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THE PROBLEM OF CONTAMINATION IN THE ALUMINIUM TRACE ANALYSIS. The most
common difficulties which occur in trace analysis are those which involve contamination, mainly
when the measurement is at very low concentration of ubiquitous elements as aluminium. The
worst situation is when a separation step is necessary, because it requires extra-manipulations of
the sample. This article describes the degree of contamination and its control for the aluminium
trace analysis in dialysis solutions, when aluminium content of about 15 [ig/l must be determinated.
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INTRODUCAO

Na determinagdio de tracos, a contaminagdo parece ser o
principal fator limitante quando se busca determinar quantida-
des muito pequenas de um analito em amostras reais.

Podem contribuir para a contaminacdo além dos reagentes e
recipientes utilizados na andlise, pd, fumaca, particulas prove-
nientes de paredes, chdo, teto, roupas e de materiais naturais
como, por exemplo o pdlen.

O controle da contaminagdo torna-se particularmente dificil
quando o elemento que se quer determinar a nivel de trago é
onipresente no meio ambiente. No caso particular do aluminio,
que é o terceiro elemento mais abundante da crosta terrestre,
observa-se que ele atinge a atmosfera ndo s6 através de emis-
sdes naturais, mas principalmente antropogénicas em func¢do
do seu grande emprégo a nivel industrial. Além do uso geral
do aluminio como metal, o 6xido de aluminio ¢ componente de
quase todos os tipos de vidros, e compostos de aluminio sdo
utilizados como catalisadores na fabricacdo de plésticos.

O uso de sulfato de aluminio como agente floculante em es-
tagdes de tratamento d’4dgua representa uma fonte adicional de
contaminag@o, uma vez que tracos de aluminio existentes na dgua
ndo sdo totalmente eliminados pelos processos convencionais de
purificacdo - destilagdo e troca-i6nica - usuais em laboratdrios.

A IMPORTANCIA DA DETERMINACAO
DE ALUMINIO A NIVEL DE TRACOS

Dentro da quimica analitica do aluminio dois capitulos dis-
tintos devem ser considerados. Um deles trata da andlise de
ligas metdlicas, solos, dguas e vegetais, onde via de regra, o
contetido em aluminio situa-se na faixa de partes por milhao
(ppm), e problemas de contaminagdo ndo chegam a ser criti-
cos. O outro trata da determinagdo de aluminio em fluidos para
hemodidlise e no organismo humano, onde a quantidade de
aluminio ndo deve ultrapassar poucas partes por bilhdo (ppb)'.

Como o aluminio ndo é um elemento essencial ao corpo hu-
mano, sua importancia reside no efeito téxico e cumulativo que
provoca em pacientes com insuficiéncia renal cronica (IRC), que
necessitam submeter-se periodicamente a hemodiélise. Pessoas
com IRC submetem-se trés vezes por semana a sessdes de
hemodidlise que duram de 3 a 4 horas. Para ser purificado, o
sangue do paciente interage com com a solucdo de didlise, apro-
ximadamente 120 litros de dgua na qual € dissolvido um con-
centrado salino, geralmente constituido por cloretos de sédio,
potéssio, cdlcio e magnésio, acetato de sédio e ainda glicose,
dextrose e/ou lactose”. Sangue e solugdo de didlise circulam pelos
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dois lados da membrana dialisadora, de tal forma que as impu-
rezas passam do sangue para a solug@o de didlise sem que con-
tudo sejam dialisados os seus principais eletrélitos. Quando ocor-
re da dgua estar contaminada por aluminio, este faz o caminho
inverso. Entrando na corrente sanguinea os fons aluminio acu-
mulam-se no organismo por deposi¢do nos 0ssos e no cérebro
provocando distrofia éssea e distirbios neurolégicos®. H4 na
IUPAC um sub-comité da Comissdo de Toxicologia encarrega-
do do controle do aluminio em solugdes de didlise*. Este sub-
comité fixou em 15ug/l a concentragdo médxima de aluminio em
solugdes de didlise. Isto impde a necessidade de um controle de
qualidade muito rigoroso tanto para a d4gua de hemodidlise quanto
para o concentrado salino utilizado no preparo da solugao.

