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ESTUDO E APLICACAO DA ANALISE POR ATIVACAO SEM SEPARAGAO QUI
MICA E DA CROMATOGRAFIA DE TONS PARA DETERMINAGAO DE SODIO E
POTASSIO EM TECIDO MUSCULAR.

Esther Piltcher Haber

RESUMO

Apresenta-se a possibilidade da determinagao
simultanea de Na e K em pequenas amostras de tecido muscular
por dois metodos que permitem a obtencao de resultados num
periodo de tempo curto: Analise por Ativacao e Cromatografia
de Jons.

Para a Analise por Ativagao usaram-se irra

L 2_-1

diagoes de 30 minutos em fluxo de 5 x 10 'n cm “s ' e as ati

vidades do 24Na e 42

K induzidas foram determinadas, sem sepa
ragao quimica, num detector de Ge(Li) acoplado a um multi-ana
lisador, permitiu analisar e comparar os espectros de raios

gama registrados para as amostras e os padroes,



JO1.

Para as analises por Cromatografia de Yons,
as amostras e os padroes foram dissolvidos e as solugdes fo
ram injetadas no aparelho. Os jons foram separados por um
sistema de colunas trocadoras de Tons e as csncentragdes fo
ram medidas por condutividade.

Apresentam-se as vantagens e desvantagens
dos dois metodos em comparagao com outros tambem usados nade
terminagao de Na e K em amostras biologicas.

0s dois metodos analiticos aplicados foram
comparados entre si no que diz respeito a sensibilidade, exa
tidao e precisao de cada um, tempo exigido para a analise,
simplicidade e custo.

Do ponto de vista da confiabilidade dos re
sultados, as duas tecnicas sao excelentes e podem ser de

grande valia em pesquisas medicas.
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STUDY AND APPLICATION OF ION CHROMATOGRAPHY AND ACTIVATION °
ANALYSIS WITHOUT CHEMICAL SEPARATION FOR THE DETERMINATION OF
SODIUM AND POTASSIUM IN MUSCLE TISSUE.

Esther Piltcher Haber

ABSTRACTS

The simultaneous determination of Na and K

in small amounts of muscular tissue by use of two methods,
namely Activation Analysis and lon Chromatography, is
presented.

For the Activation Analysis the samples were
jrradiated for 30 minutes in a 5 x 10 ' 'n cm ™2 ) flux.

24Na and 42K were determined,

The induced activities of
without chemical separation, using a Ge(Li) detector equipped
with a 4096 channel analyser on-line with a computer, The
gamma ray spectra registered from the samples and standards

wer2 analysed and compared by the computer,.



V.

For the Ion Chromatography analysis the
samples and standards in solution were injected into the ap
paratus. The ions were separated by an Jon-exchange system
of columns and the concentrations were measured by
conductivity.

In addition, the two analytical methods
were compared in regard to sensitivity, precision and ac
curacy as well as simplicity, cost and working time involved
in the analysis.

From the point of view of the reliability of
the results confidence, both techniques proved to be ex

celent and might be of great value in medical research.



CAPITULG 1

INTRODUGAD

As alteragoes do metabolismo de agua e
' elet,0litos, nas fases iniciais de seu estudo, eram inter
pretadas a partir do conhecimento da concentragao de eletro
litos no plasma ou no soro. Observou-se, porém, com o cor
rer do tempo, que tal processo nao era satisfatorio porque,
nao raramente, a concentragao de jons no plasma ou no soro
parecia nao manter relagao com sua quantidade total presente
no corpo, Deixava tambem a desejar o fato de as interpreta-
¢oes desses distiurbios serem baseadas apenas na concentra
¢ao de eletrolitos no plasma, que & uma porgao relativa
mente pequena do volume do 1Tquido extracelular, o qual, por
sua vez, e uma fragao do volume de agua total no corpo.

Aos poucos, aprimoraram-se os conheci
mentos a respeito do metabolismo hidroeletrolTtico na espe
cie humana pelo uso de trés conjuntos de metodos laboratoria
is : 1) balango de agua, eletrolitos e outras substancias ;
2) medidas das quantidades totais de 3agua por método de di
luigao de certas substancias como antipirina, agua deutera
da e de tricio e de eletrdlitos pela administracdo dos
respectivos isotopos radioativos e 3) analise do teor de

agua e eletrolitos em tecidos.



Com relag3o a analise em tecidos na espe
cie humana, as mensuragaes nas biopsias de misculo ir3ao con
tribuir na investigagao dos disturbios do fluido intracelular
e no balango de eletrolitos em pacientes com miopatias meta
bolicas (doengas musculares) e disturbios acido-base in
cluindo insuficiencia renal.

Pela abundancia de tecido muscular, bas
tante acessivel e de composigao relativamente constarnte, am
bos os metabolismos, hidrossalino e energetico, podem ser fa
~ci1mente estudados nesse tipo de tecido.

Grande numero de pesquisadores, ha mais
ou menos quatro decadas, tem se preocupado com as mais varia
das condicoes e diferentes aspectos do metabolismo do sodio
e potassio.

A utilizagao da teécnica do balango meta
bolico na maioria dos trabalhos realizaous nao permitiu veri
ficar, ate agora, a existencia de modificagdes na distribui-
¢do de agua e eletrolitos que por ventura possam ocorrer en
tre os diferentes compertimentos teciduais. Segundo Ma
chado(us). a avaliagao das alteragoes que se processam ao ni
vel dos tecidos sO pode ser feita por meio da analise direta
destes tecidos.

Nas decadas de 50 e 60, diversos pesqui
sadores, interessados nas repercussoes metabolfcas pos-trau-
maticas, realizaram trabalhos baseados na analise das alte
ragoes hidroeletroliticas teciduais, utilizando principal-
mente o tecido muscular como representativo da massa celular

corporea. Tendo em vista as dificuldades tecnicas no estudo



do teor de sodio e potassio tecidual, apresentam-se na Tabe
1a I-1 os resultados obtidos em alguns trabalhos, a fim de
dar ao leitor uma nog3o genérica dos valores observados em
condigoes normais de saude. A tecnica de amostragem utiliza
da por esses autores consiste em retirar um fragmento de te
cido por meio de biopsia ou durante uma operagao eletiva
apos o que esses fragmentos s3o submetidos a dosagem do te
or de sodio e potassio tecidual. Observa-se, na Tabelal-1,
que os valores obtidos por meio das mais variadas teécnicas
~de dosagem do sodio e do potassio wuscular diferem pouco en
tre si.

Com a introdugao por Bergstrom(la) da
tecnica de biopsia por agulha, tornou-se possivel obter pe
quenas amostras (8 a 30 mg de material fresco) sem uma ope-
ragao cirurgica e sem trauma excessivo ao paciente. Alguns
cuidados, porem, devem ser tomados com estas amostras para
remover o tecido conectivo e o sangue pois a presenga des
tes causa variagoes nos resultados.

Litchfield e Gaddie(“7) alegam que 2
composigdo da amostra e constante e independe do local de
sua remogdo., Dubois e Col]ard(aa) concordam com este argu
mento, desde que nao haja muito tecido conectivo e gordura
no fragmento considerado.

Tendo em vista a pequena massa de amos
tra disponTvel, torna-se necessario o uso de um método ana
17tico bastante sensTvel para a determinagao do elemento de
interesse. Alem disso, & muito vantajoso um método que per
mita a analise simultanea de varios elementos, levando em

conta que o fator tempo & muito importante na obtengdo de



um diagnostico. Com este objetivo, apresenta-se no presente
trabalho a possibilidade de aplicagao de dois métodos alter
nativos para a analise d2 Na e K em material biologico: ana
lise por ativagao com neutrons e cromatografia de jons. De
um modo geral, os dois métodos permitem analisar sodio e
potassio simultaneamente com boa sensibilidade, precisao e
exatidao.

A analise por ativacao ja foi usada em
1957 por Reiffel e Stone(ss) que foram os primeiros a apli
_car essa técnica nao-destrutiva para determinar Na e K em
pequenas amostras de tecido de musculo obtidas com biopsia
de agulha. 0 tempo de irradiagao usado por esses pesquisado
res foi de 12 horas em um reator com fluxo de néutrons de

1,3 x 1013 2453 %% to

ncm=2s™ 1. As atividades induzidas de
ram determinadas com o enprego de um contador Geiger-Maller
e filtros de absorgao adequados.

Em 1962, Bergstrom(la) determinou Na e
K nao-destrutivamente em amostras de tecido muscular de adul
to obtidas por bjopsia de agulha. 0 tempo de irradiagao da
amostra foi de 40 minutos, em um reator nuclear com fluxo

de 6 x lolln cm'zs'].Por meio de espectrometria gama foi pos

24

sTvel medir a radiacao gama emitida pelo Na. As contagens

foram feitas utilizando um cristal de NaI(T1) acoplado a um
analisador de altura de pulsos mono-canal, apds 8 horas de
resfriamento, A baixa resolugdo do detector nao permitiu a

24 42

discriminagao entre o “'Na e o

pico do 42y (1,51 MeV) & proximo ao do 24Na (1,37 MeV) e a

K formados, porque o foto

atividade do "“K @ baixa comparada com a atividade do

Um contador Geiger com filtros de absorgao adequados foi



usado para a mensuracio da atividade beta do 42

K, a semelban
ca do metodo empregado por Reiffel e Stone(ss) para a discri
mina¢3o entre Na e K em material biologico.

