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RESUMO

O sangue é o indicador biol 6gico mais utilizado para avaliar a exposi¢do humanarecente ao chumbo e ao
cadmio. A espectrometriade absor¢do atdbmicacom forno degrafite (GFAAS) é umaescol haapropriadapara
a determinacdo desses metais em sangue de criancas, em funcéo da capacidade de detectar baixas
concentragdes e pequeno consumo de amostra. O objetivo deste estudo foi desenvolver e validar uma
metodol ogiaparaadeterminacédo simultaneade chumbo e cadmio em sangue por GFAAS. O sanguetotal foi
diluido em uma solugéo de Triton X-100 em HNO, e umasolugdo de NH,H,PO, e Mg(NO,), foi utilizada
como modificador quimico. As condigdes analiticas foram otimizadas e as melhores temperaturas de pirdlise
eatomizacdo foram respectivamente, 500 °C e 1500 °C. Paravalidacdo dametodol ogiaforam utilizados os
materiais de referéncia certificados NIST SRM 955b (Lead in bovine blood) e SRM 966 (Toxic metalsin
bovine blood). Foram avaliados os seguintes pardmetros para o chumbo e o cadmio, respectivamente:
linearidade (5,0a2100,0 ug.L*e0,3a3,0ug.L 1), exatiddo (99,9% e 97,7%), precisdo (CV = 3% e 13%), limite
dedeteccdo (5,4 ug.L*e0,06 ug.L?) elimitedequantificacdo (18,4 ug.L e 2,1 ug.L ). O méodo proposto
é rdpido, sensivel e adequado para a determinagdo simulténea de chumbo e cadmio em sangue de
trabal hadores e de populagdes expostas, incluindo criangas.

Palavras-Chave. chumbo, cadmio, sangue, forno degrafite, AAS, validago.

ABSTRACT

Blood lead and cadmium levels have been used to evaluate recent human exposure to these metals.
Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry (GFAAS) isthe most suitable technique for lead and
cadmium determinationsin biological fluids dueto its ability in detecting low concentrations of metals,
and for using small amount of sample. The objective of this study was to establish and to validate a
methodol ogy for simultaneous determination of lead and cadmium in blood by GFAAStechnique. Blood
sampleswerediluted with Triton X-100in HNO,, and amixture of NH,H,PO, and Mg(NO,), solutionswas
used aschemical modifier. Theanalytical conditionswere optimized and the best pyrolysisand atomization
temperatureswere 500°C and 1500°C, respectively. For validation, certified reference materialsNIST SRM
955b (L ead in bovineblood) and NIST SRM 966 (Toxic metal sin bovine blood) were used. The evaluated
parametersfor lead and cadmium were: linearity (5.0t0100.0 ug.L*and 0.3t0 3.0 ug.L ™), accuracy (99.9%
and 97.7%), precision (RSD = 3% and 13%), detection limit (0.54 ug.L* and 0.06 ug.L 1), and quantification
limit (1.8 ug.L™* and 0.21ug.L™Y), respectively. The proposed method is fast, sensitive and suitable for
simultaneous determination of lead and cadmium in blood samples from popul ations with occupational or
environmental exposure, including children.

Key Words. lead, cadmium, blood, graphitefurnace, AAS, validation.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento de metodologias analiticas para a
determinagdo de chumbo e cddmio em alimentos, &guas ou
fluidos biol 6gi cos apresenta grande importancia umavez que
estes metais sdo bastante empregados na industria, sendo
ent&o disseminados no meio ambiente. Além disso, o chumbo é
considerado o principal contaminante metélico ambiental em
todo 0 mundo!. O cadmio pode estar presente nas areas de
mineragdo de chumbo e zinco como contaminante geol 6gico?.

O chumbo é inicialmente absorvido nas células
vermel has do sangue seguindo para ostecidos moles, podendo
seacumular nos 0ssos**. O cadmio é acumulativo, nefrotdxico
e carcinogénico?.

