
de um isGtopo de outro elemento com a mesma massa nominal’®. As interferéncias poliatbmicas
sdo formadas a partir de moléculas ionizadas que sdo produzidas nas altas temperaturas do
plasma ou na regido de interface entre o plasma e os filtros de massa®’. Esses ions poliatdmicos
podem interferir com alguns is6topos de mesma massa nominal e sdo produzidos a partir do Ar(g)
e outros gases (O2 e N>), de reagentes utilizados no tratamento das amostras (como 0 H2SOg,
HCI, HF) ou da propria matriz da amostra (sais e ions)®"®.
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Tabela 1: Interferéncias isobaricas e poliatbmicas em ICP-MS dos is6topos dos elementos em

estudo com sua respectiva abundancia

Isétopos Abundéancia Interferentes
e 40Ar35C|+’ 5900160+, 36Ar38ArlH+’ 38Ar37CI*, 36Ar39K, 43C8.1602, 23Na12C4°Ar,
As 100 12~31p16A. +
C>*P0,
112cd 24’1 40C&21602+, 4°Ar21602+, 96Ru160+
113Cd 12,22 962r1601H+, 40C&216021H+, 4°Ar216021H*, 96Ru17o+
114Cd 287 98M0160+ 98Ru160+
59CO 100 43Ca160+ 42Ca1601H+ 24Mg35c|+ 36Ar23Na+ 40Ar1801H+ 40Ar19F+
31P1602+ 40Ar23Na+ 47Ti16o+ 23Na40Ca+ 46Ca1601H+ 36Arlzcl4N1H+
%Cu 69,1 ’ ’ 14N12C,37C|+, 16012,C35C|+ ’ '
- 49Ti16o+’ 32816021H+, 4°Ar25Mg+, 40C31601H+, 36Ar14N21H+, 328338+,
Cu 30’9 32816017o+ 3381602+ 12C16o37C|+ 12C18035C|+ 31P160180+
5 37cl1601H+ 40Ar14l\]+ 38Ar15N1H+ 36Ar18o,+ 38Ar16o+ éGArl7olH+ 368180+
Fe 5,82 ' ’ 350'1861H+’ 37C|’17O+ ’ ’ ’
56|:e 91.66 40Ar16o+ 40Ca160+ 40Ar15N1H+ 38Ar180+ 38Ar17olH+ 37c|1801H+
57Fe 219 40Ar1601H+ AOCa16olH+ 40Arl7o+ 38ArlSOlH+ SSAr19F+
206Pb 241 190Pt160+
208ppy 52,4 192pg16+
8OSe 49,82 4OAI’2+, 3231603+
BZSe 9’19 12C350|2+, 3481603+, 40Ar21H2+
64Zn 48 89 3281602+ 48Ti16o+ 31P16021H+ 480a16o+ 3282+ 31P16017o+ 3481602+ 36Ar14N2+
6GZn 27 81 50Ti160+ 3481602+ 33816021H+ 32816018o+ 3281702+ 33816017o+ 32834s+ 3382+
5 35cl1602+ 338348+ 34816021H+ 3281601801H+ 33834s+ 34816017o+ 33816018o+
'Zn 4,11 ’ ’ 328170180" B0, ’35C|1602,+ ' ’
GBZn 18,57 3681602+, 348160180+, 40A|'14N2+, 35cl16017o+, 34SZ+, 36A|’328+,34Sl702+,

338170180+, 3281802+, 32836s+

(Reproduzido de MAY e WIEDMEYER, 1998)

3. OBJETIVOS

Estudar a homogeneidade para As, Cd, Co, Cu, Fe, Pb, Se e Zn em material de referéncia de

tecido animal, figado de ovelha, candidato a certificacdo usando espctrometro de massas com

plasma indutivamente acoplado — ICP-MS.

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Instrumentacao

Para a abertura/digestdo das amostras, a pesagem foi realizada em balanga analitica (Ohaus,

PA214CP, USA). Foram utilizados tubos (Falcon, Corning, Tamaulipas, México), e forno de

micro-ondas (Easy, Milestone, Italia) para decomposicdo acida das amostras. Foi utilizado um

espectrometro de massas com plasma indutivamente acoplado (Agilent 7900, Hachioji, Japéo)

operado com arg6nio 99,996% (White-Martins, Brasil). Condi¢Oes operacionais utilizadas para

0 ICP-MS estéo dispostos na Tabela 2.
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Tabela 2: Condigdes operacionais utilizadas para o ICP-MS

