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Resumo 

 

Neste trabalho, a concentração da solução padrão diluída, a concentração na alíquota, o peso da amostra e o estudo de 
recuperação foram identificados como as mais importantes fontes de incerteza, usando a técnica HRICP-MS. A contribuição 

destas fontes para a incerteza padrão expandida na concentração de Cu, Zn e Se nas amostras de soro humano foi avaliada e 

analisada alíquota foi identificada como a maior contribuição. 
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1.  INTRODUÇÃO 

Os metais são elementos importantes na manutenção da vida, participam de processos fisiológicos essenciais para o 

metabolismo protéico e lipídico, reações enzimáticas e são componentes essenciais de muitas enzimas [1], as chamadas 

metalo-enzimas, que estão envolvidas na síntese, na regeneração e na degradação de moléculas biológicas, assim como na 

liberação e no reconhecimento de certas moléculas sinalizadoras biológicas e, por fim, na transferência de pequenas 

moléculas e elétrons e processos cruciais como a respiração.  

Assim sendo o preciso conhecimento dos níveis de alguns metais, tais como: cobre (Cu), zinco (Zn), e selênio (Se) em 

amostras de soro humano constitui-se num importante dado para o diagnóstico, prognóstico e acompanhamento da doença. 
Por essa razão, é necessário validar o procedimento químico para a obtenção de dados confiáveis obtidos por meio de 

procedimentos claramente definidos e rastreáveis de acordo com os critérios estabelecidos pela ISO [2]. 

Entre os principais parâmetros a serem estudados, a incerteza de medição desempenha um papel importante para a 

identificação das fontes de dispersão em cada etapa do procedimento analítico. 

Nos últimos anos, várias técnicas têm sido empregadas para determinar os elementos de interesse, entre os quais 

destacamos a espectrometria de absorção atômica (AAS), análise por ativação neutrônica (NAA), espectrometria de emissão 

ótica com fonte de plasma indutivo (ICPOES) e a espectrometria de massa com fonte de plasma indutivamente acoplado 

(ICPMS), que surgiu como uma poderosa ferramenta para análise, porque é uma técnica muito sensível, tem várias vantagens. 

A principal vantagem é a capacidade de analisar vários elementos simultaneamente em diferentes níveis de concentração, e 

de simplificar o procedimento analítico [3-10]. 

A maior dificuldade na determinação desses elementos na matriz soro está no fato deles ocorrem à nível de ultratraço (ng 
g-1), e perto do limite de detecção das principais técnicas analíticas disponíveis. 

Nesse trabalho é discutido as principais fontes de incerteza na determinação de Cu, Zn e Se em soro humano por meio da 

técnica de espectrometria de massas de alta resolução com fonte de plasma indutivamente acoplado (HRICP-MS). 

2.  MÉTODOS E MATERIAIS  

2.1 Instrumentação 

As análises foram realizadas no espectrômetro de massas de alta resolução com fonte de plasma indutivo modelo Element 

1, fabricado pela Finnigan MAT, Bremen, Alemanha. Esse instrumento apresenta um sistema analisador de dupla focalização 

de íons, com geometria reversa (Nier-Johnson): um analisador magnético seguido de um analisador eletrostático. Esse tipo de 

instrumento pode operar em três modos nominais de resolução: 300, 3000 e 7500. 

Os dados foram gerados, no equipamento, de modo seqüencial, de tal forma que o resultado obtido para cada isótopo 

representa a média de 10 medições em modo de resolução média. 

2.2 Reagentes e Padrões 

As soluções padrão foram preparadas usando solução padrão elementar Spex® (Spex Industries, Edson. New Jersey, 

USA) dos elementos estudados. 

O ácido nítrico (HNO
3
) grau analítico (Merck, Darmstadt,Germany) foi utilizado após purificação adicional por destilação 

sub-boiling em destilador de quartzo, para a diluição das amostras, preparação das soluções branco e da curva analítica, e 

água milli-Q (Millipore Milli-Q,,Bedford,USA) com resistividade 18,2MΩ para a preparação da solução de ácido nítrico. 
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O material de referência certificado para soro, Serum Seronorm Trace elements (SERO, Norway) foi utilizado para a 

validação do método, sendo o mesmo submetido ao processo de  reconstituição. 

2.3 Preparação da amostra 

 Uma alíquota de 0,5g de cada amostra foi transferida para tubos de poliestireno graduados e o volume final de 10g foi 

obtido adicionando-se solução de HNO
3 

0,14M, até uma proporção final de 1:20. Solução do elemento Índio (In) foi utilizada 

como traçador nas determinações. Todas as amostras foram preparadas em duplicata. 

2.4 Análise das amostras  

As amostras foram analisadas no equipamento utilizando-se sistema de introdução de amostras composto por bomba 

peristáltica com fluxo controlado.  

O cálculo das concentrações foi realizado através da interpolação dos dados obtidos da curva analítica (sinal de resposta 

versus concentração). 

