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Aspetti e problematiche analitiche nello studio dei valori

di riferimento
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RIASSUNTO. La definizione dei Valori di Riferimento (V.R.)
in fluidi biologici implica, per i laboratori chimici, uno sforzo
analitico significativo per quanto riguarda: (1) la
strumentazione, che deve avere limiti di rivelabilita adeguati ai
livelli di concentrazionein gioco; (2) la scelta del metodo
analitico, che deveridurreil pit possibile la manipolazione del
campione per limitare le contaminazioni (3) il controllo dei
fattori preanalitici, che deve essere tale da minimizzarei valori
del bianchi siain termini di valore assoluto che di variabilita.
Da questo punto di vista, la possibilita di analizzareil
campione tal quale impiegando tecniche hyphenated con
elevato potere di rivelabilita, costituisce un presupposto
fondamentale per il raggiungimento di V.R. non artefatti. Per
quanto riguarda la deter minazione delle specie metalliche gli
esempi riportati mostrano come I'l CP-M S, nelle sue diverse
configurazioni, costituisce un riferimento di assoluta
importanza nel panorama delle tecniche analitiche utilizzabili
in questo campo di ricerca.

Parole chiave: vaori di riferimento, fattori preandlitici, ICP-MS,
tecniche hyphenated.

ABSTRACT. www.gimle.fsm.it - The determination of Reference
Values (R.V.) in biological fluidsis a hard task for analytical
laboratories because: (1) the instrumentation must have
detection limits adeguate to low concentration levels; (2) the
analytical method adopted should reduce the sample
manipulation in order to avoid the cross-contamination; (3) the
control of pre-analytical factors must assure low levels of blank
in term of absolute value and variability. The possibility to
analyze the samples without pretreatment by using hyphenated
techniques with low detection limitsit is the main tool to obtain
reliable reference values. The large number of papers recently
published and the reported examples show that the determination
of metallic speciesin biological fluids can be successfully
performed by | CP-MS in its different configuration and that
mass spectrometry can be considered as reference technique in
this specific application field.

Key words: reference values, pre-analytical factors, ICP-MS,
hyphenated techniques.

Introduzione

Nell’analisi elementare dei materiali biologici devono
essere considerati tre principali obbiettivi: I'identificazio-
ne e la quantificazione di analiti vari, I'identificazione e la
guantificazione di composti contenenti quegli analiti ed in-
fine lo studio della loro biodisponibilita /o tossicita. Ge-
neralmente, quando un materiale biologico viene analizza-
to se ne determina la composizione elementare e si giudi-
caselaconcentrazione di un dato analita o di un gruppo di
e“normale” o no. Molto piu problematico eriuscire ad
avere informazioni sulla distribuzione spaziale e tempora-
le di un elemento in un fluido, organo o tessuto in quanto
|lavariazione della distribuzione elementare indotta da per-
turbazioni del sistema (es. dieta, ambiente, avvelenamenti
ecc.) estende la semplice analisi fino alo studio di proces-
s “invivo”. L’identificazione di specifici composti conte-
nenti gli analiti di interesse, invece della determinazione
della sola concentrazione totale, & auspicabile ma spesso
limitata dalla sensibilita relativa o assoluta di un rivelatore
specifico per quel dato elemento. La quantificazione dei
composti contenenti il metallo passa percio attraverso la
loro separazione dalla matrice del campione, generalmen-
te con tecniche cromatografiche o elettroforetiche, elalo-
ro successiva identificazione mediante I'impiego di rivela-
tori spettroscopici specifici. |dentificare la forma chimica
del metallo nel composto & poi uno stadio estremamente
complesso in quanto le fasi di trattamento del campione
possono apportare significativi cambiamenti nella forma
chimica del metallo. Tale caratteristica & di enorme impor-
tanza nello studio della biodisponibilita in particolare
quando devono essere caratterizzati i meccanismi di meta-
bolismo e di tossicita.

In ciascuno di questi aspetti dell’analisi di materiali
biologici, I'lCP-MS pud fornire, a nostro avviso, un con-
tributo importante e in acuni casi unico.

Dieci anni fa, nel primo Workshop SIVR del 1991 (1),
scrivevamo “...se é indubbio che la spettrometria di assor-
bimento atomico con fornetto di grafite (GFAAS) e oggi la
tecnica elettiva del laboratorio chimico-tossicologico che
opera nell’analisi in traccia e ultratraccia, non € azzardato
prevedere che la spettometria di massa accoppiata al pla-
sma (ICP-MS) e destinata a diventare, entro la fine degli
anni 90, una strumentazione a diffusione routinaria. ..
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...Sebbene alo stato attuale I'|CP-M S abbia trovato un
impiego limitato per la determinazione di elementi in trac-
ciain matrici biologiche, nel prossimi anni la sua utilizza-
zione sara sempre piu crescente, una volta approfondite le
problematiche connesse al pretrattamento del campione
biologico, talvolta indispensabile per la risoluzione del
problema delle interferenze....