As concentrag8es de chumbo e cadmio no sangue total
sdo utilizadas como indicadores bioldgicos de exposicéo
recente a esses metais®’. Mesmo nos casos de exposi¢ao
ocupacional e principalmente na exposi¢cdo ambiental, as
concentracfes desses contaminantes no sangue sdo baixas,
limitando o nimero de técnicas analiticas que podem ser
utilizadas para essas determinagoes.

A espectrometria de absorgdo atdbmica com forno de
grafite (GFAAS) é umatécnicaapropriada paraadeterminagdo
de elementos presentes no sangue em baixos niveis de
concentracdo uma vez que apresenta alta sensibilidade,
permitindo a determinagdo direta, com minimo consumo de
amostrae simplicidade napreparacao™. Além disso, atua mente
a técnica de GFAAS pode ser aplicada a determinagao
simultanea de elementos, reduzindo o tempo e o custo de
andlise’®®,

Naliteraturapodemosverificar queatécnicade GFAAS
€ amais utilizada rotineiramente pel os L aboratorios de Salde
Pdblica de outros paises, para avaliar a exposi¢éo de criangas
ao chumbo e, também para atender aos programas de
monitoramento de trabal hadores expostos**“.

Ja no Brasil, 50% dos laboratdrios que participam do
Programa de Ensaio de Proficiéncia (PEP), organizado pelo
Instituto Adolfo Lutz (IAL), utilizam a técnica de GFAAS,
enquanto que no Programa Interlaboratérios de Control de
Calidad do Gabinete de Seguridad e Higiene en el Trabajo de
Zaragoza — Espanha, 74,3% dos laboratérios participantes
utilizam estatécnica. A diferencanaproporcao douso daGFAAS
em relagdo a técnica com chama, pode ser devido ao maior
custo para aquisi¢cdo do equipamento.

A legislacdo brasileira® estabelece o valor dereferéncia
de 40 pg.dL e o indice biol 6gico méaximo de 60 pg.dL ! para
chumbo em sangue de trabal hadores expostos. Para o cadmio,
alegislacéo brasileirando estabel ece limites parao sangue, jaa
American Conference of Governamental Industrial Hygienists
- ACGIH adotaovalor de5 pg.L* paracédmio em sangue como
indice bioldgico de exposi¢ao®e.

Umavez que as criangas sdo mais sensiveis aos efeitos
téxicos do chumbo, a Organizagdo Mundial da Salide (OMS)
tem considerado que mesmo niveis menores que 10 ug.dL de

chumbo no sangue podem causar efeitos adversos, tais como:
alteracdo no desenvolvimento mental, desordens do sistema
nervoso, reducdo da audi¢éo e do crescimentot-2,

O objetivo destetrabalho foi desenvolver evalidar uma
metodol ogia empregando a técnica de GFAAS, que possa ser
utilizada paraa determinagdo simultanea de chumbo e cadmio
em sangue, tanto de popul agdes expostas quanto ndo-expostas,
incluindo criangas.

MATERIAL E METODO

Reagentes

Agua desionizada ultrapura (com resistividade de 18,2
MQ.cm™), HNO, ultrapuro e Triton X-100 PA. foram utilizados
nadiluicdo daamostrae napreparagcdo dacurvaanalitica. Como
modificador quimico, foi utilizadaumamisturadeNH,H,PO, e
Mg(NO,), nas concentracdes de 0,5% (m/v) e 0,03% (m/v),
respectivamente. Para a avaliagdo da exatiddo do método
proposto foram utilizados os materiais dereferénciacertificados
de sangue do National Institute of Standards and Technology
(NIST), SRM 955b niveis 2, 3 e 4; e SRM 966 nivel 2. As
solugbes-padréo de trabalho contendo 10,0 mg.L* dePb e 1,0
mg.L? de Cd foram preparadas a partir de solucdes padréo
monoel ementares Titrisol (Merck) com concentracdo de 1000,0
mg.L*. As solugdes-padrdo da curvaanaliticaparao Pbeo Cd
foram preparadas no dia do ensaio, em uma solucdo de Triton
X-100 0,2% (m/v) em HNO, 0,1% (v/v), e consistiram das
seguintes concentracdes para Pb: 5,0; 20,0; 60,0; 80,0 e 100,0
ug.LteparaCd: 0,3;0,6; 1,2; 2,4e3,0ug.L 1. Avidrariautilizada
foi descontaminada quimicamente passando por 2 banhos de
HNO, 20% (v/v) (24 horas cada um) e subseqliente enxagiie
com &gua desionizada ultrapura.