Is6topos monitorados SAs (0.017), *Cd (0.006), *°Co (0.002),
(Limite de detecgdo instrumental -ng ml™) 83Cu (0.021), °’Fe (0.230), 2%®Pb (0.003),
825e (0.026), %4zn (0.322)

Padrdo Interno 8Y e In (10 ng ml?)
Poténcia de Radio-frequéncia 1550w
Vazao de argonio 15 L min*t
Vazdo de nebulizacdo 0,9 L min?
Nebulizador / Camara de Nebulizagéo MicroMist / Scott (duplo passo)
Replicatas por amostra 3
Interface Cones de niquel
Cone de amostragem 1 mm
Cone extrator 0,9 mm
As: 2-20 pg.L?, Cd: 2-20 pg.L?, Co: 2-20 pg.L
Curvas de calibracio (em HNO; 4%) 1 Cu: 2-200 pg.L?, Fe: 2-200 pg.L?, Pb: 2-20

ug.L?, Se: 2-20 pg.L?, Zn: 2-200 pg.L™?

O uso de padrbes em ICP-MS pode auxiliar, em maior extensao, na correcao de flutuagdes
nas intensidades de contagens dos analitos que ocorrem durante o periodo de analise e, em menor
extensdo, para compensar possiveis interferéncias ndo espectrais em matrizes complexas, como
problemas no transporte e ionizacdo dos ions, a utilizacdo de padrées internos € recomendada em
ICP-MS3L. A escolha do padréo interno nem sempre é facil, pois devera estar presente em baixas
concentra¢fes ou mesmo ndo estar presente na amostra. Além disso, ndo deve sofrer e nem causar
interferéncias®.

O padréo interno mais efetivo é aquele que possui razdo massa/carga e potencial de ionizacdo
semelhante ao analito de interesse, e em uma analise multielementar, varios padrfes internos
devem ser utilizados para cobrir uma larga faixa de massa®%.

Neste trabalho utilizou-se Y e %°In como padrdo interno para os elementos em estudo. A

concentracdo final dos padrdes internos foi de 10 ng.L™.

4.2. Reagentes e solugdes

Toda a vidraria e frascos de polipropileno utilizados para preparo e armazenamento das
solugdes analiticas de referéncia e amostras foram preenchidos com solugéo de &cido nitrico 10%
(v v') durante 24 horas, enxaguados trés vezes com agua deionizada e levados para secar em
uma capela de fluxo laminar.

Todas as solugdes foram preparadas com 4gua deionizada de alta pureza (18 MQ cm™)
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obtida pelo sistema de ultrapurificagdo de agua Milli-Q (Millipore RiOs-DITM, Bedford, MA,
EUA). Acido nitrico (Merck, Darmstadt, Alemanha) purificado por destilacdo abaixo do ponto
de ebulicdo com subdestilador de quartzo (DST-1000, Savillex, USA) foi utilizado na
decomposicéo acida das amostras em micro-ondas.

A avaliacdo da exatiddo dos métodos foi feita por meio do uso de material de referéncia
certificado (MRC) fornecido pelo National Institute of Standard and Technology (NIST, Whole
Egg 8415) e dois outros Materiais de Referéncia de controle interno do grupo de pesquisa (Atum

e Soja).

4.3. Procedimento de preparacao das amostras

Para o estudo foi selecionado o candidato a MR de tecido animal, figado de ovelha, que esta
de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) do Campus de Ribeirdo Preto — USP sob o protocolo n°
09.1.873.53.5.

Criacéo dos animais e experimentacéo

Ambientacdo e ganho de peso durante 10 meses. Tratamento a base de racédo, feno e agua.
Peso inicial de 25 kg e peso final de 60 kg, aproximadamente.

Administracdo dos metais foi realizada via oral, em duas doses de uma mistura contendo
acetato de chumbo, arsenato de calcio, cloreto de mercurio e nitrato de cadmio a uma concentracao

de 0,1 mg do metal por kg de peso corporal do animal.

Obtencéo dos candidatos a MRC

Foi realizado a eutanasia dos animais com sobredose de anestésico, com auxilio de um
veterinario do Biotério Central da Universidade de Sdo Paulo, campus de Ribeirdo Preto. Apds o
procedimento, os animais foram dissecados separando os rins, figado, sangue, plasma, musculos,
coracdo e 0ssos, amazenando-os até a pre-homogeneizagéo, onde foram triturados os tecidos de
igual espécie de todos os animais e realizado a liofilizacao.