....S assistera a passaggio dalla determinazione di un
singolo analita ala caratterizzazione del profilo di un am-
pio numero di elementi....

... égiaoggi possibile configurare, per acuni analiti,
la possibilita di avviare ricerche mirate ala speciazione
delle varie forme metaboliche....

.....e presumibile ipotizzare che la crescente semplifi-
cazione delle procedure di analisi ed il progressivo incre-
mento del potere di rivelabilitadel metodi avranno un ruo-
lo rilevante nel determinare una riduzione dei valori di ri-
ferimento (V.R.) determinati sperimentalmente dai diversi
Autori...”

Da queste affermazioni ma ancor piu dall’ esperienza
maturata in questi dieci anni, che si e concretizzata in
una serie innumerevole di pubblicazioni scientifiche,
emerge come il settore analitico degli elementi in trac-
cia é quello che, piu di altri, ha permesso di tradurre la
considerevole evoluzione tecnica e strumentale in una
semplificazione dei metodi, a ovvio vantaggio dellave-
locita e dei costi di analisi e dell’ accuratezza del risul-
tato finale.

Alcuni del piu significativi sviluppi delle tecniche ana-
litiche impiegate nell’analisi degli elementi in tracce in
campioni clinici e biologici, riportati in review recente-
mente pubblicate (2-4), possono essere cosi riassunti:

« forno a microonde per la digestione dei campioni e im-
piego di sistemi alternativi alla mineralizzazione acida
(es. tetra metil ammonio idrossido, TMAH);

» modificatori di matrice nella spettrometria di assorbi-
mento atomico con fornetto di grafite (GFAAYS);

» materiali solidi per la preconcentrazione di analiti speci-
fici o di nuovi agenti chelanti per migliorare |’ estrazione
liquido/liquido;

* sistemi di introduzione del campione quali I’iniezionein
flusso (flow injection - Fl);

 accoppiamento di tecniche cromatografiche (HPLC,
GC, CI) con rivelatori specifici ad elevata sensibilita
quali ICP-MS per le problematiche di speciazione;

 andisi insitu di campioni solidi con tecniche quali fluo-
rescenza araggi X (XRF), spettrometria di massa a sor-
gente laser (LMMA), spettrometria di massa a ioni se-
condari (SIMS).

La determinazione accurata di elementi in tracce, in
fluidi biologici di rilevanza ambientale e occupazionale €
un prerequisito importantissimo per la valutazione dell’ e-
sposizione interna di un individuo, per la prevenzione e il
controllo dell’inquinamento nonché per la diagnos e il
trattamento di effetti nocivi sulla salute umana. Le con-
centrazioni “normali” di acuni e ementi non sono, in mol-
ti casi ancora note e ben definite, e questo rende ancor piu
urgente lanecessita di sviluppare procedure analitiche ido-
nee alla determinazione dei cosi detti valori di riferimento
nei fluidi biologici umani.
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| principali problemi analitici presenti nello studio dei
valori di riferimento sono riconducibili fondamentalmente
atre punti:

» Necessita di dosare concentrazioni degli analiti molto
basse (dell’ ordine dei ng/L o pg/L)

 Possibili contaminazioni introdotte durante la fase di
pretrattamento del campione (con conseguente necessita
del controllo dei fattori analitici)

« Difficolta di verificare |’ accuratezza per mancanza di
materiali di riferimento adeguati.