Preparacéo daamostra

Uma aliguota de 100 pL de sangue total previamente
homogeneizadafoi diluidaem 900 pL deumasolucdo de Triton
X-1000,2% (m/v) em HNO, 0,1% (v/v), diretamente no copo do
autoamostrador. A ponteirafoi enxaguada vérias vezes com a
solucdo preparada, paraassegurar ahomogenei dade do sangue
com o diluente.

Instrumentacéo

As andlises foram realizadas utilizando-se um
espectrémetro de absorgdo atdmica simultaneo com
aguecimento transversal e equipado com corretor de fundo
Zeeman longitudinal, modelo SIMAA 6000, marcaPerkin Elmer.
Asinjegdes foram feitas com autoamostrador, modelo AS 72,
marca Perkin Elmer. Lampadas de catodo oco foram utilizadas
nas determinacfes de chumbo e cadmio e foram selecionados
os comprimentosde onda 283,3 nm e 228,8 nm, respectivamente.
Tubospiraliticoscom plataformaintegradaforam utilizadosem
todas as determinagfes. Os parametros analiticos utilizados
s80 apresentados na Tabela 1.

45



Carvalho, M. deF. H. et al. Determinag&o simultanea de chumbo e cadmio em sangue por espectrometriade absorgéo atémicacom forno degrafite.

Rev Inst Adolfo Lutz, 64(1):44-9, 2005

Tabela 1. Par&metros analiticos paraadeterminacéo
simultanea de chumbo e cadmio.

Tempo de integracdo 5s
Volumede amostra 20uL
Volumedo modificador quimico  10uL

Cdlibragéo Linear comintersecéo
calculada
Sind Areade pico
Gés Argbnio
RESULTADOS

Otimizacao das temperaturas de pirdlise e atomizagéo

Baseando-se em estudos preliminares realizados com
amostras de sangue, foi estabelecido o programa térmico
apresentado na Tabela 2. A partir deste programa foram
realizados experimentos paraaotimizacdo dastemperaturas de
pirdlise e atomizacdo paraPb e Cd, ondefoi utilizadaumaamostra
de sangue adicionadade 100,0 ug.L* dePb e 10,0 ug.L* de Cd,
quefoi diluidanaproporcdo 1:9 em Triton X-100 0,2% (m/v) em
HNO, 0,1% (v/v), resultandoem 10,0 ug.L * paraPbe 1,0 ug.L*
para Cd, como concentragdes finais adicionadas na amostra
diluida. As determinagBes foram realizadas utilizando-se uma
misturadeNH,H,PO, 0,5% (m/v) eMg(NO,), 0,03% (m/v), como
modificador quimico.

A curva de pirdlise (absorbancia integrada “versus’
temperatura) foi obtida variando-se atemperatura de pirdlise,
com incrementos de 100 °C, enquanto a temperatura de
atomizacdo eramantidaconstante em 1500 °C. Damesmaforma,
foi obtidaacurvade atomizacdo com atemperaturade pirdlise
fixadaem 500 °C. Paracadaponto foi consideradaaabsorbancia
integrada média de 3 injecOes.

Com base nos perfis obtidos das curvas de pirdlise e
atomizacdo, e considerando as temperaturas que forneceram o
maior sinal de absorbancia integrada, as temperaturas
selecionadas para pirdlise e atomizag&o foram 500 °C e 1500 °C,
respectivamente.

Concentracdo do diluente

O reagente Triton X-100 utilizado paradilui¢o do sangue
e preparacdo dacurvade calibragdo, tem afuncdo de hemolisar
as célulasvermelhas do sangue, facilitando ahomogeneizagéo
da amostra e evitando aformagéo de emul sdes estaveis*°.