DETERMINACAQ DE ALUMINIO EM FLUIDOS
PARA HEMODIALISE E AMOSTRAS BIOLOGICAS

Para uma determinacdo segura de quantidades tdo pequenas,
considerando a complexidade das matrizes, a sensibilidade da
maioria dos métodos ndo permite uma determinagdo direta. A
técnica mais empregada neste tipo de andlise é a espectrometria
de absorcdo atdmica (AAS) em forno de grafite’, com a qual,
via de regra, podem-se medir diretamente baixas concentracdes.
Mas, tanto para os fluidos de didlise quanto para amostras bio-
16gicas, mais especificamente o soro sangiiineo, uma determina-
¢do direta ndo € possivel (a concentragdo normal de aluminio no
sangue situa-se em torno de 7ug/1% ). Devido a sua alta concen-
tracdo salina, os fluidos costumam ser diluidos muitas vezes,
encontrando-se na literatura diluicGes em até 37 vezes’. No caso
do soro dilui¢des de no minimo 1:1 sdo usuais®.

Via de regra estas dilui¢des, tendo como objetivo a determi-
nacdo por AAS, utilizam ndo apenas dgua como diluente mas
também solucdes de dcidos como 4cido nitrico®'?, tensoativos
como Triton'!, misturas de ambos'?>'*, ou ainda modificadores
quimicos adequados a determinacdo de aluminio, encontrando-
se na literatura, além do classico nitrato de magnésiolS, outros
como ortofosfato'® e nitrato de aménio'”.

O PROBLEMA DA CONTAMINACAO

O problema da contaminacdo ja existe a partir da coleta da
amostra em fun¢do do tipo de recipiente para a armazenagem,
limpeza do mesmo e da presenca de particulas de poeira no ar. As
amostras de sangue acrescentem-se ainda tracos de aluminio pro-
venientes da pele do paciente, da utilizacdo de agulhas e seringas
e, quando necessdrio, da utilizacdo de agentes anticoagulantes.

Oster e Prellwitz!®, em sua revisio sobre o assunto, pro-
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pdem uma série de medidas a serem adotadas na andlise de
aluminio no sangue, desde a coleta até a determinagdo propri-
amente dita. Os autores chegam a sugerir que os “primeiros
mililitros” de sangue retirados dos pacientes sejam despreza-
dos a fim de evitar contaminagao.

De acordo com Savory'®, os maiores problemas da determi-
nacdo de aluminio a nivel biolégico estdo nos métodos impre-
cisos e na contaminacdo. A grande imprecisdo dos métodos
estd relacionada diretamente a baixa concentracdo do analito
somada a extrema complexidade das matrizes, seja pela eleva-
da concentracdo salina no caso dos fluidos de hemodidlise ou
pelo elevado nimero de constituintes no caso do sangue.

Mesmo a determinacdo de aluminio apenas na dgua utilizada
no preparo da solug¢do de didlise ndo encontra a exatiddo dese-
jada, como mostra uma publicacdo na revista Clinical Chemis-
try?, sobre uma andlise interlaboratorial realizada durante cinco
anos entre 56 laboratérios. Cada laboratério recebeu mensalmen-
te duas amostras de fluido para didlise e duas amostras de dgua
que continham quantidades conhecidas de aluminio. Os resulta-
dos apresentaram, para concentracdes de aluminio de até 30ug/
1, desvios padrdes relativos entre 45,1% e 92,3% para o fluido e
entre 35,2% e 128,6% para a dgua. Na opinido dos autores, re-
sultados tdo pouco satisfatérios podem ser atribuidos a interfe-
réncias da matriz e a auséncia de materiais de referéncia. Em
um outro estudo?! da mesma natureza, o teor de aluminio no
soro sangiiineo foi determinado por um conjunto de laboratérios
italianos por um periodo de sete anos (1983/1990). Segundo os
autores, uma parcela muito pequena dos laboratérios (9,1%)
apresentou resultados satisfatorios e, ainda assim, ndo de manei-
ra constante ao longo do tempo em que o estudo foi realizado.
Eles atribuem a contaminag@o a grande dificuldade em analisar
baixas concentragdes de aluminio.

FONTES DE CONTAMINACAO

As principais fontes de contaminag¢do sdo recipientes,
reagentes e particulas provenientes do ar. Desta forma a deter-
minag¢do de tragos de aluminio comeca pela escolha do materi-
al adequado e sua limpeza, utilizagdo de reagentes de qualida-
de ou pré-purificados e a execugdo da andlise em ambiente
livre de particulas de poeira.

Recipientes de vidro sdo contra-indicados devido a presen-
¢a do 6xido de aluminio. Recipientes pldsticos devem ser sub-
metidos a uma descontaminagio por a¢do de uma solucdo de
lavagem. As mais empregadas sdo solucdes de d4cido
nitrico®!%1023 4cido cloridrico®®?* e agentes complexantes
como o EDTA???% para retirar os tracos de aluminio das pa-
redes dos recipientes.