2.5 Análise e Quantificação das Incertezas 

Com o objetivo de avaliar a incerteza envolvida no método de análises de soro humano por ICPMS foram estudados os 

seguintes parâmetros que afetam o resultado da deteminação da concentração de cobre, zinco e selênio: a concentração da 

solução diluída do padrão estoque Cdil, que por sua vez produziu as soluções de calibração, a concentração do elemento na 

alíquota analisada, Co, massa da amostra obtida por pesagem, m e o estudo de recuperação, R. Os componentes individuais da 

incerteza total são tratados na propagação de erros e a sua visualização gráfica, Figura1, é mostrada no diagramas de causa e 
efeito [11]. 

 

Figura 1. Diagrama de causa e efeito para o procedimento analítico na determinação dos elementos de interesse em amostras de soro humano 

Nesse método, onde as amostras são diluídas, a concentração do analito é determinada pela seguinte equação [12]: 
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Onde: Co = concentração de cada elemento na solução da amostra de soro; Mf = é a massa final após diluição; Ms = é a 
massa da amostra usada para a diluição; R = recuperação aparente [12], que corresponde  Cobs / Cref.  Cobs = valor obtido 

durante a análise do material de referência, Cref = valor do material de referência certificado.  

A incerteza total foi calculada considerando as incertezas de cada fonte da equação 1. Para obter Co, a regressão linear foi 

estabelecida pela análise em triplicata das soluções padrão contendo 0,5, 20, 40, 60, 80 e 100 ng g-1 de cada analito. A 

incerteza no processo de medição foi calculada de acordo com a estatística clássica descrita por alguns autores [13,14].  

Outra contribuição nesta fonte de incerteza (Co) é a incerteza associada com a concentração da solução padrão estoque. 

Esses componentes são associados e à incerteza combinada, do Co, foi calculada.  

A massa da amostra e a massa final foram obtidas por base peso, sendo assim, as fontes de incerteza a serem consideradas 

são aquelas aplicadas ao processo de pesagem, ou seja, a contribuição da incerteza informada no certificado de calibração da 

balança utilizada (u1), e os dados obtidos a partir de gráficos de controle do laboratório (u2). 
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A incerteza associada com R, u (R), é obtida através da combinação da incerteza no valor de referência com a média das 

observações [14]. 

 

      (3) 

 

Onde: u (CRM) = incerteza padrão associada com a concentração da solução do material certificado; sobs = desvio padrão 

obtido na análise das soluções replicata; n = número de replicata. 

A incerteza padrão combinada é calculada a partir da raiz da soma dos quadrados dos componentes individuais, de acordo 

com as regras estabelecidas no Eurachem [11,15,16]. 

3.  RESULTADOS AND DISCUSSÃO 

A fim de avaliar a potencialidade da metodologia, inicialmente, um estudo de recuperação foi realizado com amostras de 

soro humano. Para este efeito, foi adicionada às amostras uma solução padrão multielementar de concentração 25, 50, 100, 

150 e 200 ng Cu, Zn, Se / g na matriz estudada. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os valores obtidos são 

apresentados na Tabela 1. 

De acordo com os resultados obtidos na tabela 1, os analitos estudados apresentaram uma boa reprodutibilidade na faixa 

estudada. Isso foi considerado satisfatório para o objetivo do trabalho em virtude dos níveis dos analitos estarem de acordo 

com as faixas correspondentes aos elementos de interesse nos grupo de estudo. 

 

Cadd 

ng.g
-1

 

Cobs ± DP (ng g
-1

) 

Cu Zn Se   

25 30,0 ± 1,6 30,0 ± 3,9 28,5 ± 1,6 

50 58,5 ± 2,0 61,5 ± 5,5 61 ± 2,0 

100 115 ± 3,0 118 ± 5,0 125 ± 3,2 

150 153 ± 7,6 151,5 ± 8,2  186 ± 4,3 

200 228 ± 8,7 196 ± 9 262 ± 6,0 

 

Tabela 1. Estudo de recuperação  

Uma vez que as principais características da metodologia foram determinadas, o estudo de recuperação usando um 

material de referência certificado é conduzido. Todos os experimentos foram preparados em triplicata. Os resultados de 

medições, para cada elemento, são apresentados na Tabela 2. 

Os resultados estão de acordo com os obtidos para esses elementos de interesse nas amostras adicionadas. 

 

Material de 

Referência 

Metal (ng g
-1

) 

(média  DP) 

Valor Certificado 

(ng g
-1

) 

Recuperação 

(%) 

Cu 1104  4,29 1300 84,91 

Zn 1188,9  4,88 1480 80,33 

Se 79,65  1,21 80 99,56 

 

Tabela 2. Valores obtidos para o material de referência por HR-ICPMS 

Os valores médios de concentração de três amostras de soro de voluntários, com seu respectivo desvio-padrão são 

apresentados na Tabela 3. 