L e tecniche analitiche impiegate nel campo del biomo-
nitoraggio umano possono essere arbitrariamente suddivi-
se in dirette o indirette a seconda del fatto che possano
analizzare il campione tal quale o dopo semplice diluizio-
ne dello stesso oppure necessitino di uno stadio di pretrat-
tamento primadi poter effettuare lalettura strumentale ve-
ra e propria. La principale limitazione operativa, che ren-
de non tutte le tecniche di uso corrente idonee per 1o stu-
dio dei valori di riferimento, € legata a potere di rilevabi-
lita che dovrebbe essere almeno un ordine di grandezzain-
feriore alla concentrazione che deve essere misurata. Poi-
ché in letteratura esistono diverse definizioni del limite di
rivelabilita & opportuno ricordare che per limite di rivela-
bilita strumentale (LRS) si intende quello relativo alettu-
re replicate della stessa soluzione mentre il limite di rive-
|abilita del metodo (LRM) & quello relativo a letture di
campioni replicati di bianco che hanno subito lo stesso
trattamento dei campioni reali. In ogni caso, indipenden-
temente dalle procedure seguite per calcolareil LR, il va-
lore del bianco e la sua deviazione standard dovrebbero
essere ben caratterizzati (n>10). A nostro giudizio I’impie-
go del LRM e piu opportuno perché conservativo anche se
Cio, ovviamente, pone delle limitazioni all’impiego di al-
cune tecniche analitiche che non risultano avere un potere
di rivelabilita sufficiente per le concentrazioni in gioco. La
seconda limitazione operativa che in qualche modo gia s
riflette nellastima del LRM ¢ legata al fatto che la fase di
pretrattamento del campione dovrebbe essere la piu sem-
plice possibile a fine di ridurre la contaminazione acci-
dentale e di ottenere quindi valori dei bianchi (e dellaloro
deviazione standard) piu bassi possibile. Da cio deriva la
necessita di effettuare un attento controllo dei fattori prea-
nalitici e di studiare attentamente le interferenze dovute
allamatrice.

Spettrometria di massa a bassa ed elevata risoluzione

Se fino a qualche anno fa la spettrometria di assorbi-
mento atomico con fornetto di grafite (GFAAS) o conidru-
ri (HGAAYS) eralatecnicapiu utilizzata nel biomonitorag-
gio dei metalli con rilevanzanei settori ambientale e occu-
pazionale, oggi certamente, la spettrometria di massa ac-
coppiataa plasma (ICP-MS) ha guadagnato popolarita per
la possibilita di effettuare un’analisi multielementare, per
I’ elevata sensibilita e per I'ampio range dinamico. In par-
ticolarei LR ottenibili con ICP-M S possono essere anche
tre ordini di grandezza migliori di quelli GFAAS ed € pos-
sibile la determinazione di metalli quali U, Th, Mo, Pt, Pd,
Ag, Au, Ti, Si non analizzabili mediante GFAAS.
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Solamente nel 1999 sono stati pubblicati piu di 80 la-
vori riguardanti I'impiego di ICP-MS nel campo dellatos-
sicologia e dell’analisi dei fluidi biologici di cui circa 50
mediante LR-ICP-M S (Low Resolution ICP-MS) e 30 me-
diante HR-ICP-MS (High Resolution ICP-MS) (5-13).

Tuttavia, anche I’| CP-MS come ogni altra tecnica ana
litica soffre di interferenze spettrali e non-spettrali che in
alcuni casi costituiscono la limitazione principale del me-
todo. Queste interferenze appaiono particolarmente serie e
pesanti nell’ analisi di matrici complesse comei fluidi bio-
logici contenenti elevate quantita di componenti organiche
ed inorganiche. La Tabella | riporta, a titolo di esempio,
per alcuni metali routinariamente determinati nei fluidi
biologici acune possibili interferenze spettrali dovute
principalmente ala presenza di N, O, S, C, Cae Cl nélle
matrici considerate.

L’'impiego di spettrometri a quadrupolo di tipo con-
venzionale (Q-ICP-MS) non consente percio la determi-
nazione accurata di alcuni elementi interferiti spettral-
mente senza un adeguato pretrattamento del campione
che comprenda una fase di separazione / arricchimento
dell’analita.