Um ambiente livre de particulas de poeira € obtido através
da utilizacdo de filtros de ar, instalados de forma a purificar o
ar de uma sala ou de um ambiente menor como uma capela.
Isto é conseguido através da utilizagdo de filtros HEPA (High
Efficiency Particulate Air filter) desenvolvidos nos Estados
Unidos durante a II Guerra Mundial para conter particulas ra-
dioativas®®. Adequados para laboratérios de anélise de tracos
sdo ambientes Classe 100, que devem, teoricamente, ter uma
atmosfera com no mdaximo 100 particulas de 0,5 um por
0,028m? (1 ft*)?’. De acordo com Howard e Statham?® os fil-
tros HEPA tem uma eficiéncia maior do que 99,97% na remo-
¢do de particulas com didmetro igual ou maior do que 0,3 wm.

AVALIACAO DA CONTAMINACAO DE MATERIAIS
E REAGENTES

Os resultados aqui apresentados pretendem mostrar qudo
problemadtico e importante é o controle da contaminagdo na
determinacdo de tragos de aluminio, e foram obtidos durante o
desenvolvimento de uma metodologia para a determinacgdo de
aluminio em concentrados salinos para didlise e soro sangiiineo.
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As andlises foram realizadas por AAS, medindo diretamente o teor
de aluminio nas amostras ou apés uma etapa de pré-concentragio’ .
A tabela 1 mostra os resultados encontrados na extracdo de
aluminio de recipientes plasticos para armazenagem de amos-
tras, com diferentes soluc¢des de extracdo. Pode-se observar que
tanto o 4cido nitrico quanto o EDTA s@o bons agentes para a
lavagem de recipientes plasticos. A ag@o do dcido nitrico é mais
efetiva em solugdes alcodlicas do que em solugdes aquosas, pro-
vavelmente por essas molharem a superficie do plastico.

Tabela 1. Aluminio extraido de frascos para armazenar solu-
¢des, com diferentes solugdes de extracdo (48 h de contato),
em temperatura ambiente e sob agitacdo.

Tipo de Solugdo Aluminio
pléstico* de extragdo extraido
1 0,2% HNOs3 (v/v)
sol. aquosa 2 ug/l
1 0,1 mol/l EDTA
sol. aquosa 16 pg/l
1 10% HNO;5; (v/v) em
EtOH**/H,0 1:1 9 ug/l
1 10% HNO3 (v/v)
sol. etandlica 20 pg/l
2 10% HNO;3; (v/v)
sol. etandlica 26 ng/l

* 1: Polietileno de alta densidade, marca Zinsser Polyvials,
20 ml capacidade; 2: Polietileno de baixa densidade, frasco
comum, 50 ml capacidade.

** EtOH: Etanol.

Na tabela 2 estdo os teores de aluminio extraidos de alguns
materiais utilizando solugdo etandlica de HNO3; 10%. Pode-se
observar que todos os materiais analisados contém aluminio. Do
vidro, como era de se esperar, a quantidade extraida € muito gran-
de; 370ug Al em 50 ml correspondem a 7,4 ppm, nivel de conta-
minagdo muito alto para uma andlise de tracos. Plasticos apresen-
tam um grau de contaminac¢do ndo muito alto 1,3pg Al/50 ml, no
recipiente analisado, mas mesmo assim, se ndo previamente lim-
pos podem contribuir significativamente para um branco elevado.
Apesar do sangue certamente nao apresentar a mesma capacidade
de extracdo do que solugdes etanol/HNOs;, seringas e agulhas

Tabela 2. Aluminio extraido de diferentes tipos de materiais
por uma solugdo etandélica de HNO3; 10% (v/v) em 48 h de
contato, a temperatura ambiente e sob agitacao.

Material Tipo de uso Aluminio extraido
Vidro Baldo volumétrico 50 ml 370 ng/50 ml
Plastico Frasco 50 ml 1,3 nug/50 ml
Seringa 10 ml 1,62 ug
Polietileno em pé (Merck) 9,7 uglg
Polietileno em p6 (Aldrich) 2,2 uglg
Metal Agulha para injecdo 0,05 pg/agulha

* O aluminio na forma de seu complexo com cromoazurol S (CAS) é
adsorvido (retido) em uma coluna de polietileno em p6 (PE). Como
coluna utilizou-se uma ponteira de pipeta descartavel (1000 pl) pre-
enchida com aproximadamente 300 mg de PE. Apés a etapa de pré-
concentragcdo o complexo Al-CAS € eluido com uma solugdo
acidificada de etanol (0,3% HNO3) e nesta solugdo etandlica, livre
da matriz, determinado por espectrometria de absorcdo atdmica em
forno de grafite.
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Tabela 3. Teor de aluminio encontrado nos reagentes e solugdes utilizadas na anélise.