Depois dos tecidos serem liofilizados, foi e feita a moagem em separado de cada tecido e na
sequéncia a tamisacao, resultando num lote de tamanho de 250 pum.

Em seguida para cada tamanho de particula separado pela tamisacdo, foi realizada a
homogeneizagdo em um homogeneizador em Y e envase.

Os candidatos a MR devidamente envasados foram enviados para esterilizagdo por raios

gama no IPEN (Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares).

Preparacdo das amostras para analise em ICP-MS
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Primeiramente foram escolhidas, aleatoriamente, 2 dentre 10 frascos do candidato a MR e
agitados por 20 segundos no intuito da homogeneizagdo das particulas.

Em seguida foram identificados numericamente 45 tubos falcon. A pesagem foi realizada em
cada um dos tubos utilizando uma balanca analitica.

Os materiais de referéncia de soja e atum foram pesados uma aliquota em triplicata de 200
mg, do MRC Whole Egg Powder (Reference Material 8415) foi pesado aliquotas em triplicata de
100 mg.

Os dois frascos escolhidos foram pesados, em triplicata, aliquotas de 50, 100, 200 e 400 mg.

Na sequéncia foi feita a abertura das amostras com 2 ml de HNOs. No branco foi adicionado
somente 0 HNOz.

Os tubos foram deixados com a tampa semiaberta para uma pré digestdo durante 24 h. Apos
isso, foram adicionados 1 ml de H2O> (30% de alta pureza) e 7 ml de &4gua ultrapura. Em seguida
foi realizada a digestdo completa por microndas seguindo o programa: aquecimento por 10 min a
100 °C, rampa durante 5 min até 200 °C e por 20 min a 180 °C.

Em seguida o digerido foi retirado e avolumado com agua ultrapura até 50 ml e analisado por
ICP-MS. A limpeza dos recipientes do micro-ondas foi feita com 4 ml de agua ultrapura e 4 ml

de acido nitrico destilado seguindo 0 mesmo programa de aquecimento acima.

4.4. Estudo da homogeneidade

Para o estudo, 2 frascos de um lote de 10 frascos do material candidato foram aleatoriamente
selecionados. A homogeneidade entre os frascos (between bottle) para a concentracéo de As, Cd,
Co, Cu, Fe, Pb, Se e Zn, foi avaliada por meio da analise, em triplicata, de amostras de 100 mg
dos 2 frascos do material.

A homogeneidade no frasco (in bottle) foi feita pela analise de 6 replicatas de um Unico
frasco utilizando massas de 100 mg.

Para as analises de representatividade de massas de amostras empregadas nesse estudo

foram avaliadas as massas de 50, 100, 200 e 400 mg.

4.5. Estudo estatistico

Quando se dispGe de uma amostra pequena e a variavel numérica ndo apresenta uma
variacdo normal, ou ainda, quando ndo h& homogeneidade das varidncias, o teste t ndo é
apropriado. Nessa situagdo, pode-se utilizar o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. O teste
de Mann-Whitney é indicado para comparacdo de dois grupos ndo pareados para se verificar se

pertencem ou ndo a mesma populacéo e cujos requisitos para aplicacéo do teste t de Student ndo
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foram cumpridos. Ao contrario do teste t, que testa a igualdade das médias, o teste de Mann-
Whitney (U) testa a igualdade das medianas. Os valores de U calculados pelo teste avaliam o
grau de entrelacamento dos dados dos dois grupos ap6s a ordenacdo. A maior separacdo dos
dados em conjunto indica que as amostras sdo distintas, rejeitando-se a hipdtese de igualdade das
medianas®’®,

Na analise estatistica deste estudo, foi utilizado o programa SigmasStat 3.5 utilizando o teste

ndo paramétricos Mann-Whitney com nivel de significancia P>0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. Resultados analiticos dos MR e MRC

Os resultados da avaliacdo da exatiddo dos métodos com o uso de material de referéncia
certificado (MRC) fornecido pelo National Institute of Standard and Technology (NIST, Whole
Egg 8415) e dois outros Materiais de Referéncia de controle interno do grupo de pesquisa (Atum

e Soja) estdo dispostos nas tabelas 3, 4 e 5.

Tabela 3: Concentracdes de referéncia dos elementos constituintes no MR Soja x concentracéo

obtida duranto o estudo.