Dubois e COllard(aa). em 1966, empregar
ram o mesmo método usado por Bergstrom para a analise de te
cido muscular em criancas. Apos 30 minutos de irradiagao em

-2

um reator nuclear com fluxo de 4 x 10''n-cm s']. as  medi

24

das da atividade de Na foram feitas em um detector de Nal

(TV) de 7,5 x 7,5 cm, acoplado a um analisador de 400 canais.

%2y foi medida num contador Geiger-Maller.Nei

A atividade do
. sas condigcoes, os autores obtiveram resultados concordantes
com os obtidos por meio de fotometria de chama que & um dos
metodos analiticos classicos.

Com a introdugao do detector de estado
solido de Ge(Li).Rancitelli(G“), em 1969, pode desenvolverum
metodo de analis. por ativagio com neutrons puramente instry
mental em uma variedade de amostras biologicas como tecido
musgular humano, musculos de bof e de peixe. As amostras fo

ram irradiadas em um fluxo de 2 x 10]5n en? s e as ativi

24Na e 42K induzidas foram determinadas por meio de

dades de
um detector de Ge(Li). Gragas ao poder de resolugao deste de
tector, ficou minimizado um dos mafores problemas da analise
por ativagdo multielementar que era o da interferéencia entre
radiofsotopos que emitem rafos gama com energias muito proxi
mas.

A partir de entdo, varios au

(51, 52, 63) . R
tores' ' ° utilizaram-se deste metodo para a determj
nagao de diferentes elementos em amostras de tecidos muscula

res,



A sensibilidade da an2lise por ativagao
e suficientemente alta para permitir a analise 'quantitativa
de elementos que se encontram abaixo do limiar de detecgido
de outras tecnicas de quimica analitica classica, possibili
tando assim a analise de pequenas amostras de misculo tais
como as obtidas por biopsia de agulha,

0 uso dos detectores de Ge(Lli) apresenta
vantagens e desvantagens em relagao ao uso dos cristais de
NaI(T1). Os detectores de Ge(Li), pela sua alta resolugao, per

24 42

Na e do "“Ksem interferen

mitem registrar as atividades do
cia mutua; por outro lado, o tempo de contagem deve ser bem
maior porque a eficiencia e relativamente baixa.

Levando em conta que cerca de 48 .horas
sao necessarias para o preparo da amostra que envolve seca
gem, pulverizagao e homogeneizagao do material, e importante
a escolha de um metodo analitico rapido. Por este motivo,
optou-se pelo uso de detector de Ge(Li) que, embora exija wum
tempo de contagem maior, permite a analise direta da amostra,
sem qualquer separagao quimica.

0s tempos de irradiacio. resfriamento e
contagem das amostras sao determinados em fungao dameia-vida
dos radionuclideos que se formam na irradiacao e da secgdo
de choque e concentragao dos elementos que serao analisados.

0s padroes usados nesta pesquisa foram
escolhidos em fungdo da concentragdo de Na e K nos padroes
disponfveis na Divisdao de Radioquimica do IPEN-CNEN/SP. Alem
disso, tomou-se o cuidado de escolher um padrdo cuja composi

cao quimica se aproximasse da composfgao das amostras de mis



culo em po. 0 mesmo padrio foi usado para os dois métodosang
1iticos estudados.

0 segundo metodo, a cromatografia de
jons, & uma nova técnica analitica onde os jons a serem ana
lisados sao separados em uma coluna de troca ionica. Uma vez
separados, os Tons sao detectedos e medidos por condutivida
de eletrica. A sensib:lidade do metodo para Na e K e bastan
te alta, permitindo a determinag¢ao simultanea de partes por
milhao de cada um desses elementos na solugao da amostra.

R cromatografia de ons foi pouco wusa
da no campo das ciencias medicas. Foi aplicada por
Anderson(5 ), em 1976, para a analise de fluidos biologicose
por Rehfeld e Loken(ss). em 1980, na determinagao de alguns
elementos em soro sanguineo. E uma tecnica bastante rapida
porque, para ser aplicada, s0 exige a dissolucao da amostra,
Nesta operacio devem ser tomados os cuidados indispensaveis
para evitar a contaminacao da améestra.

Todos esses fatores - tempo, facilidade
operacional, qualidade dos resultados quanto a precisao e
exatidao - foram considerados no desenvolvimento do presente
trabalho com o objetivo de apresentar um metodo analTtico pa
ra Na e K que seja compativel com o tamanho das amostras de
que se pode dispor e com a confiabilidade exigida nos resul

tados.



TABELA I1-1. QUADRD SINDTICCG DOS TEORES DE SODIO E POTASSIO

ENCONTRADOS °POR VARIOS AUTORES EM FRAGMENTOS
DE TECIDO MUSCULAR ESQUELETICO SECO.

POTASSIO sfoio TECNICA REFERENCIA
4 2 USADA
1,91 0,267 FC 50
1,83 0,320 FC 47
1,74 0,260 AN 13
1,73 0,593 AN 33
1,44 0,302 AN 65
1,14 0,173 * AN 64
1,70 0,350 AN 10

(*)

FC

AN =

Musculo de boi

Todos os demais valores referem-se a musculos
humanos,

Fotometria de chama

Ativacao com neutrons




CAPITULO I1

TECNICAS ANALTTICAS USADAS E SUAS APLICAGOUES
MEDICAS.

Faz-se neste Capitulo uma descrigao breve
das duas técnicas analiticas usadas e suas aplicagdes em pes -
quisas na area das ciencias medicas. Faz-se também uma apre
ciagao das vantagens e desvantagens das duas técnicas em re

lagao a outras tecnicas analiticas.

II-1. Analise por Ativagao (AA)

I1.1.1. Principio

Quando determinado material & exposto ao bom
bardefo com neutrons termicos, os elementos precentesna amos
tra podem ser determinados, qualitativa e quantativamente, pe
las radiagoes emitidas por radioelementos formados pela atj
va¢do neutronica.

A natureza e as energias das radiagdes emiti
das, bem como as meias-vidas dos radioelementos formados per

mitem uma analise qualitativa,
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A determinag3o quantitativa e fundamentada no
fato de que , em condigoes bem definidas de irradiagao e de
contagem, a atividade do radioelemento formado & proporcional
a massa do elemento pai que foi ativado.

No método de analise por ativacao comparati-
va, um padrao de massa conhecida do elemento de interesse e
irradiado simultaneamente com a amostra.

Tem-se entao :

Aa _ Ma - Ma Aa Mp

onde :
Aa = atividade do elemento ativado na amostra
Ap = atividade do elemento ativado no padrao

Ma = massa do elemento na amostra

Mp = massa do elemento no padrao

As atividades induzidas na amostra e no pa
drao devem ser determinadas no mesmo detector e nas mesmas
condigoes de geometria, Tsto &, devem ser medidas com o mes

mo coeficiente de eficiencia,
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I11-1.2. Aplicagoes Medicas

Algumas tecnicas de analise quimica permitem
a determinagao de elementos constituintes apenas em grandes
amostras. Quando podem se obter apenas amostras com alguns
miligramas, como @ o caso da pung3ao de liquidos, em olhos e
biopsias de tecidos, & necessario um metodo com alta sensibi
lidade. A tecnica da ativagao com neutrons parece especial
mente indicada para este proposito e tem sido usada com su
cesso por diferentes autores paraa determinagao de varios -
elementos, entre os quais sodio e potassio. Todos os ele
mentos conhecidos como essenciais ao homem (Ca, C1, Co, Cr,
Cu, Fe, I, K, Mg, Mn, 4o, Na, P, S, Se e Zn) tem sido deter
minados por analise por ativagao.

Spencer, Mitchell e King(7“) descrevem o uso
do método na analise de elementos presentes no sangue. Traba
thos semelhantes discutem o uso da AA na determinagao de
elementos de interesse para o estudo dos musculos esqueleti-

6 63 29
(% ), em tecidos da placenta( ) e em sali

co e cardiaco
va(lz) e urina(ls). Nixon e cols(ss) e Samshhl e Sor'emar'k(“5
dao informagoes gerais sobre o uso do méetodo da AA para
analisar o conteudo de alguns elementos nos dentes.

Nos ultimos anos, os pesquisadores nas areas
médicas e biologicas tem levado mais em consideragao a pos
sibilidade de certos elementos terem fungao importante na fi
siologia e patologia. Consequentemente, a analise por ativa-
¢ao foi usada para resolver varios tipos de problemas que sao

descritos a seguir,
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A. Na determinagao da concentragao de elemen

tos em tecidos e fluidos corporeos.

Bowen(l.) compilou, em 1963, uma listagem
de 62 elementos conhecidos por estarem presentes no sangue,
eritrocitos, plasma e soro. Essa publicagao e de importancia
consideravel pois fornece os niveis de concentragao dos ele
mentos nos materiais citados e tem servido como guia no wuso
da analise por ativagao para determinar os niveis dos elemen
tos em varios tecidos humanos e de animais e em fluidos cor
noreos.

Em adigao a este estudo, Hester(79) publi
cou um trabalho de determinagao simultanea de quantidades mui
to baixas (microgramas ou menos) de As, Sb, Ba, Br, Cd, Ca,
C1, Cs, Co, Cu, Au, P, K, Na, Ag e Zn em coragao de bois (te
cido condutivo e tecido muscular), Feldman e outrospb ) usa
ram a analise por ativacdo para a microdeterminagao de varios

elementos, especialmente fluor, em meio bacteriologico.

B. Na investigagao da relagao entre a concen
tracio anormal de determinado elemento com

uma certa doenga.