 

Elemento 

 

Voluntário (1) Voluntário (2) Voluntário(3) 

Cu 1001 ± 27  1111 ± 40 1423 ± 44,5 

Zn 872 ± 30,3  987 ± 29 1084 ± 31,5 

Se 40 ± 3,5 68,8 ± 4,3 90 ± 4,2 

 

Tabela 3. Concentração dos analitos nas amostras de soro 
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Para uma melhor visualização dos valores de incerteza relativa de cada fonte de contribuição, são apresentados nas figuras 

2 a 4, esses valores versus fontes de incerteza, para cada elemento determinado. Nestes gráficos, é possível visualizar qual 

fonte tem a maior contribuição para a incerteza total da metodologia. 
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Figura 2. Contribuição individual para o elemento cobre  
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Figura 3. Contribuição individual para o elemento zinco 

Como pode ser observado, a maior contribuição na incerteza total na determinação dos elementos cobre e zinco, foi a 

concentração na alíquota analisada. A incerteza expandida obtida para estes elementos foram em média 8% e 6%, 

respectivamente. Comparando os resultados para esses elementos, verifica-se que os mesmos apresentam concentrações 
aproximadas presentes na alíquota, e suas contribuições de incerteza em valores numéricos, são similares, isto significa que, 

segundo o método empregado, apresentaram características analíticas idênticas. Ou seja, nível de concentração compatível 

com a técnica e condições experimentais, como branco e curva. 
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Figura 4. Contribuição individual para o elemento selênio  

 

Para o elemento selênio, como observado na figura 4, a maior contribuição para incerteza expandida também foi a 

concentração na alíquota analisada e o estudo de recuperação. Mesmo neste nível de concentração, os resultados estão 

lineares com o desempenho do método, mas com maior grau de incerteza. Este elemento está presente em baixos níveis nas 

amostras analisadas (2,0; 3,4 e 4,5 ng g -1), valores estes próximos ao limite de quantificação (4 ng g-1), nas amostras em 

estudo. 

Observa-se aqui uma característica importante e muito comum em trabalhos analíticos de rotina. A curva analítica (1,6 – 

7,5 ng g-1) utilizada apresentou-se linear na faixa analítica de cobertura do elemento de interesse, mas também abaixo do 

limite de quantificação estabelecido pelo método. Isto significa que os pontos inferiores da curva, região de maior influência 

para o analito de interesse, apresentaram também uma precisão inferior aumentando o valor da incerteza na medição. Sendo 

assim, a repetitividade na curva analítica influiu significativamente na determinação do elemento nas amostras. Uma 
alteração pode ser implantada na etapa de preparação das amostras com o objetivo de melhorar a estatística dos resultados 

obtidos na análise das alíquotas e assim melhorar a precisão das medidas (repetitividade) ou até mesmo aumentar a 

concentração deste elemento. 

 

Neste caso, o analista poderia reduzir a incerteza padrão combinada ao fazer uma pré concentração da amostra, utilizar um 

sistema de introdução da amostra com melhor eficiência, ou reduzir o range da curva analítica. No entanto, todas estas ações 

irão apresentar mais esforços do laboratório e, certamente, trará outras fontes que possam contribuir para a incerteza padrão 

combinada. 

4.  CONCLUSÃO  

Os maiores fatores que influenciam no cálculo de incerteza consistem na concentração do analito e recuperação. Estes 

parâmetros podem variar dentro da rotina de um laboratório exigindo do analista uma avaliação contínua dos resultados 

obtidos em função das principais figuras de mérito da técnica e do procedimento analítico empregado, corrigindo cada etapa 
conforme a necessidade.  

Verifica-se que algumas fontes de incerteza, como massa final, massa da amostra e concentração da solução diluída 

podem ser consideradas como insignificantes no processo de obtenção da incerteza expandida. Porém, elas devem ser 

consideradas e avaliadas, principalmente se houver mudança dos equipamentos utilizados ou do grupo envolvido na 

preparação das amostras. 

Importante notar que, durante a rotina do laboratório seria difícil para o analista fazer o cálculo da incerteza para cada 

amostra analisada. Dessa forma, recomenda-se que o laboratório, além dos padrões certificados usualmente utilizados na 

validação das metodologias analíticas, disponha de amostra(s) de controle (QA/QC) que representem o material em estudo e 

que devem ser analisadas no início, meio e final de cada grande seqüência avaliando-se o comportamento instrumental e as 

incertezas durante o período de medição.  

Finalmente cabe acrescentar que, conforme apresentado neste trabalho, o cálculo da estimativa de incerteza associada ao 
processo de medição é importante para a compreensão do procedimento analítico possibilitando assim melhorias ou ajustes. 

Cabe, portanto, ao analista decidir, em função dos objetivos da análise, se a introdução de etapas adicionais em seu 



 

procedimento padrão poderá ser vantajosa ou não, levando em conta os objetivos da análise e influência da qualidade dos 

resultados obtidos na interpretação final dos dados. 
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