As Cd Co Cu Fe Pb Se Zn
Valores de referéncia
Média (ng.g) 15,8 51 330,8 10028,0 139262,0 67,1 273,8 30457,0
Desvio 3,8 1,0 18,6 1392,0 34040,0 14,2 102,5 2486,0
%* 24,1 19,6 5,6 13,9 24,4 21,2 37,4 8,2
Valores de obtidos

Média (ng.g™) 14,7 11,8 4434 12169,6 146669,5 220,6 3398 34768,8
Desvio 3,9 0,8 36,8 1046,1 15493,5 66,3 34,5 5694,2
%* 26,4 6,8 8,3 8,6 10,6 30,0 10,2 16,4

(*) Limite de aceitabilidade (Feinberg et al).

Tabela 4: ConcentracOes de referéncia dos elementos constituintes no MR Atum x concentracéo

obtida duranto o estudo.

As Cd Co Cu Fe Pb Se Zn
Valores de referéncia
Média (ng.g?)  5151,0 30,5 14,1 1741,0  42629,0 21,3 65710 11914,0
Desvio 594,0 55 4,2 379,0 9295,0 30,2 586,0 1585,0
Oo* 115 18,0 29,8 21,8 21,8 141,8 8,9 13,3
Valores de obtidos

Média (ng.g?)  6071,5 40,2 155 1868,7 437556 56,2 73440 136924
Desvio 278,8 1.4 0,2 90,9 2444 .4 22,3 334,9 1371,3

%* 4,6 3,4 1,3 4,9 5,6 39,6 4,6 10,0
(*) Limite de aceitabilidade (Feinberg et al).
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Tabela 5: ConcentracOes de referéncia dos elementos constituintes no MRC Egg x concentracdo

obtida duranto o estudo.

As Cd Co Cu Fe Pb Se Zn
Valores de referéncia
Média (ng.g™) 10(i) 5() 12,0 27000 1120000 61,0 13900 675000
Desvio 50 350,0 16000,0 12,0 170,0 7600,0
%* 41,7 13,0 14,3 19,7 12,2 11,3
Valores de obtidos

Média (ng.g) 43,1 1,7 25,5 35543 152271,1 127,3 2243,1 73523,6
Desvio 0,4 0,4 2,2 389,6 207145 8,1 222,3 7903,9
0o* 0,9 23,4 8,5 11,0 13,6 6,4 9,9 10,8

(*) Limite de aceitabilidade (Feinberg et al).
(**) Estes valores analiticos sdo estimativas dadas apenas para informacdo, uma vez que se baseiam em
resultados de um ndmero limitado de determinacfes ou de apenas um método; ndo sdo fornecidas quaisquer

incertezas.

Com base nos resultados obtidos o método demostra exatiddo para a maioria dos elementos

dos Materiais de Referéncia.

5.2. Estudo de Homogeneidade

Para a avaliagdo da homogeneidade de um candidato a MR, existem dois testes considerados

importantes: a avaliacdo entre frascos (between bottle) e a avaliacdo no frasco (in bottle). O

estudo de homogeneidade entre frascos tem como objetivo garantir a auséncia de variacdes nas

propriedades do candidato a MR no lote de frascos do material selecionados aleatoriamente®,

No estudo de homogeneidade no frasco, as variagdes da composicao do candidato a MR devem

ser avaliadas em um Unico frasco, com o objetivo de garantir a homogeneidade do material para

uma determinada massa empregada no estudo®.

Nessa avaliacdo, esses elementos ndo demonstraram diferenca de homogeneidade entre 0s

frascos, pois o P > 0,05, conforme resultados na tabela 6.

Tabela 6: Avaliacdo da homogeneidade entre frascos (between bottle) do candidato a MR.

Elemento P
As 0,100
Cd 0,335
Co 0,696
Cu 0,170
Fe 0,459
Pb 0,771
Se 0,332
Zn 0,294

No estudo da homogeneidade no frasco, um Unico frasco foi selecionado e analisado em 6
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replicatas. Os resultados obtidos para a homogeneidade no frasco para a concentragdo de As, Cd,
Co, Cu, Fe, Pb, Se e Zn, estdo apresentados na Figura 1.

Com apenas um desvio padrdo, os valores sdo bem restritivos, ou seja, 68,26% de
probabilidade de os resultados estarem concordantes entre si. Porém, com dois desvios padrdes,
a probabilidade aumenta para 95,44%. Neste caso selecionamos o valor menos restritivo, sendo
assim, consideramos dois desvios padrdes. Logo, os poucos valores que violaram o valor
restritivo de um desvio padrdo, ndo violaram os valores menos restritivos.