Recentemente, varios pesquisadores obser-
varam uma aparente relacado entre o teor de elementos e cer

tos tipos de doencas. Como resultado, diversas hipoteses tem
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sido desenvolvidas sobre o papel de certos elementos na inci
dencia do cancer, hipertensao, artrite, esclerose multipla,
fibrose cistica, desidratagao por gastro-enterite aguda e
outras doengas. Alguns pesquisadores consideram a analise por
ativagao como a téecnica mais importante para este tipo de
pesquisa, por ser sensivel e requerer apenas pequenas quanti
dades de material para uma analise. Algumas aplicagdes impor
tantes da analise por ativacao na area de pesquisas medicas
relacionadas com este tipo de estudo se encontram na Tabe

la II-1.

C. Na investigacao em estudos epidemiologi-

CcosS.

0 estudo das relagoes existentes entre os
elementos no ambiente e varias doencas de carater epidemico
tornou-se importante para certos pesquisadores medicos. Al
guns trabalhos nesta area mostraram que 2 técnica de ativa
¢ao com neutrons pode ser vantajosamente usada em investiga-
¢oes epidemiologicas. Os resultados de um estudo epidemiolo
gico em caries dentarias realizado entre as criangas escola
res no Estado de Oregon mostraram que o selenio presente no
leite pode ser o fator responsavel no aumento da suscetibili
dade as caries dentirias(37). Em outros estudos, Allaway e
Cary( 2) mostraram que a atividade biologica do selenio, em
certas dietas para animais, pode estar relacionada com a

prevencao de distrofias musculares e doengas nutricionais.



TABELA II-1 - APLICAGDES DA ANALISE POR ATIVAGAO NA INVESTIGAGCAO DA RELAGCAO ENTRE A CONCENTRA

GARO NORMAL DE DETERMINADO ELEMENTO COM UMA CERTA DOENGA.

DOENCA TECIDO 0OU FLUTDO ELEMENTO DE PESQUISADORES
ANALISADO INTERESSE
Fibrose cistica em ANDERSEN, GAREIS 54;
criangas. unhas Na, Cl BABB e Cols. 8
Cancer de mama tecidos Cu, Mg, S,
Ca, P DE JORGE e Cols, (30)
tecidos Na, Br, Zn,
Cr ALLEN e Cols., (3)
Leucemia leucocitos cd, Sb, Ce BOWEN (17)
Desordens hidroeletro _ DUBQIS e Cols. (33
17ticas. musculo Na, C1 BERGSTROM (13
Doengas Osseas 0SS0 Ca, Na, K HISLOP e Cols. (38)
BRATTER e Cols. (19)
Doengas Pulmonares tecido puimonar Fe, Co, Br,
P, Se, Ag,
Zn, Cs, Sc,
Ve Shb PERKINS e Cols. (59)
Necrose hepatica figado Cu, Zn DANG e Cols. (28)
Ateroesclerose _vasos sanguineos V, In STRAIN e Cols. (76)

.Vl.




.15,

D. No estudo das funcgoes metabolicas

Existe bastante interesse na aplicagao da
técnica de ativagao com neutrons para obter informagoes so
bre as alterag0es quimicas que ocorrem nos organisnos vivos
e por meio das quais a energia @ liberada para as atividades
e processos vitais. Como exemplo podem ser citados os traba
* Thos de Cottino e cols.(zs) sobre o metabolismo do fodo no
homem; de Sklavenitis e Comar(7°) para esclarecer o metabo
(67)

lismo do brometo tambem no homem e o de Sabbioni e cols.

-

para estudar o comportamento do vanadio no sangue humano.

E. Na investigagao em toxicologia

Alguns pesquisadores ja estabeleceram o
método de analise por ativagao como uma técnica ideal paraes
tudos em toxicologia. Nesse campo, podem ser citados os tra
balhos de Leniham e Smith(uz). Christell e co1s.(22) e
Sjbstrand(ss) que conclufram que a tecnica de analise por
ativagdo @ excelente para investigar os casos de intoxica
¢30 por arsenio. Aplicando esta mesma técnica, Sjgstrand(sgh
Sm1th(72) e Westermark e Sjgstrand(eo) estudaram a toxidez
de Sb, Cd e Hg.

Além disso, a analise por ativagdo tem
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sido aplicada para determinar e controlar a ocorréencia de

riscos a saude de trabalhadores de minas e industrias de ma

nufatura. Exemplos tTpicos deste tipo de aplicagao sao en

contrados nos trabalhos publicados por Leniham, Smith e
43 -

Cha]mers( ) que determinaram arsenio em detergentes; por

Christell e co1s.(22) na determinagao de merciurio em varios
tipps de produtos industriais, na Suecia; por Twitty e
Bobach(77) sobre a determinagao de torio em urina em traba
lhadores expostos a este elemento; por Clemente e cols, (23)
sobre a composicao de elementos tragos no cabelo de habitan
tes de diferentes regices da Italia, ja que, segundo os au
tores, o cabelo pode ser considerado um indicador pratico tan
to da influercia organica quanto da exposigcdo a poluentes am
bientais; por Jervis e Tiefenbach(sg) sobre o acumulo de ar
senio em trabalhadores e indfviduos que moram proximo a
fundigoes de ouro; por Brune e cols.(zo) sobre o acumulo de
metais pesados em organismos de trabalhadores que foram ex
postos a estes elementos na industria; por Atalla e co'Is.(7 )
sobre a concentragao de arsenio em varios materiais (sangue,
urina, unhas e cabelos), colhidos em trabalhadores de usi

nas de arsenio.

F. No uso de tragadores estaveis e analise '

por ativacdo para diagnosticos "in vivo "

Alguns pesquisadores consideram fmpratica

vel o uso de tragadores radioativos em estudos para diagnos



7.

ticos de fungoes corporeas, especialmente quando estas fun
¢oes devem ser avaliadas em recem-nascidos e mulheres gra
vidas. Em conseqllencia, optaram por administrar oralmente ou
injetar endovenosamente tracgadores biologicos compostos de
amostras altamente enriquecidas de um isotopo de baixa abun
dancia para efetuar os diagnosticos. A investigagao por
meio do tragador biologico estavel difere daquela que faz
uso de tragador biologico radioativo pelo fato de que este
ultimo @ geralmente detectado " in vivo " por detectores de
radiagao externa, enquanto que a concentragao do tragador
estavel & determinada em uma amostra removida do pacientepe
1o metodo de analise por ativagdo.

greeneC’° ) revisou o uso de tragadores esta
veis e analise por ativagao para a investigagao de diagnos
tico. Elementos de interesse biologico, tais como calcio,
cromo, ouro, ferro, selenio e estroncio tem sido usados nos
trabalhos com tragadores estaveis. Por exemplo, Peisach e
Pretoris(sg) aplicaram calcio enriquecido isotopicamente em
48Ca. no estudo do metabolismo mineral do homem. Bethard e
cols.(lu) publicaram um trabalho sobre o uso de isotopos de
calcio e da analise por ativagao para estudar o metabolismo
do calcio em criangas, Lowman e knivit(*®) realizaram expe
rimentos com ferro enriquecido em 58Fe para determinar 0
teor de Fe no plasma., Laconi, Brancato e Melfi(uo)ap11caram
0 197Au coloidal em experimentos para medir o fluxo sangui
neo hepatico. Wagner, Nelp e Dow11n9(7s) usaram como traga
 dores is0topos estaveis de iodo e ativagdo com neutrons pa

ra estudar a captagao de iodo na glandula tireoide.
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3. Na identificagao individual

A eficiencia do metodo para estabelecer ca
racteristicas individuais foi demonstrada nos estudos feitos
por Smith, Forshufvud e Hassen(73) sobre o conteudo de arse
nio no cabelo de Napoleao I e suas interpretagoes com respei
to a doenga do imperador durante o periodo de 1806 a 1821. A
) partir dessa publicagao, varios pesquisadores tem examinado
cabelo, unhas e outros materiais no intuito de auxiliar a
jdentificagao de individuos para atender investigagoes rela
cionadas com a ciencia forense. Os estudos feitos por Bates
e Dyer(g ) contém uma quantidade consideravel de informagoes
nesta area. Entre eles destacam-se os estudos extensivos s0
bre os varios procedimentos que devem ser usados para remo
ver e caracterizar os contaminantes da superficie do cabelo
para que este material possa ser usado na identificagao de
individuos. Lima e cols.(*5) tamb@m contribufram neste campo
com algumas investigagoes a cerca do problema de individuali

zagao do cabelo humano.

H. Nas aplicagoes de analise por ativagao '

" in vivo "

Alguns pesquisadores medicos sugerem a
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analise por ativag3o " in vivo " como um excelente méetodo nao-
destrutivo que pode ser usado para (a) medir o conteudo de
elementos presentes no organismo em baixas concentracdoes e
que sao considerados importantes a saude do homem ou (b) de
terminar a quantidade total de um elemento em um Orgao.

A ativacao com neutrons in vivo " quer
seja corporea total ou de determinados orgaos, pode ser fei
ta com neutrons derivados de ciclotrons, geradores de neu

252¢¢ s

trons ou fontes radioativas isotopicas tais como
partes do corpo selecionadas para ativacao com neutrons cor
'pSrea parcial sao a mao, o braco e o tronco. A escolha entre
as varias técnicas de ativagao corporea total e corporea par
cial depende do objetivo do estudo e da disponibilidade de

equipamento apropriado(zu).