A concentracdo de Triton X-100 deve ser otimizadade
tal forma que sgja suficiente para quebrar as hemaceas do
sangue, porém ndo deve ser t&o altaque aformacéo de espuma
inviabilize autilizago do reagente como diluente. Além disso,
autilizagéo de solugBes mais concentradas deste diluente pode
levar & formagdo de residuos de carbono dentro do tubo de
grafite*.

Foi realizado um estudo para verificar o efeito de
diferentes concentrages de Triton X-100 em HNO, 0,1% (v/v)
nacurvade calibracdo parachumbo e cadmio. As concentragdes
estudadas foram: 0,05%; 0,1%; 0,2%; 0,5%; 1% e 1,5% (m/v).
Foi adotado um Model o de Regressdo Linear MUltipl&? usando
os valores de “absorbancia” como variavel resposta e
“concentracdo das solugfes-padréo” e “concentracéo de
Triton”, como varidveis explicativas. Por meio de um teste de
ANOVA foram testados os coeficientes dessas variaveis
explicativas e foi concluido que a variavel “concentracéo de
Triton” (p= 0,849 e p = 0,983, paraPb e Cd, respectivamente)
ndo é significante, indicando que aconcentragao de Triton néo
interfere na variavel resposta “absorbancia’. Isto é o mesmo
gue concluir que todas as retas de regressdo linear simples de
absorbancia “versus” concentracdo sao iguais, nao
dependendo da concentrac&o de Triton.

Um outro estudo da diluicdo da amostra de sangue
utilizando diferentes concentracdes de Triton também foi
realizado. Neste estudo fixou-se em 0,2% (m/v) aconcentracdo
deTriton X-100emHNO, 0,1% (v/v) parao preparo dacurvade
calibraco. Como amostra de sangue foi utilizado um material
dereferénciacertificado, NIST 966 nivel 2 e as concentractes
testadas de Triton foram: 0,05%; 0,1%; 0,2%; 0,5%; 1% e 1,5%
(m/v). Foi observada a formag&o de residuo de carbono na
plataforma do tubo de grafite quando se utilizou Triton na
concentracdo de 1,5% (m/v), o que diminuiu a precisdo da
andlise. Osvaloresobtidos paraPb e Cd no material dereferéncia
certificado, preparado em diferentes concentrages de Triton,

Tabela 2. Programatérmico paraadeterminagdo simulténeade Pb e Cd.

Etapa Temp (°C) Rampa(s) Patamar (s) Fluxo de gas Letura
(mL.min?)
1 110 ) 5 20
2 130 0 5 20
3 Tp 10 20 20
4 Ta 0 5 0 SIM
5 2550 1 5 220

onde: Tp =temperaturade pirdlise
Ta=temperatura de atomizagdo
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foram comparados aos val ores certificados e verificou-se, por
andlise devariancia(anico fator) e posterior aplicacdo deteste
de comparacdo multiplade Tukey-Kramer (programa GraphPad
Instat — versdo 2.01, 1990-1993), que ndo havia diferenca
estatisticamente significante para chumbo e cadmio, ao se
utilizar as concentragGes de Triton de 0,2% e 0,1% (m/v).
Adotou-se aconcentracdo de 0,2% (m/v) de Triton X-100, pois
todos os testes de otimizag&o das temperaturas de pirdlise e
atomizacdo foram feitos utilizando-se esta concentracdo, mas
isso ndo impede que se utilize aconcentracdo de 0,1% (m/v) de
Triton para o preparo da amostra de sangue.

Validacdo do método

Para adeterminacgéo dalinearidade dafaixadetrabalho
foi utilizado o procedimento descrito no documento |SO/CD
1381222, que estabel ece como linear umafaixade concentracdo
guando o fator de linearidade “L" for maior ou igual a0,7. O
fator delinearidade “L" é calculado segundo aequagéo (1 ):

Aio— Aogs
L= Ao2— As
onde:
A,,= valor da absorbancia da solugdo-padrao com maior
concentracao
Ao = valor da absorbancia da solugdo-padrao que
corresponde a80% deA | |
A,,= valor da absorbancia da solugdo-padrao que
corresponde a20% deA | |
A_= valor da absorbancia da solugéo do branco

A Tabela 3 mostra os fatores de linearidade obtidos
experimentalmente para Pb e Cd. As faixas de concentragdo
estudadas foram consideradas lineares para ambos os
elementos.