Resultados apresentados na Figura 1 indicam homogeneidade adequada do material
candidato a MR, visto que as concentracdes de As, Cd, Co, Cu, Fe, Pb, Se e Zn no frasco séo
estatisticamente equivalentes em um limite de confianca de 95,44%.

A média para o Asénio foi de 592 ng.g™* com desvio padrdo de 35,6 ng.g™?, isso significa
uma variacdo relativa de em torno da média de cerca de 6%, assim como Cobalto e Ferro (451 +
27,1 ng.gt e 362 + 21,7 pug.g?, respectivamente). Para Cadmio 1,75 + 0,094 pg.g™, ou seja, 5,3
de variacdo em torno da média. Ja os elementos Selénio e Zinco a variagdo em torno da média
foi de 5,6% (2,45 + 0,014 pg.g* e 119 + 6,7 pg.g™, respectivamente). O Cobre foi o elemento
que apresentou menor desvio percentual em torno da media, 3,6% com valores de 390 + 14 ug.g°
! Finalmente o Chumbo apresentou a maior variagdo em torno da média, 7,8% com valores de
1,94 +0,15 pg.g . A variacio das medidas esteve abaixo de 8%, um valor aceitavel para amostras
bioldgicas, que de acordo com Feinberg et al (2004)%° é de 15%.

Comparando o desvio percentual em torno da média, ou limite de aceitabilidade segundo
Feinberg et al, do MR candidato com 0 MRC (Whole Egg 8415) nota-se que os valores em estudo

estdo bem abaixo do material certificado, conforme dado na tabela 7.

Tabela 7: Concentragdes de referéncia dos elementos constituintes no MRC Whole Egg 8415.

As Cd Co Cu Fe Pb Se Zn
Média (ng.g?) 10(i)** 5(i)** 12,0 2700,0 112000,0 61,0 1390,0 67500,0
Desvio 50 350,0 16000,0 12,0 170,0 7600,0
%* 41,7 13,0 14,3 19,7 12,2 11,3

(*) Limite de aceitabilidade (Feinberg et al).

(**) Estes valores analiticos sdo estimativas dadas apenas para informacdo, uma vez que se baseiam em
resultados de um numero limitado de determinacfes ou de apenas um método; ndo sdo fornecidas quaisquer
incertezas.



27

Figura 1: Avaliacdo da homogeneidade no frasco (in bottle) do candidato a MR. (—) Valor médio
da concentragéo; (---) Intervalo de confianga 1o de 68,26% e 20 de 95,44%.

800 | As
. 700+
o +20
2
+1o
1% 600 E [ I
< -
& T 1o
E -20
& 500
o
z
3
400
300 T T T
3 4 5
REPLICATAS
600 -
Co
550
F“z:n +20
o 500
L[ ]
9( - +1o
&
(&4 M T
g 450 . T
g
E ] -lo
400
(6] -
> 20
o
O
350
300 T T T T T
1 2 3 4 6
REPLICATAS
480000 -
460000 Fe
440000 A
" 420000 -
2 +20
o 400000 1
3 i : a
' 380000 4 + o
ad
2 360000 4 5 P
3
> 340000 5 1o
[0]
O 320000 - 26
300000 -]
280000 . . . . .
1 2 3 4 6
REPLICATAS
3000 - Se
2800 |
- +20
k)
o 2600 E T +10
= .
5 o
’5 2400 - L 1
< T 2
P_: 1o
2200 - !
z R
5 20
(Z) 1
S 2000 +
O
1800 |
1600 T T T T T
1 2 3 4 6

REPLICATAS

2200 -
Cd
2000
. +20
o .
87 +1o
o 1800 -
rz()“ 3
E:( - . il -lo
1
£ 1600 -
L -20
@)
4
(o]
O 1400 1
1200 . . : :
2 3 4 5 6
REPLICATAS
460000
Cu
440000 -
"o 420000 |
=S +20
c I -
,2 400000 - T +1o
g
£ 380000 ) = -
zZ I -lo
i '
Z 360000 -20
(o]
8]
340000
320000 T T T T T T
1 2 3 4 5 6
REPLICATAS
2600 Pb
2400 -
= +20
o 2200 i
c
o +1o
’5 2000 -
< i i
z BT
1800 -
g *lo
@)
& 1600 26
8]
1400 -
1200 : : : :
2 3 4 6
REPLICATAS
140000 -
Zn
+20
130000 - .
i
=4 +1lo
1<o( s
&) ]
Q" 120000 W
o4
= .
z s
@) » -lo
4
O 110000 1
8]
-20
100000 . T T T T
1 2 3 4 5 6
REPLICATAS



28

5.3. Massa minima para analise

Em complemento a avaliacdo de homogeneidade dentro do frasco, outro teste importante foi
realizado. Esse teste visa estabelecer a menor aliquota do material que é capaz de representar
toda composicédo a ser certificada, ou seja, a menor por¢cdo do material que deve ser analisada
para que os valores de referéncia e incertezas permanecam validos. Dada a sua importancia, a
massa minima deve ser informada no certificado®.