O0s estudos realizados por Anderson e

cols.(s ). Battye e co]s.(ll), Newton(ss) e Spinks e
75 -

cols.( ) relacionam-se com a2 medida do conteudo total de

sodio, calcio e cloro no organismo humano. Em estudos seme
Thantes.,; Palmer e cols.(57) e Nelp e cols.‘su) demonstraram
as possibilidades.de aplfcag2o do metodo para determinar a
quantidade total de sodio e calcio no organismo.

Chamberlain e cols.‘zx) bem como Spinks e
cols.(75) usaram a analise por ativacao " in vivo " e conta
dor de corpo inteiro para diagnostiear desordens do esquele-
to para medig2o do calcio. Semelhantemente, Nelp e seus cole
gas(su) mediram a taxa de descalcificacao do esqueleto em
osteoporose e osteomalacia. Lenfham e co1s.(ul) e Boddy e
Alexander(ls) aplicaram a técnica de analfise por ativagao '
" §n vivo " para determinar a quantidade de Todo presente na

glandula tireoice.
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11.2. Cromatografia de Ions

11-2.1. Principio

Ha poucos anos, Small e colaboradores(7l) de
senvolveram a -romatografia de Tons como técnica analitica.
Esta teécnica usa o principio classico da troca ionica para
separar os ions de interesse em uma amostra, geralmente com
duas colunas em série. A primeira coluna contéem uma resina
de pequena capacidade (do tipo pelicular) cuja fungao & sepa
rar os Tons da amostra depois de dissolvida. A solugao passa,
em seguida, por uma segunda coluna que contém resina com al
ta capacidade de troca, denominada " coluna supressora ", A
fungao da coluna supressora & remover ou suprimir os Jons do
eluente usado para a separagdo transformando as espécieselui
das numa forma que nao interfira na medida da condutividade
elétrica dos Tons de interesse (acidos ou bases dilufdas).
0s picos correspondentes sao registrados e/ou integrados.

Para flustrar a supressio dos Tons no eluen
te vamos consfiderar, por exemplo, a analise de uma amostra
bjologica contendo Nat, NHz e k¥, Depois de injetar a solu
¢ao da amostra (100 uL), bombeia-se acido nitrico ditufdo
através da coluna de separacdo, Esta contém um trocador ca

tionfco na forma acida, onde o H' sera trocado por Na’, NI-|4+

e k*. us Tons sio separados no leito de troca ionica de acor
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do com a sua seletividade e saem da coluna como nitratos, em
tempos diferentes. Quando essa mistura de fons e o eluente
entram na segunda coluna que contem uma resina anionica for

te na forma OH , acontecem duas reacoes importantes.

(2a) com o eluente:

(b) os nitratos dos metais alcalinos e NH4+ sao convertidos

em hidroxidos:
YNO; + R-OH _— R-NO; + YOH

onde R = resina; Y = Na+. K+. NH4+. etc.

Assim, os anions do eluente s3o removidose
somente a solugao dos hidroxidos passa para a celula de con-
dutividade onde os cations s3o fdentificados pela medida do
tempo de reteng3ao e quantificados pela altura ou area do pi
co.

Para a separagido de uma serie de anfonsusa-
se um trocador anionico na forma HC03' na coluna separadora

e NaHCO3 como eluente. Neste caso, os Jons Natdo eluente sao
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trocados pelos ions H* na resina supressora, deixando H2C03 no
efluente. A coluna supressora também converte os anions da
amostra em acidos antes destes atingirem o detector.

As reagoes que ocorrem Sao:

Na HCO3 + R-H — R-Na + H2C03
Na X + R-H —» R-Na + HX

(onde X = F7, €17, P0;?, 50,7%,....)

11-3. Vantagens e desvantagens das duas tecnicas analiti-

cas,

A tecnica de ativag3o com neutrons pode ser
realfizada com a ajuda de separagdo radioquimica ou diretamen-
te na amostra sem qualquer tratamento. A analise por ativagao
com separacao radioquimica exige um gasto major de tempo e de
reagentes, alem de maior exposicao do operador a radiagdo.
Por esses motivos, para analises de rotina de grande numero
de amostras, a atfvacao com neutrons e analise instrumental '’
da amostra @ mafs aconselhavel,

Alguns pesquisadores enfatizam o uso do me
todo instrumental ou nao-destrutivo de analise, como sendo
uma técnica fdeal para certas determinagoes. O metodo de

analise pof ativacdo nao-destrutivo e limitado, porenm, a
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determinagao de apenas alguns elementos e & altamente depen-
dente da composigao da amostra e da resolugao do detector
usado.

A analise por ativacao instrumental de mate
riais biologicos, empregando espectrometria de raios gama com
detectores de estado sdolido de Ge(Li), tem se mostrado um me
todo sensivel, exatp e preciso de analise dos elementos cons
tituintes. Segundo Nadkarni (52). a versatilidade do metodo
permite a determinag?o de cerca de 36 elementos, dentre os
quais Na e K, em uma simples amostra de material biologico,
.sem recorrer a separagoes quimicas.

Uma tecnica analitica alternativa a analise
por ativag?o, bastante usada em laboratorios medicos, € a
fotometria de chama, E um metodo sensivel, economico e mais
rapido se apenas um elemento deve ser analisado. No entanto,
o tempo para uma analise multi-elementar & menor com a ana
lise por ativagao, fator de importancia quando ha necessida-
de de um grande numero de analises, especialmente quando es
tas envolvem amostras muito pequenas de tecido ou se ha ne
cessTdade de um metodo nao-destrutivo. Alguns au

10 13 33 61 -
(19,13,33, ) compararam as duas tecnicas analiticas e

tores
obtiveram resultados concordantes.

Duas outras tecnicas analfticas, espectros
copia de emissao e de absorgdo atomica, tem sido usadas em
analises de material biologico. Entretanto, requerem um tra
tamento prévio da amostra com consequentes riscos de conta
minag3o. A analise por ativagao instrumental envolve um mini
mo de manuseio da amostra antes da irradiagao e nao requer

qualquer manuseio pos-irradiacao exceto o acondicfonamento da

amostra para a contagenm,
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Por outro lado, a analise por ativacgao
nao € capaz de resolver problemas relacionados com algunsele
mentos constituintes do material biologico tais como o c,
H, 0 e N, Esses elementos podem ser analisados por tecnicas
classicas ou por ativacao com outros tipos de particulas 60
mo fotons e particulas carregadas tais como protons, deute
rons e particulas alfa. Qualquer tipo de analise por ativa
¢ao nao fornece, porem,informacao sobre a forma em que 0s
elementos se encontram na amostra,

A analise por ativagao e, sem dﬁvida,
uma das técnicas de analise de maior sensibilidade. Como alji
teratura apresenta diferentes criterios para a determinagao
da sensibilidade, a comparagiao entre as varias tecnicas tor-
na-se dificil. Segundo De Soete e cols.(al), a maioria dos
elementos do sistema periodico pode ser determinada na fai
xa de partes por milh3ao (ppm) sendo que alguns atée em partes
por bilhao (ppb) por analise por ativagdo com neutrons tér

micos, quando a amostra & submetida a um fluxo de aproximada
12 -2 -1

mente 10 “n cm ~ s '. Embora a sensibilidade do metodo
aumente com a intensidade do fluxo, o uso de fluxos muito
altos e limitado pelo custo elevado de tais irradiagoes e
pelos problemas que surgem com as altas doses de neutrons
e de rajos gama, nas proprias amostras e respectivos invé
lucros.

A exatidao dos resultados obtidos em
analise por ativagao tambem & um fator mufto importante aser
considerado. Por este motivo, o método & usado com freqlen
cia em conjunto com outras tecnicas de alta exatidao, basea

das em principios diferentes como a espectrometria de mas
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sa, para a preparacao de padroes com valores certificados.

Ao mesmo tempo, tem sido enfatizado que ne
nhum outro metodo analitico pode dar informagdes simultaneas
sobre a concentracao de um grande numero de elementos numa
amostra com boa precisao em poucas horas de trabalho(SI).

A cromatografia de ions apresenta os mesmos
inconvenientes que as demais tecnicas analiticas quanto a
preparagao da amostra, Tsto e, existe o risco de contamina
gao. Este @ o unico aspecto negativo dessa tecnica em rela
cao a analise por ativacao, porque, em particular para Na e
.K. as determinagdes sao simultaneas. Depois de preparada a
solucao da amostra, sao suficientes 30 minutos para cbter os
resultados das analises.

A cromatografia de Tons & uma técnica mul
ti-elementar que alia as vantagens da cromatografia classica
a um metodo de detecgao imedjato. Assim, & possivel separar
e determinar formas ionicas que se comportam de modo dife
rente numa coluna cromatografica como por exemplo, os produ
tos de degradagao do fosfato de tri-n-butila (TBP)(sz), que
e de grande interesse no ciclo do combustivel nuclear.