Considerando que as faixas de trabalho normalmente
utilizadas pela técnica de espectrometria de absor¢do atdmica
s80 estreitas, é importante ressaltar que ho método proposto
asfaixas detrabalho estendem-se em umaordem de magnitude
para cadmio e, acima disso para chumbo. Isto é bastante Util,
pois, permite monitorar os niveis de concentragdo desses

Tabela 3. Fator delinearidade (L) experimental paraasfaixas
de concentrag8o testadas para Pb e Cd

Elemento Faixade concentragéo “L” experimental
testada (ug.L?)
Pb 5,0—100,0 10
Cd 0,3-30 16

metais em individuos com exposi¢cdo ocupacional, onde as
concentracdes encontradas sdo geralmente altas, sendo
desnecessariaadiluicdo daamostrae ao mesmo tempo, utilizar
0 método para avaliar o nivel destes metais em individuos
ambiental mente expostos, onde as concentragcdes encontradas
sdo geralmenteinferiores. Verifica-se, portanto, a utilidade deste
método com rel agdo aamplafaixadetrabalho empregada.

Os limites de deteccéo e quantificagdo do método
obtidos na amostra de sangue total foram paraPb 0,54 € 1,84
ug.L! e paraCd 0,06 e 0,21 ug.L?, respectivamente. Esses
valores referem-se aos resultados obtidos na amostra diluida
10 vezes, correspondendo a0,54 € 1,84 ug.dL* paraPbe0,6 e
2,1 ug.L? para Cd na amostra original. Para a determinagéo
desses limites foram preparadas sete réplicas independentes
utilizando uma amostra de sangue. Tendo em vista que a
concentracdo de cadmio no sangue utilizado era muito baixa,
foi adicionadaumaaliquota de solugéo-padréo desse elemento
aamostra, detal formaque aconcentracao final, apdsadiluico,
fosse proximade 0,5 ug.L. Os cédlculos para a determinagdo
doslimites de deteccéo e quantificacdo foram feitos de acordo
com as recomendacfes dal UPACZ,

A exatiddo do método foi avaliada pelo calculo de Z-
score?*, utilizando os seguintes materiais de referéncia
certificados: NIST 966 nivel 2, 955b niveis 2, 3 e 4. A
concentracdo de chumbo variou nestes diferentes materiais de
referénciacertificados dentro de umafaixaampla, contemplando
concentragdes significativas do ponto de vistaclinico, variando
de 10 ug.dL* a40 pg.dL . Os valores certificados, os valores
obtidos experimentalmente e os Z-score calculados séo
apresentados na Tabela 4. Verificou-se que todos os valores
obtidos parao Z-score foram menores que 2, o que evidenciaa
exatiddo do método.

Além do uso de material de referéncia certificado, foi
utilizado o método de adi¢do de padrao em amostra de sangue

Tabela 4. Valores certificados, valores obtidos e Z-score para Pb e Cd nos materiais de referéncia.

MRC Vdor certificado  Valor obtido Z-score Pb Vaor certificado  Valor obtido Z-score Cd
Pb (ug.dL™) Pb (ug.dL™) Cd(ug.L?) Cd(ug.L?)

NIST SRM 9662 25,27+0,22 25,20+0,30 03 522+0,16 51+05 08

NIST SRM 955b L2 10,30+0,10 10,23+0,47 07

NIST SRM 955b L3 20,59+0,21 20,43+0,55 08

NIST SRM 955b L4 39,36+ 0,36 40,00+0,75 18
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paraaavaliacéo daexatiddo do método paracadmio, umavez
gue o material de referéncia certificado disponivel
correspondia apenas a um nivel de concentragdo. A
recuperac@o média obtida para a concentracéo de cadmio de
10 pg.L* foi 94%.