Reagente/Solugdo Fabricante Teor* Desvio Padrao Relativo
[ng/gl [ug/l (n=4) [%]
HNOj; p.a. (frasco ) Merck 110 pg/l 3,5
HNOj; p.a. (frascoll) Merck 58 g/l 2,8
HNOj Suprapur, Merck 110 pg/l 4,3
HNO; destilado Merck 24 ug/l 2,7
H,SOy4 p.a. Merck 375 ug/l 15,3
Acido tricloroacético Reagen 20,0 pg/g 4,9
Acido tricloroacético Merck 5,8 ug/g 2,3
Na,SO4 p.a. Reagen 26,5 ugl/g 28,5
Tungstato de sédio Merck 26,5 ng/g 12,9
Cromoazurol S Riedel de Haen 2,2 ug/g 1,4
Sol. tampdo succinato 0,5 mol/1** 21 pg/l 3,7
Heparina Roche 792 ng/l 1,3

*Teor calculado a partir da determinacdo por AAS em forno de grafite de solugdes aquosas a 5% do respectivo reagente.
**Solugdo utilizadas na andlise do concentrado salino (teor medido diretamente na solucao).

Tabela 4. Teor de aluminio encontrado nos sais e glicose uti-
lizados no preparo dos concentrados salinos, utilizando a me-
todologia descrita®®"

Sal* Teor [png/g]
cloreto de potdssio 0,92
cloreto de sédio 0,39
cloreto de magnésio 3,35
cloreto de calcio 3,16
acetato de sodio 0,10
glicose 0,25

*Fabricante: Merck

podem, em maior ou menor extensdo, provocar contaminacdes.
Foram encontrados 1,62ug Al por seringa de 10 ml e 0,05ug Al
por agulha. Se considerarmos que o nivel de Al no sangue, aceito
como normal, situa-se em torno de 7ug/16, as contribuicdes da
seringa e agulha podem ser muito significativas.

Nas tabelas 3 e 4 estdo os teores de aluminio encontrados

em diversos reagentes utilizados na andlise do sangue e em
sais utilizados no preparo de fluidos para didlise.

Sulfato de so6dio, acido sulftrico, acido tricloroacético e

- Extracdo do aluminio do polietileno em pé (adsorvente para a
pré-concentracdo do Al) por agitacdo de uma suspensdo do
mesmo em solugdo etandlica de HNO3 10% (v/v) por 48 h e

- Execucdo de todas as etapas da andlise, com excecdo da
medida no espectrometro de absor¢do atdmica, em uma ca-
mara de fluxo laminar.

Na tabela 5 estdo os resultados de recuperagdes para solugdes
analiticas contendo de 0 a 80ug Al/l apés a pré-concentracgdo,
obtidos sem que nenhuma medida para evitar a contaminagdo
tivesse sido adotada. Pode-se observar um elevado teor de alu-
minio no branco e recuperagdes absolutamente nio reproduti-
veis. O aluminio encontrado nos efluentes nao mostra relacao de
proporcionalidade com a concentracdo das solugdes analiticas,
sendo até mesmo nas solu¢des mais diluidas superior ao das so-
lucdes mais concentradas. Na figura 1 fica evidente que tais resul-
tados sdo provenientes da contaminagdo introduzida pelo materi-
al, pelo polietileno em p6 e por particulas de poeira. Pode-se
observar que quanto menor a concentragdo de aluminio na amos-
tra mais significativa é a contaminacdo. Enquanto que para as
solugdes com 80ug Al/l a contaminacdo eleva a recuperacio em
cerca de 20%, nas solugdes contendo 20ug Al/l ela corresponde
a mais de 200% do total recuperado. Na tabela 6 estdo os resul-
tados encontrados para as mesmas solugdes, mas apds terem sido

tungstato de sédio sdo utilizados como agentes desproteinizan-
tes do sangue. A heparina é um agente anticoagulante e o aci-
do nitrico é muito utilizado nestas andlises ndo somente como
agente de limpeza mas como conservante (4dguas) e diluente
nas andlises por AAS.