E uma tecnica ainda nao muito explorada mas
com grandes possibilidades de aplicagado. Alem disso, exigeum
equipamento simples que pode ser instalado em qualquer labo

ratorio de analises.
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CAPITULO III

PARTE EXPERIMENTAL

I11-1. Analise por Ativagao

II1.1.1. Equipamento

Usaram-se tres conjuntos para a detecgao da

radiagao gama. 0 primeiro @ constituido de um detecior de
Ge-Li de marca ORTEC, serie 16-3911, modelo n? 8001-1022 Vv
com resolugao de 3,4 KeV para fotons de 1,33 MeV do 60Co,

acoplado a um multi-analisador de 4096 canais em linha com
um mini-computador 2001, ambos da marca HEWLETT-PACKARD. Os
espectros de rafos gama foram analisados pelo programa FALA
desenvolvido na Divisao de Radioquimica do IPEN-CNEN/SP por
Lima e Atalla(bb). em linguagem BASIC,

0 segundo conjunto compoe-se de um detector
de Ge-Li, seérie WIN 15 modelo nQ 8001-1521W serie n® 17-3491,
com resolugao de 2,50 KeV no pico em 1,33 MeV do espectro de
raios gama do 6OCo. acoplado a um multi-analisador de 4096
canais de marca ORTEC modelo 6240-B. Um computador PDP-11,
em linha com o multianalisador, permitiu analisar os espec
tros de raios gama por meio do programa GAMMA 2, em 1lingua
gem CRACL, fornecido pela ORTEC.

0 terceiro & um espectrometro de rajos gama

que consfste de um analisador de 400 canais, TMC, modeio
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406-2 acoplado a um cristal de cintilacao NalI(T1) (HARSHANW)

tipo pogo de 7,5 x 7,5 centimetros.

I11-1.2. Identificagao e calculo das areas dos picos

O0s picos correspondentes as energias dos

24“a e 42

raios gama emitidos pelo K foram identificados nos
espectros, consultando-se as tabelas de Adams e Dams(1 ).

Seguindo-se a identificacao dos picos do
24Na e 4ZK. as atividades foram determinadas calculando-se a
area total sob o fotopico e subtraindo dessa area aquela que
corresponde 2o trapézio situado na base do fotopico, confor
me o meétodo de Covel1{2® ),

Em todos os casos em que se comparavam as
atividades das amostras e do padrao, as atividades foram re

feridas ao mesmo tempo de decaimento radioativo.

111.1.3. Calculo da concentragao dos elementos

A massa de cada elemento presente nas amos
tras foi obtida por meio da relagao classica da analise por

ativagao, apresentada no Capftulo II.
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111.1.4. Padroes u*tilizados

Dentre os padroes disponfveis na Divisdao de
Radioquimica do IPEN-CNEN/SP, foi escolhido o V-4 (dried
potatoes), fornecido pela Agencia Internacional de Energia
Atomica (AIEA), por apresentar concentragoes de sodio e po
tassio da mesma ordem de grandeza das existentes no musculo.
Alem disso, por se tratar de analise de material biologico,

procurou-se um padrao cuja composigao fosse semelhante a das

amostras. 0Os teores de Na e K no padrao V-4, de acordo com .

a referencia (35), sao apresentadas na Tabela III-1.1,

A porcentagem de K no padrao V-4 foi confir
mada por mefio do padrao geologico GSP-1, fornecido pelo U.S.
Geological Survey. Os resultados obtidos para o K em V-4,
apos comparacao dos dois padroes, estao de acordo com 0s
apresentados na referencia(35).

Em relagao ao teor de Na no padrao V-4,
usando-se como padrao alfquotas de uma solugao com concentra
¢30 conhecida de NaCl, verificou-se que os resultados obti
dos eram discordantes do valor certificado. 0 valor encontra
do foi de 942 ppm, ao invés de 1740 ppm conforme especifica
do na referencia(35)., Para confirmar esta discordancia recor
reu-se a determinagac do teor de Na neste padrao por croma
tografia de Tons, fotometria de chama e ativagao com neu
trons com os seguintes padroes: NaCl (solugdo e solido),
Na,C0, (solugdo) e o padrao GSP-1 que apresenta valor certi
ficado para o Na, Os valores encontrados sao todos concordan
tes entre si e sua média corresponde a 54,3% do valor especi

ficado no relatorio da AIEA(3%).
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Considerando-se o valor de 945 X26ppm de Na
no padrao V-4 como sendo certo, a analise do teor de Na em
amostras de musculo de ratos e bois apresentou resul tados
concordantes com os da literatura, conforme sera visto no
Capitulo IV.

Ao final da fase experimental, foi possivel
obter um novo padrao da AIEA, o H-4, constituido de musculo
de animal em po. Os teores de Na e K neste padrao, apresenta
dos no relatorio da AIEAC®) e transcritos na TabelaIll-1.2,
foram confirmados por analises por ativagao com neutrons e
.por meio de cromatografia de Tons, antes de serem usados
neste trabalho.

A comparagao entre os dois padroes, V-4 e
H-4,confirmou o teor de 945 ppm de Na no padrao V-4.

Em vista de irregularidade observada no pa
drao v-4, todos os resultados apresentados no CapTtulo 1V fo

ram relacionados com o padrac H-4.

I11-1.5. Preparacio das amostras para a irradiacgao

Tres (3) amostras de musculo quadriceps de
rato, respectivamente R1, R2 e R3 e duas (2) amostras de mis
culo gluteo de boi, respectivamente B1 e B2, foram disseca
das e foi usada uma massa muscular interna, livre de qual
quer contaminagao superficial. Foram utilfzados instrumentos
de aco inoxidavel e placas de vidro previamente limpos com

solugdo de acido nTtrico dilufdo em agua destilada (aproxi
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madamente 1:10 v/v) e depois com agua destilada e desioniza
da. Foram removidos os resfduos de gordura e aponevrose. Os
fragmentos musculares obtidos foram rapidamente lavados com
agua destilada e desionizada e secos com papel de filtro pa
ra remogao de sangue aderente, restando apenas a parte car
nosa do tecido muscular.

Em virtude de ser universalmente empregada
a normaiizagao das analises de musculo para waterial seco,
era mister padronizar o procedimento de secagem do material
a ser ativado. A obtengao de amostras secas se impunha,igual
.mente, em virtude dos padroes utilizados serem representa
dos por material seco.

0s fragmentos musculares, obtidos do mate
rial fresco, foram pcsados em balanga analftica " METTLER
H-16 " e, a seguir, foram colocados em estufa a 50°¢C para
perda de agua, ate atingirem peso constante, o que requer
cerca de 24 horas. As amostras secas foram, entao, pulveri
zadas e homogeneizadas em almofariz de agata ateé obtengao
de granuiometria adequada (80 mesh). A amostra pulverizada
foi armazenada em frascos de vidro previamente lavados com
acido nTtrico diluido e agua desionizada e destilada.Depois
de secos, os frascos foram arrolhados e conservados em des

secador a vacuo,

I11.1.6. Procedimentos para a irradiagao

Acondicionaram-se aproximadamente 25 mg de

musculo em po e de padr3o em envelopes individuajs de polie
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tileno selados a quente. Deste modo, pode-se irradiar e de
terminar a atividade de cada amostra no proprio involucro
sem necessidade de transferencia do po radioativo.

Esses envelopes de plastico foram irradia
dos previamente para verificar a presenca de elementos, prin
cipalmente de sodio, que pudessem interferir na analise do
misculo. Examinando-se o espectro de raios gama do polieti
leno irradiado, verificou-se nao haver contribuigao dos ra
dioisotopos de interesse na contagem final da amostra.

Envelopes de polietileno de aproximadamen
.te um centimetro quadrado foram usados para as amostras e
os padroes.

Um conjunto de um padrao e duas amostras de
cada lado era colocado noutro envelope de plastico de manei
ra a manter as amostras e padrio bem proximos um do outro
durante a frradiagao.

0 conjunto de quatro amostras e padrao era
colocado em recipientes de irradfagio constituidos por tubos
de polipropileno com cerca de 10,0 centTmetros de comprimen
to e 2,5 centimetros de diametro. Esses recipientes sao en
viados diretamente do laboratorio para o reator por meio de
um sistema pneumatico.

A disposigao das amostras e padroes nos re
cipientes de frradiagao constitui um problema de alta impor
tancia. Uma das mafores fontes de erro, em analise por ati
vagao, e a exposigao das amostras e padroes a diferentes flu

135)(en8nio no

xos de neutrons em virtude da concentragao do
carogo e das posigoes das barras de controle do reator que
sao os elementos que modificam o valor do fluxo no local de

irradiacao. Se as dimensdes das amostras forem grandes  ou,



.32,

tambem, quando nao se tem o cuidado de manter o padrao e
amostra bem proximos um do outro, pode ocorrer uma variagao
na intensidade do fluxo que atinge o padrao e as amostras.
As amostras e padroes foram irradiados por
um periodo de 30 minutos no reator IEA-R1, sendo submetidos

a um fluxo de neutrons de aproximadamente 5 x lolln cm'zs'].

I11-1.7. Limite de determinagao

0 limite de determinagao do metodo depende
de muitos fatores como: fluxo de neutrons disponivel, periodos
de ativagao e decaimento, secgao de choque para a reagao,
eficiencia de contagem e definigao de erro admitido na anali
se. A menos que estas condigoes sejam precisamente definidas,
os limites de determinagao nao podem ser comparados por  di
ferentes pesquisadores.

Para calcular o 1imite de determinagao do
método para sodio e potassio, adotou-se o critério de
Currie(27). ja usado em outros trabalhos na area de Radioqui
mica do IPEN-CNEN/SP. Chamando-se Lq. o limite de sensibili
dade para determinagoes quantitativas, Currie deduziu a se

guinte formula :

Up 1/2
Ly = 50 1+[1+_1_2_3_J (111-1)

onde uy e o valor da contagem de fundo do aparelho.
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Como o calculo das areas dos picos foi obti

- 26
do aplicando o metodo de Coven ! ). ao valor v, foi adicip
nada a atividade u, correspondente a parte da area do  trape

zio que corresponde ao efeito Compton.