Para a avaliac8o da dispersdo dos resultados tomou-
se uma amostra de sangue, com a qual foram preparadas 7
réplicas independentes e as medi¢bes foram feitas em
condi¢bes de repetitividade, isto é, as medicdes foram
realizadas pel o mesmo operador, no mesmo laboratério, como
mesmo equipamento, em um curto intervalo de tempo?. Os
valores do coeficiente de variagdo (CV) obtidos paraPb e Cd
foram 3% e 13%, para as concentragdes de 4,00 pug.L* e
0,30 ug.L™?, respectivamente. Para os niveisde concentracfes
avaliados, faixa de pug.L?, estes valores do coeficiente de
variagdo obtidos para Pb e Cd sdo bastantes satisfatorios,
indicando a boa precisao do método.

A seguir naFigura 1 é apresentada uma carta controle
gue demonstra o desempenho do nosso laboratério ao longo
de 2003, no Programa | nterlaboratérios de Control de Calidad
do Gabinete de Seguridad e Higiene en el Trabajo de Zaragoza
— Espanha, parachumbo em sangue. E possivel observar que o
método proposto fornece resultados dentro dos intervalos de
aceitacdo estabel ecidos pelo programa.

Os valores representados na figura por um losango,
correspondem aosvalores designados e aslinhas abaixo eacima
definidas por um quadrado, correspondem aoslimitesinferior e
superior do intervalo de aceitacdo. Os valores obtidos
experimentalmente pelo laboratorio estéo representados por
um x. Nao foram detectadas tendéncias (identificacdo de erros
sistematicos).

100
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50 «1

40
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Figura 1. Carta controle da participagdo em programa interlaboratorial
de chumbo em sangue, durante o ano de 2003.
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DISCUSSAO

Naliteraturaforam encontrados poucostrabal hos aplicados
adeterminacdo dechumbo ecddmio emmateria bioldgico utilizando
atécnicade GFAAS simultaneo com corretor Zeeman.

Deval et a., 1995™ utilizando a técnica de GFAAS
simultaneo em equipamento com corretor Smith-Hieftje
obtiveram sensibilidade maior parao cadmio, com LD cercade
3 vezes menor, enquanto que parao chumbo o LD foi cercade
2 vezes maior, em relacdo ao obtido neste estudo.

A faixade trabalho parao cadmio neste estudo € de 0,3
a3,0 ug.L™?, enquanto que outros autores mencionam curvas a
partir de1,0 ug.L18%4,

Acar, 20018 eCampillo et d., 1999* determinaram chumbo
e cadmio utilizando GFAAS com corretor Zeeman, porém por
analise monoelementar, que emprega as melhores condicdes
para cada elemento para o programa térmico. J4 para a
determinagdo simulténea, as condigdes do programa térmico
devem ser adequadas aos elementos a serem determinados.
Este fato teoricamente poderia causar uma perda na
sensibilidade, porém os resultados obtidos pelos autores
citados acima paralimite de deteccéo e limite de quantificagcdo
foram maiores que os obtidos em nosso estudo. Verificou-se
gue, mesmo usando um método multiel ementar, asensibilidade
no presente estudo é melhor.

O coeficientedevariagdo (CV) obtido parao chumbo é
baixo, se comparado ao declarado por Acar 20018, enquanto
gue para o cadmio o CV obtido de 13% ¢é aceitavel devido a
baixa concentracéo determinada, em niveisde ultra-tracos.

Os modificadores quimicos utilizados neste estudo sdo
comumente empregados em outros métodos descritos na
literaturg® 11142,

O diluente Triton X-100 em HNO, na concentracéo
selecionada possibilitaapreparacéo smpleserépidadaamostra.

CONCLUSAO

O método desenvolvido é sensivel, simples, rapido e
direto. Permite adeterminagéo simulténeade chumbo e cddmio
em sangue com precisdo e exatidao requeridas, sendo
desnecess@riaadigestdo daamostra. O método utilizareagentes
emodificadores quimicostradiciona mente utilizados natécnica
de absorcédo atémica com forno de gréfite, e calibragdo sem a
necessidade de adi¢cdo de padr&o. Pode ser utilizado para a
avaliacdo de exposicdo humana tanto ambiental quanto
ocupacional a esses metais.
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