Para todos os elementos, exceto Arsénio e Selénio, ndo existe diferenca estatistica entre as
massas utilizadas para analise (50 e 100 mg), ou seja, P>0,05. Entdo podemos concluir que a
amostra € representativa com a menor massa analisada, e como ja descrito, por ser honeroso a
producdo dos MR, recomenda-se que sejam utilizados adequadamente, isto €, de forma eficiente
e econdmica. Porém, para Cd, Co e Zn o desvio padrdo das analises sdo menores utilizando 200
mg de massa amostral.

Para Arsénio e Selénio, ocorreram interferéncias espectrais, nesse caso, a interferéncia foi
poliatomica. Para confirmar a interferéncia, foi analisada para ambos os elementos mais uma
amostra, essa com massa de 400 mg, onde foi verificado o aumento do sinal analitico.

A interferéncia poliatdmica do Arsénio ("°As) € 0 “°Ar **ClI* e do Selénio (82Se) € 0 “°Ar2*Hy*.
Outro fato que prejudica o sinal para Selénio (82Se), pode ser a abundancia na natureza do is6topo
selecionado: cerca de 9%. Considerando que apenas 3% da amostra aspirada chega ao plasma, o
sinal é sempre baixo, proximo a uma regifo onde ha em geral um sinal de fundo consideravel®,

Para minimizar ou mesmo eliminar as interferéncias na espectrometria de massas com
plasma acoplado, sera necessario o uso da célula de reacdo dinamica (DRC), conforme método
desenvolvido por Batista, B. L. (2009)%. O DRC ¢é um dispositivo muito atrativo, pois a amostra
é introduzida convencionalmente com a técnica ICP-MS em condic¢Ges analiticas normais,
podendo-se eliminar a etapa de pré-tratamento das amostras para determinados analitos,
diminuindo o tempo de analise e o gasto com reagentes. O DRC-ICP-MS é um equipamento
versatil para a eliminagdo de interferentes, dado a oportunidade de escolha de varios gases de
reacdo como Xe, CHs, (CHs)2, NH3, He, e mistura Hz:Ar (1:9 v/v), injetados no interior do DRC.
Ele estd localizado na camara de vacuo entre o cilindro de lentes i6nicas e o quadrupolo
analisador. Os tipos de reacBes que ocorrem no interior da camara geralmente sdo: Reagdo
de transferéncia de carga; Reacdo de transferéncia de préton; Reacdo de oxidacdo onde o

gas, ao invés de reagir com o interferente, reage com o ion analito®.
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Figura 2: Avaliacdo da Massa Minima para analise do candidato a MR.
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6. CONCLUSAO

A avaliagdo da homogeneidade seguiu procedimentos metrologicamente validos para a
certificacdo de um material de referéncia. Alem disto, foi possivel demonstrar que o candidato a
MR é suficientemente homogéneo para Cd, Co, Cu, Fe, Pb e Zn.

Apesar do candidato a MR ser homogéneo para por¢cbes de 100 mg, durante a sua
caracterizacdo, a massa minima para analise foi de 50 mg, sendo esta a indicada para reproduzir
os valores de referéncia. Esses valores de massa minima sdo significativamente menores que 0s
recomendados para a maioria dos MR disponiveis, indicando que o candidato a MR é adequado
para o0 uso em técnicas analiticas que empregam aliquotas nesta ordem.

Portanto, o candidato a MR esté apto a ser enviado para ensaio de estabilidade e depois ser
certificado, tornando-se finalmente um MRC, e assim podendo ser utilizado no controle e
garantia de qualidade de resultados e em calibracdes para amostras de matriz biologica.

Para Arsénio e Selénio serdo necessarias novas andlises seguindo método utilizado no
trabalho “Avaliacdo do uso da cela de reacdo dindmica em espectrometria de massas com plasma
acoplado indutivamente (DRC-ICP-MS) para determinacdo de elementos quimicos em
sangue™®®, onde foi utilizado géas de reacdo para diminuir as interferéncias causadas no sinal

analitico.
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