1/2

u, + u,
Lg = 501+ [1 + __] (111-2)
12,5
0 menor valor determinavel quantitativamen-
te para cada elemento foi calculado admitindo-se um desvio
padrao relativo de 10%, conforme o criterio adotado por

Currie(27 ).

Sob fluxo de 5 x 10''n cm™? s™, 30 miny
tos de irradizgao, tempo de decaimento = 3 h e tempo de con
tagem = 1000 s no detector de Ge(Li) as quantidades minimas
determinaveis sao para o sodio 5 x 10'79 e para o potassio
4 x 10'59. As massas de misculo seco e fresco necessarias pa
ra cobrir os menores valores determinaveis de sodio e potas
sio s3o de 1,5 mg de misculo seco ou 6 mg de musculo fresco,
o que e suficiente para as neiessidades futuras que visam uti

lizar amostras de 8 a 15 mg de materfal fresco.
I11-1.8, Comparagao dos espectros de rajos gama ob
tidos no cintilador de NalI(T)) e detector

de Ge(L1).

A Figura III-] mostra um intervalo do es
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pectro de raios gama obtido no cintilador NaI(T1) e no de
tector de Ge(Li) onde se encontram os picos dos radioisoto
pos de interesse.

Comparando-se os espectros obtidos nos dois
detectores, verifica-se que o uso do cintilador NaI(T1) nao

24 42

e adequado para discriminar os fotopicos do “'Nae K for

mados, sendo o fotopico do 42K parciaimente mascarado pelo fo

24

topico do =~ Na. O detector de Ge(Li) tem poder de resolu

42K

- . . . 2 .
¢ao capaz de discernir os picos de 4Na e » Sem necessi

dade de processamento quimico previo da amostra. Observou-se

28y, com o NaI(T1) & de

"que a resolugao para o fotopico do
100 KeV e com o detector de Ge(Li)que apresenta melhor reso
lugdao & de 3 KeV. Observou-se também que a eficiencia do de
tector de Ge(Li) @ suficiente para permitir a analise simul-
tanea de Na e K nas amostras, nas condigoes de irradiagao e

contagem descritas.

111-2. Cromatografia de Tons

IT11-2,1, Equipamento

Utilizou-se, na realizagao deste trabalho,
um cromatografo de Tons modelo 10 da DIONEX, instalado no
Departamento de Engenharia Quimica.

Detalhes das colunas, eluentes, etc., wusa
dos na'ani11se da amostra biologica estdo sumarizados na

Tabela 111-2.1.
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TABELA III-2.1: CONDIGDES APLICADAS NO CROMATOGRAFO DE TONS
DIONEX - MODELO 10 PARA A DETERMINACAO DE

Na* E k*.
Eluente: HNO, 0,005 N
Pressao da Bomba : 480 PSI
Fluxo : 150 mL/h
Colunas Analfticas : pre-coluna: @ = 3 mm
h = 50 mm
separadora @ = 3 mm
cationica: h = 200 mm
Coluna Supressora : = 9 mm
h = 100 mm

Sensibilidade do Detector: 10 umho
Volume de Injecao : 100 ulL
Solugao regenerante : NaOH 0,5N
Ajuste de Sensibilidade

do registrador : 500 mV a5V
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111-2.2, Reagentes

- Kcido Nitrico concentrado, 65%, Carlo
Erba p.a.
- Kcido Cloridrico 8 N, Merck, p.a.

- BAcido Perclorico 70%, Carlo Erba p.a.

Prepararam-se os padroes de sodio e potas
sio a partir da dissolugao dos cloretos correspondentes
em agua bidestilada nas concentragdes necessarias para a

analise (Nat = 4,2 yg/mL; k¥ = 5,84 ug/mL).

111-2.3. Digestao quimica das amostras e do padrao

Foi realizada uma digestao quimica previa
das amostras de misculo em po R1, R2, R3, Bl e B2 e do pa
drao H-4 com uma mistura de acido nitrico concentrado(65%),
acido clorTdrico 8N e acido perclorico (79%).

Para a massa de 100 mg de amostra, icrescen
tavam-se inicialmente 5 mL de HN03. Aguecia-se até quase a
secura, acrescentando-se, entao, mais 2 mL de HNO4, 2 mL de
HC1 e 4 mL de HCI10, e continuava-se o aquecimento. Se a so
luc3o nao ficasse clara, repetia-se a adigao de acidos e o
aquecimento. Evaporava-se entio ate secura completa (elimina

¢do total de fumos brancos do HC10,).
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A seguir, o residuo era dissolvido em agua
bidestilada, transferido para um balao volumétrico de 50 mL
e o volume era completado com agua bidestilada. As amostras,
deste modo, estavam prontas para serem submetidas a analise
por cromatografia de Tons.

Prepararam-se duas solugoes de cada amostra
e obtiveram-se cinco resultados para cada solugao.

Para eliminar possiveis interferencias quan
to a contaminagdo dos reagentes usados foram feitas provas
em branco. Na prova em branco o procedimento foi o mesmo des
“crito para o tratamento das amostras, porem sem a adigao des

ta.

I111-2.4, ldentificagao e Quantificacao dos picos

Para um conjunto de colunas bem determinado
e vazao constante, cada tipo de Ton tem um tempo de retengao
na coluna bem definido. A posigcao dos picos no cromatogra-
ma permite assim a identificagao dos Tons. Uma vez identifi
cados, a quantificacao &€ feita por comparagao das respostas
do detector para a amostra e para o padrao.

A resposta do detector & um grafico onde se
medem a area ou a altura do pico. A medida da altura do pico
e muito precisa (erro de + 0,5%); a precisao da medida da
area, quando & feita por integracao eletronica, é da  mesma
ordem de grandeza.

A resposta do detector (altura do pico) es

ta diretamente relacionada com a massa da especie analisada,
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111-2.5. Procedimento para a analise por Cromatogra

fia de Tons.

Apos o tratamento quimico descrito no Ttem
I111-2.3., 100 yL da solugao de cada amostra (R1, R2, R3, Bl
e B2) foram injetados no cromatografo de ions e os picos ca
racterYsticos de Na' e k* foram registrados.

A Figura III-2,1. apresenta o cromatograma
" do padrao utilizado para a analise das amostras biologicas e
a Figura 111-2.2. apresenta o cromatograma caracteristico de
uma amostra.

Em todas as amostras injetadas no cromatogra
fo de Tens, foi observada a presenga de um pico provocado por
um Ton cujo tempo de retengao corresponde ao de NHZ . A pre
senca desse Ton foi confirmada por reacao com reagente de
Nessler.

A analise de Na* e k¥ foi feita inicialmen
te com o emprego de uma pre-coluna e uma s0 coluna separado
ra. Nessas condigoes, observou-se uma sobreposig3ao do pico
correspondente ao NHz no pico do K*. o que dificultava a sua
quantificagao (Figura II1-2.2.). Quando foram usadas duas
colunas separadoras, houve melhora de resolugao dos picos,
reduzindo a interferencia do NHZ sobre o pico do k.

Na Figura I11.2.2. estao registrados os pi
cos de sodio, amonia e potassio, que sao os uUnficos observados
sob esta, condigdes. 0 tempo de analise para cada amostra in

jetada foi de aproximadamente 20 minutos.



TABELA III-1.1. CONCENTRAGAO DE Na E K NO PADRAO V-4

ELEMENTO METODO VALOR ESPERADO* VALOR ENCONTRADO
EMPREGADO (mg/g) (mg/9)
K AAN 9,8 9,6
AAN 0,95
Na FC 1,74 0,94
CI 0,94
- (35)
w - Valores especificados no relatorio da AIEA .
0BS - AAN - Analise por Ativagao com Neutrons

FC - Fotometria de chama

Cl - Cromatografia de Tons

66"



TABELA III-1.2. CONCENTRAGAO DE Na E K NO PADRAO H-4

ELEMENTO | METODO VALOR ESPERADO" VALOR ENCONTRADO

EMPREGADO (mg/g) (mg/9)

K AAN 1,53
].58

I 1,56

Na AAN 0,201
0,206

CI 0,199

* = Valores especificados

58
no relatorio da ATEAS ).

‘ov°
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Condutdncio especifica ( yMHO /cm)

I~

-

-

5 10 Tempo (min)

Figura TIX.2.1 - Cromotogroma do padréo.
CondigSes de 'andlise: Uma colunp seporodorg
_" Sensibiidode do detector 10 pMHO
' Sensibilidode do r‘egisirodor 2V
Volume irjetado : 100 p)
e ConcentracSo dos fons ! NG - 4,2 yo/mi

K’ - 5,48 po/mi
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FIGURA TIL.2.2 - Cromotogromos de umo omosiro  biologico.,
@) com uma coluna sepgradoro
b) com duas colunas seporadoros

-
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Volume injetado . 100 pl

10 15 .2'0 Tempo
{min)

10 pMHO
rAY

ey



.44,

CAPITULO IV

RESULTADOS

Apresentam-se inicialmente os resultados das
analises de sodio e potassin no padrao H-4 pelos métodos de
) analise por ativagao e cromatografia de Tons. Obtiveram-seoi .
to resultados para cada elemente, conforme as Tabelas IvV-1
e 1V-2. Calcularam-se as médias ii (i =1e2), os desvios-

padroes s, € 0S desvios padroes das medias s;.- Em todos os
i i

resultados apresentades, o indice i = 1 refere-se a analise
por ativagdo e o Tndice i = 2 refere-se aos resultados obti
dos por cromatografia de Tons.