Todos os reagentes estdo contaminados por aluminio. Ape-
sar de alguns resultados mostrados na tabela 3 apresentarem
um elevado desvio padrdo, é evidente a presenca do aluminio.
A destilacdo do 4dcido nitrico concentrado é muito mais efici-
ente e barata do que a utilizagdo de produtos como o Suprapur
da Merck. Talvez a eficiéncia de tal tipo de produto, verificada
na determinagdo de outros metais, ndo se confirme para o alu-
minio, devido & armazenagem em recipientes de vidro.

Os resultados da tabela 4 mostram que mesmo reagentes de
qualidade p.a. usados na preparacdo de fluidos para didlise
apresentam tragos de aluminio.

Durante o desenvolvimento da metodologia para a andlise
de concentrados para didlise, ndo foi dada, inicialmente, a de-
vida importincia a contaminagdo. Assim, a andlise foi executa-
da com a adogdo gradativa das medidas para evitar contamina-
¢do, que no caso foram:

- Utilizagdo de 4gua destilada e posteriormente purificada em

um sistema Milli-Q;

- Lavagem de todo o material por pelo menos 48h em solu-

¢do etandlica de HNOj3 10% (v/v);

- Utilizag¢do de 4cido nitrico destilado;
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tomadas as precaugdes para evitar a contaminacio.

Tabela 5. Recuperagdes dos contetidos de aluminio em diferentes
solucdes analiticas apds pré-concentracio em coluna de politileno
em p6é do complexo Al-cromoazurol S e determinacido por AAS.

Concentragdo Recuperacio Concentragdo
tedrica de Al no residual
ap6s pré-conc. eluato no efluente
(ug/l] (ug/l] [ng/l]
0 23 4
0 32 8
0 16 15
0 27 1
10 33 8
10 35 10
20 37 5
20 30 11
40 53 6
40 61 12
60 69 4
60 86 11
80 83 15
80 105 11
409



recuperagao no eluato

400% -
300%
200% y
10 pg/L Al
20 ug/L Al
100% 7 40 pg/L Al
60 ug/L Al
0% . 80 ug/L Al
h limp d it. fluxo
medida material PE laminar

PE = polietileno em pd

Figura 1. Influéncia dos fatores de contaminagdo na recuperagdo
de aluminio.

Tabela 6. Recuperagdes dos contetidos em aluminio (n=3) de
diferentes solugdes analiticas, e com diferentes fatores de enrique-
cimento, apds a introducdo das medidas para descontaminagdo.

Concentragdo Volume antes Recuperagio
tedrica [ug/l] da pré-conc. [ml]  [ug/l] [%]
antes apos
pré-concentragao
0 0 25 0 -
0 0 25 2 -
0 0 25 0 -
4 10 25 11 110,0 £ 5,3
8 20 25 22 110,0 £ 5,4
16 40 25 39 97,5 £ 4,7
20 60 25 59 98,3 £33
32 80 25 78 97,5+ 42
8 40 50 41 102,5 £ 3,4
4 40 100 37 92,0 £ 44

As figuras 2 e 3 mostram o teor de aluminio encontrado em
solucdes com até 20ug/l Al antes e apds as precaucdes com a
contaminacdo terem sido adotadas. Pelos resultados expostos

recuperagao no eluato
ug/L Al

40

30

20

branco 10ug/L 20pg/L branco 10 pg/L 20 pg/L

antes apos
residuo no efluente

/L A ug/L Al
40 e ] 40 o

30

20

branco 10 ug/L 20 ug/L
antes apos

Figura 2. Recuperagdes do aluminio em solugées contendo até 20 ugl/l
Al, antes e apés a ado¢do do conjunto de medidas para evitar a con-
taminag¢do (n=8§).

410

branco

pg/L Al
uo/L AL

50

40

]

—7 /
——— - eluato

- efluente

Y

descont. fluxo
laminar

limpeza
material PE

nenhuma
medida

PE - polietileno em po

Figura 3. Influéncia dos fatores de contaminag¢do na determinagdo de
aluminio a partir de uma prova em branco.

pode-se afirmar que a determinac@o de tragos de aluminio, na
faixa de partes por bilhdo, apresenta resultados satisfatérios
apenas quando um conjunto de medidas para evitar a contami-
nacdo € adotado.

Somente a limpeza do material, associada ao uso de reagen-
tes purificados ou com qualidade suficiente para apresentar re-
duzida contaminag@o e execugdo da andlise em um ambiente
livre de particulas de poeira (cdmara de fluxo laminar) garan-
tem o éxito de uma determinagdo de tracos de aluminio.
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