Foi aplicade o teste t(sa) para verificar
se os valores das médias achadas podem ser considerados
jguais ao valor esperado. Verificou-se que, num nivel de sig
nificancia 0,05, os valores experimentais podem ser conside
rados exatos.

Em todos os testes estatisticos aplicados
neste trabalho, adotou-se o nfvel de significancia 0,05.

Fez-se uma comparagao da precisao dos dois
metodos, aplicando o teste F(sa) as variancias 551 e siz

Como o valor de F achado & menor do que o valor de F tavela

do, os dois métodos podem ser considerados igualmente preci

soS.

A seguir, apresentam-se os resultados obti
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dos nas analises das amostras de misculos. Nas Tabelas IV-3
a IV-7 encontram-se os valores obtidos para Na e nas Tabelas
IV-8 a IV-12 encontram-se os valores obtidos para K em to
das as amos*ras. As Tabelas foram divididas em duas partes:
a) resultados obtidos por analise por ativagdo e b) resulta
dos das analises por cromatografia de Jons. Nas Tabelas cons
tam também as médias de cada série de resultados, a média
geral de todos os resultados (ii). o desvio padrao dos re
sultados (sxi) e o desvio padrao da media (sii).

0 conjunto das medias das seis series de
"resultados obtidos por analise por ativagao foi examinado
pela analise da variEncia(sa). Depois de ter sido comprova-
da a homogeneidade dos resultados, foi calculada a media ge
ral i1 e o respectivo desvio padrao s§1.

No caso da cromatografia de Jons, por se
rem somente duas series de resultados, a comparagao entre as
duas meédias foi feita pela aplicacao do teste t. Depois de
ter sido verificada a i{gualdade das duas medias, calculou-
se:a media geral iz e o seu desvio padrao s;z.

Feito isso, compararam-se as medias 21 e
iz de cada Tabela por meio do teste t. Em todos os casos, ob
servou-se que as meédias dos resultados obtidos pelos dois
métodos sdo estatisticamente fguais, no nivel de significan

cia adotau..



TABELA IV-1 - RESULTADOS OBTIDOS NAS DETERMINAGDES DE
Na NO PADRAO H-4.
VALOR ESPERADO : 0,206 %

Na (%)

AAN CI
0,192 0,201
0,210 0,201
0,199 0,201
0,200 0,186
0,216 0,186
0,215 0,207
0,195 0,207
0,182 0,207
21 = 0,201 X2 = 0,199
st = 0,012 sx2 = 0,009
s;l = 0,004 siz = 0,003




TABELA IV-2 - RESULTADOS 0BTIDOS NAS DETERMINAGDES DE
K NO PADRAO H-4.
VALOR ESPERADO: 1,58 %

K (%)
AAN c1
1,59 1,66
1,55 1,66
1,46 1,57
1,48 1,60
1,62 1,49
1,47 1,58
1,44 1,43
1,63 1,51
Xy = 1,53 X, = 1,56
sx] = 0,08 sx2 = 0,08
s- = 0,03 s- = 0,03
X X2
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TABELA IV-3 - RESULTADOS OBTIDOS NAS DETERMINACOES DE

Na NA AMOSTRA R1.

a) ANALISE POR ATIVAGAO (6 SERIES)

Na (%)
I II ITI Iv v VI
0,165 0,159 0,160 0,178 0,160 0,171
0,160 0,150 0,158 0,174 0,172 0,165
0,157 0,158 0,159 0,160 0,164 0,159
0,134 0,163 0,155 0,173 0,168 0,157
X, = 0,162 sx, = 0,009 s, = 0,002
b) CROMATOGRAFIA DE TONS (2 SERIES)
Na (%)
I Il
0,148 0,163
0,148 0,163
0,154 0,154
0,163 0,154
0,163 N,172
XI = 0,155 XII = 0,161
X, = 0,159 sx2 = 0,008 siz = 0,003
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TABELA IV-4 - RESULTADOS OBTIDOS NAS DETERMINAGIES DE

Na NA AMOSTRA R2.

a) ANALISE POR ATIVACRO (6 SERIES)

Na (%)
I 11 111 Iv v VI
0,115 0,109 0,106 0,112 0,115 | 0,109
0,117 0,113 0,11 0,115 0,112 | 0,117
0,117 0,120 0,111 0,110 0,117 | 0,108
0,113 0,111 0,120 0,120 0,113 | 0,112
R;= 0,015 R;;= 0,113 | X;;p= 0,112 ¥ = 0,114] X;= 0,114 | X, ;= 0,112
X, = 0,113 Sx, = 0,004 5%, 0,001
b) CROMATOGRAFIA DE TONS (2 SERIES)
Na (%)
1 1
0,102 0,120
0,102 0,108
0,1 0,108
0,1 0,108
0,114 0,112
%; = 0,108 Rip = 0.
f, = 0,110 Sx, = 0,005 s5 = 0,002
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TABELA IV-5 - RESULTADOS OBTIDOS NAS DETERMINACUES DE

Na NA AMOSTRA R3.

a) ANALISE POR ATIVAGAO (6 SERIES)

Na (%)
I 11 111 IV v Vi
0,140 0,136 0,124 0,137 0,130 0,127
0,136 0,129 0,126 0,134 0,137 0,128
0,135 0,124 0,123 0,129 0,138 0,139
0,130 0,118 0,128 0,131 0,119 0,135
21= 0,135 X;(= 0,127 Xppp= 0,125| Xpy= 0,133 X,= 0,131 Xyp= 0,131
Xy = 0,130 sx1 = 0,006 si] = 0,00
b) CROMATOGRAFIA DE TONS (2 SERIES)
Na (%)
1 11
0,132 0,126
0,132 0,126
0,138 0,134
0,138 0,134
0,130 0,138
RI = 0.134 RII = 0']32
Rz = 0,133 sx2 = 0,004 siz = 0,001
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TABELA 1V-6 - RESULTADOS OBTIDOS NAS DETERMINACOES DE
Na NA AMOSTRA Bl.

a) ANELISES POR ATIVAGAO (6 SERIES)

Na (%)

1 11 111 Iv v VI
0,269 0,247 0,254 0,279 0,245 0,259
_0.265 0,250 0,265 0,272 0,262 0,249
0,259 0,269 0,276 0,277 0,277 0,252
0,281 0,278 0,263 0,274 0,280 0,252
XI= 0,268 XII= 0,261 XIII= 0,264 le= 0,276 Xv= 0,266 le= 0,253
X1 = 0,260 le = 0,010 sil = 0,002

b) CROMATOGRAFIA DE TONS (2 SERIES)

Na (%)
I 11

0,263 0,260

0,248 0,260

0,263 0,276

0,248 0,272

0,269 0,272
xl = 0.258 xll = 0.268
%,= 0,263 Sxp" 0,010 sz = 0,003
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TABELA 1V-7 - RESULTADOS OBTIDOS NAS DETERMINACOES DE
Na NA AMOSTRA B2.

a) ANALISE POR ATIVACAO (6 SERIES)

Na (%)

1 1 111 1V v Vi
0,213 0,232 0,241 0,217 0,209 0,245
0,218 0,229 0,207 0,226 0,235 0,237

" 0,235 0,246 0,234 0,242 0,240 0,228
0,251 0,241 0,248 0,235 0,230 0,217
Xp= 0,229| X = 0,237 {R ;= 0,232 | K= 0,230 [Ry= 0,228 |%, = 0,232

Xy = 0,231 Sy, = 0,012 %, = 04002

b) CROMATOGRAFIA DE TONS (2 SERIES)

Na (%)
I 11

0,219 0,227

0,219 0,218

0,217 0,230

0,220 0,242

0,225 0,214
XI = 0,220 XII = 0,226
X,= 0,223 sxz' 0,008 s;2= 0,002
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TABELA IV-B - RESULTADOS OBTIDOS NAS DETERMINACODES DE
K NA AMOSTRA R1.
a) ANALISE POR ATIVAGAO (6 SERIES)
K (%)
1 11 111 Iv v VI
1,66 1,49 1,54 1,57 1,63 1,56
1,48 1,61 1,54 1,59 1,58 1,51
1,45 1,54 1,62 1,38 1,54 1,60
1,24 1,60 1,45 1,58 1,63 1,47
X;= 1,86 | X;;= 1,5 | X;p=1.,54 | ¥ =1,63 [X,=1,60 |X,=1,54
X; = 1,54 sx1 = 0,09 si] = 0,02
b) CROMATOGRAFIA DE TONS (2 SERIES)
K (%)
I I1
1,66 1,69
1,66 1,69
1,62 1,52
1,52 1,52
1,50 1,65
X] = 1,57 X,l = 1,61
X, = 1,59 sx2 = 0,08 s;z = 0,03
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TABELA IV-9 - RESULTADOS OBTIDOS NAS DETERMINACDES DE
K NA AMOSTRA R2.
a) ANALISE POR ATIVAGAO (6 SERIES)
(%)

I I 111 1V v VI
1.62 1,34 1,31 1,42 1,53 1,45
1,54 1,81 1,39 1,41 1,42 1,81

"1.,45 1,51 1,42 1,38 1,46 1,86
1.48 1,56 1,53 1,47 1,38 1,40
%p= 1,52 | K= 1,08 | Rppp= 100 | Ry 1,82 [Ry= 1,85 | K- 1,03
Xy = 1,45 Sxy = 0407 sz, = 0.0
b) CROMATOGRAFIA CE TONS (2 SERIES)
kK (%)
I I
1,43 1,55
1,45 1,49
1,37 1,51
1,50 1,51
1,50 1,46
Rl = 1,45 xll = 1,50
K, = 1,50 Sy, = 0,03 55 = 0,0
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TABELA IV-10 - RESULTADOS OBTIDOS NAS DETERMINACOES DE

K NA AMOSTRA R3.

a) ANALISE POR ATIVAGAO (6 SERIES)

Kk (%)

1 I1 111 IV v '3
1,69 1,48 1,70 1,60 1,57 1,53
1,65 1,55 1,62 1,64 1,65 1,47
1,58 1,52 1,57 1,58 1,65 1,67
1,44 1,56 1,65 1,52 1,43 1,63

XI= 1,59 XII= 1,53 xIII= 1,64 XIV= 1,58 1,58 XVI= 1,58
il = 1,58 s, = 0,08 s- = 0,02
1 1
b) CROMATOGRAFIA DE TONS (2 SERIES)
K (%)
4 11
1,49 1,74
1,49 1,52
1,59 1,52
1,62 1,60
1,62 1,60
XI = 1,56 xll = 1,60
x2 = 1,58 sx2 = 0,08 sz *° 0,03
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TABELA IV-11 - RESULTADOS OBTIDOS NAS DETERMINAGOES DE
K %A AMOSTRA B1.
a) ANALISE POR ATIVAGAO (6 SERIES)
K (%
1 11 111 v v VI
1,20 1,58 1,41 1,39 1,51 1,54
1,25 1,65 1,59 1,38 1,32 1,58
1,20 1,20 1,55 1,48 1,34 1,47
1,39 1,37 1,47 1,47 1,42 1,41
X;= 1,26 *11’ 1,45 RIII= 1,50 Xpy= 1,43 Rv= 1,40 va’ 1,50
21 = 1,42 sx] = 0,13 si] = 0,03
b) CROMATOGRAFIA DE TONS (2 SERIES)
K (%)
I 11
1,64 1,63
1,52 1,50
1,52 1,42
1,44 1,42
].44 ],50
xI = 1,51 RII = 1,49
xz = ].50 sxz = 0.08 Siz = 0,03




TABELA IV-12 - RESULTADOS OBTIDOS NAS DETERMINACOUES DE

K NA AMOSTRA B2.

a) ANALISE POR ATIVAGAO (6 SERIES)

.57.

(%)

1 11 111 IV ] Vi
1,33 1,4 1,35 1,56 1,47 1,31
1,4 1,53 1,35 1,49 1,62 1,34

1,34 1,63 1,47 1,46 1,44 1,8
1,32 1,59 1,42 1,43 1,54 1,49
Xp= 1,35 XII= 1,54 Rxxx’ 1,40 RIV= 1,48 iv= 1,52 xvx' 1,39
Xy = 1,45 sx1 = 0,09 s§1 = 0,02
b) CROMATOGRAFIA DE TONS (2 SERIES)
K (%)
1 11
1,58 1,56
1,47 1,64
1,42 1,62
1,57 1,52
1,587 1,48
RI = 1,52 Rxx = 1,56
Rz sz 1,54 sx2 = 0,07 siz = 0,02
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CAPITULO V

DISCUSSAO E CONCLUSDES

Em primeiro lugar, chama-se a atengao para
a irregularidade apresentada pelo padrao V-4 quanto ao teor
de Na, conforme foi discutido no Capitulo I11l. Ficou provado
que, embora o padrao seja acompanhado de um certificado, e .
fundamental a verificagao de sua validade antes de ser usa
do como referencia.

A exatidao dos metodos analiticos aplica-
dos foi examinada por meio do padrao H-4 depois de ter sido
verificado que os teores de Na e K neste padrao sao dignos de
confianga. As Tabelas IV-1 e IV-2 apresentam os resultados ob
tidos para os teores desses dois elementos. Uma comparagaoen
tre cada uma das medfas (21 e Xz) com o valor esperado in
dicou que os valores experimentais nao diferem do valor esp~
rado, num nTvel de confianga de 0,95, Nesse mesmo nivel de
confianca, verificou-se que as médias obtidas pelos dois
metodos sao estatisticamente iguais.

Por mefo do padrao H-4, ficou assim prova
do que as duas tecnicas analTticas s3o exatas. Comparando as
variancias dos dois metodos, pelo teste F, tanto nas deter
minagoes de Na como nas de K, verificou-se que os dois meéto
dos sao iguaimente precisos.

Uma vez estabelecida a precisao e exatidao

dos dois métodos, passou-se 3 analise das amostras. As
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Tabelas IV-3 a IV-12 apresentam os resultados obtidos para
Ha e K por meio da analise por ativagao e da cromatografia
de jons.

Comparando-se os resultados obtidos nas
seis séries de irradiagoes de cada amostra, conclui-se que
os valores das medias sao estatisticamente iguais no nivel
de confianga adotado.

E importante observar que para essas an§
lises usaram-se 25 mg de amostra para evitar que houvesse
discordancia entre os resultados, provocada por falta de
' homogeneidade da propria amostra. Como a finalidade do tra
balho nao € provar a homogeneidade entre amostras muito
pequenas, evitou-se essa fonte de erro, embora alguns
autoresco’aa’“7) ja tenham afirmado que nao ha variagao '
apreciavel entre amostras colhidas de um mesmo tecido mus
cular,

No caso da cromatografia de Tons, usaram-
se 100 mg de amostra para cada solugao de 50 mL. Os mesmos
resultados podem ser obtidos com amostras 10 ou 100 vezes
menores desde que se mantenha a mesma concentragao da amos
tra e que as amostras sejam homogeneas. Comparando-se as
medias e as varfiancias das duas séries de resultados obti
dos por cromatografia de Tons, conclui-se que sao estatis
ticamente jguais.

Comparando-se, finaimente, as medias e as
variancias obtidas pelos dois métodos analfticos, chega-se
a conclusdo de que os dois métodos sao equivalentes em re
lagdo 3 exatidao e precisdo dos resultados, confirmando o
resultado obtido com o padrio H-4.

Quanto a sensibilidade, usando as condi
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¢oes descritas no presente trabalho, € possivel determinar

5 x 1077 5

g de Na e 4 x 1077 g de K por analise por ativa
¢ao sem separagao quimica, conforme foi visto ne Capitu
To I1I. A sensibilidade da cromatografia de Tons, de acor
do com o manual do aparelho(sz). € de 5 x 1078 g de Na e
10'79 de K por mililitro de solugao. A sensibilidade varia
com a complexidade da amostra e pode acontecer que sejam
necessarias separagoes quimica para ser possivel a obten
¢ao dos resultados. No caso das amostras examinadas, 0
unico on interferente & o NHZ. mas a sua interferencia po
"de ser evitada aumentando 0 comprimento da coluna separado
ra de jons.

Pode-se concluir, entio, que, quanto a
sensibilidade, as duas técnicas satisfazem a finalidade do
trabalho.

Outro fator que deve ser considerado € o
tempo exigido para as analises. 0 tempo de prepa}o das
amostras até a secagem € o mesmo para as duas técnicas. A
partir da obteng3o da amostra seca, o tempo necessario pa
ra a analise por cromatografia de ons & menor, porque a
dissolugdo da amostra leva cerca de uma hora e a analiseda
solugao requer aproximadamente 30 minutos., No caso da an§
1ise por ativagao sao necessarios de 20 a 30 minutos de ir
radiagao, 2 a 4 horas para o deczimento dos radioisotopos
de meia-vida curta e cerca de 30 minutos de contagem.

Quanto a simplicidade e custo da analise,
a tecnica de cromatografia de Tons oferece vantagens. Uma
vez adquirido o equipamento, a Unica despesa provéem das re

sinas e dos acidos necessarfos para decompor a amostra. Co

mo o volume de acidos usados &€ pequeno, a contribuigdo do
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preco dos reagentes no custo da analise e irrisoria. As resi
nas sao regeneradas depois de cada analise mas, com o tempo,
podem perder sua capacidade de troca e, neste caso, devemser
substituidas. Como sao resinas especiais, do tipo pelicular,
seu custo & bastante elevado. Basicamente, pode-se afirmaren
tao que o custo de uma analise por cromatografia de Tons de
pende do desgaste das resinas. Pela experiencia adquirida no
Departamento de Engenharia Quimica do IPEN-CNEN/SP, verifi
cou-se que estas resinas sao de longa duracao desde que 0
operador tenha o cuidado de nao injetar solugoes que conte
" nham excesso de 7ons, mesmo que estes Tons nao interfiram na '
analise.

A técnica da analise por ativagao & maisela
borada e depende da possibilidade da utilizagao de um reator
nuclear. Nos centros de pesquisas nucleares, justifica-se o
uso da analise por ativagao, principalmente quando se deseja
a determinag3o simultanea de muitos elementos. Para estes ca
sos, as duas tecnicas nao podem ser comparadas porque as pos
sibilidades de analise por ativagao sao bem conhecidas en
quanto que a tecnica da cromatografia de Tons ainda esta em
desenvolvimento.

No caso particular da determinagao de Na e
K, o uso da cromatografia de Tons & mais vantajoso por reque
rer um equipamento simples que pode ser instalado em qualquer
laboratorio analitico.

Do ponto de vista da confiabilidade dos re
sultados, as duas tecnicas sao excelentes e podem ser de

grande valia em pesquisas médicas.
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