Alcune di questeinterferenze spettrali possono oggi es-
sere pit 0 meno efficientemente risolte mediante strumen-
ti che possono operare siain bassa LRM (400 m/Am) che
media MRM (3000 m/Am) che elevata risoluzione HRM
(> 9000 m/Am). | valori di media risoluzione sono, in pra-
tica, sufficienti a separare il segnale dell’ analita da molte
delle pit comune interferenze spettrali dovute a specie po-
liatomiche o a doppie cariche riportate in Tabellal. Lade-
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terminazione di Al, Si, Sc, V, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Ga
e Br puo essere condotta in MRM, Ge, As e Se in HRM
mentre tutti gli altri analiti possono essere determinati in
LRM. Lavorando in LRM e assumendo un isotopo libero
da interferenze, un background strumentale tipico di 0,2
counts/s, un bianco ideale e un fattore di diluizione 1/10
del campione si possono raggiungere limiti di rivelahilita
strumentali teorici inferiori a 1 ng/l. Questo &, in pratica,
vero solo per pochi elementi in quanto per gli analiti con
massa compresa tra 27 e 81 amu per risolvere le interfe-
renze spettrali € necessario lavorare in MRM (con un fat-
tore di deterioramento dei LRS di circa 15-20 volte) o in
HRM (con un fattore di 200-300 volte). 11 background
strumentale tipico per lamaggior parte degli analiti in una
matrice semplice come |’ acqua distillata € sicuramente piu
elevato di 0,2 counts/s (vedi Fig. 1). Il sistemadi introdu-
zione del campione contribuisce significativamente al li-
vello dei bianchi di alcuni elementi (Si, B, Ni e Cr) e gli
effetti memoria dovuti al’analisi di campioni a diversa
concentrazione sono tali da peggiorare, in alcuni cas dra
sticamente, i LRS primariportati. Per tali motivi, come gia
accennato in precedenza, € piu opportuno considerare il
LRM e questo dipende fortemente dalla preparazione del
bianco, dalla purezza dei reagenti impiegati, dalle impurita
rilasciate dai contenitori utilizzati e dalla contaminazione
accidentalmente introdotta in tutti gli stadi del metodo. In
poche parole dai fattori analitici. Vari Autori (5, 6) riporta-
no che, per acuni anditi, il LRM & anche un ordine di
grandezza piu €levato del LRS; in Tabella Il sono riporta-
ti, ad es,, i risultati pubblicati da Rodushkin (5).

Tabella I. Potenziali interferenze spetirali per la determinazione di alcuni andliti mediante ICP-MS

Isotope  Abundance (%) Possible interferences®

5, 100 298i"’0, ¥gil6QH, ‘ECMOZH, ”C"’O:, ”NZKGOH, %ZI“

Slv 9975 3SC]MO, 37CINN, SGAI']SN, MA]’”NH, JGSISN’ 338180’ ]4Sl7O' MSlGOH

SZCr 83.79 ”CUO, JSCIIGOH’ DGArIGO’ JSAFMN. MA[“’NH, 40Ar|2c‘ 37C)N5N’ 348130’ 36SI60

Slcr 9.50 37Cl|60, 35Cl|80, JSATISN, SBArMNH, 40A(_l3c' 36Ar)7o' 36AY,GOH, 368170

SSMn 100 37Cl'80, 37Cl'7OH, ‘mAr'sN, 4°Ar”NH, 38Ar"0, 36Ar[60H, 391('60. BNa”S, zsNastZ’ zJNanS, 1oCg2+

SFe 91.72 WAL'60, BAr'*0, *Ca'0, ®Ar'*NH, Y'CI'0H, '2cdt

57Fe 272 “OAT!GOH 40Arl70, JBAT’BOH, 40Ca170 ‘mAl'mOH, 41K160, “4cd2+

59C0 100 40Arl80H’ 4:"Ca“’OH, 43Ca160’ 42C2‘1”0, 36Ar21Na’ 24Mg35CL HBSn2+

“Ni 26.1 *Ca'0, ®Na¥’Cl, P$n**

Ni 359 BAr Mg, *Ar*Mg, PNa,'°0

“Cu 69.17 “ArSNa, P90, PNay'%0H, PNa!"0, CIMIN,, TCICHN, *ATAL TTi'%0, *Ti'"0, *“Ti'OH,
73Na l70 Z6Mg37Cl 25M338A‘. 24Mg-3Na 0

65Cu 30.83 36Ar|4N H 328 H 338160 32sl50170 31833S 325!60 H 48Cal70 48C3160H 37Cl'4N 3|P16o|80 BIPl7O7
49'1-'160 48—1-1160“ BSA 27A1 36Ar29sl 4OAY25M8

67 279 uglensn 36170, gleglig Mgl g M5leo, 335, 32gMg, Ba180, “8CaiOH, BALESI, 1310,
‘9'1'1‘60}1 socrlso mArMMg 35C1MN‘]60H 37C112C1620H “Ar"Nz

6‘)Zn 4.1 338170 338160I80 325170 H 325160180H 34sl60 H 345170160 33s34§ 36ArI4N160H %Arlilp 35Cl'60
37C114N160 Slvléo 40Ar72A1 SOTIIGOH lMBa2+

682n 188 368160 J4sl60180 348170 32sl80 338170180 328368 348 36Ar32S 35cl160170 35Cll602H 37C1]4N|50H
36Ar160 “’Ar"‘Nv 33Ar“N'60 52c;‘°o 04 28g; 5'V"0 g‘V“‘OH 136g,2+

93 60.1 $3Cri60, “ArPsi, YC1%0,, 35C1160%0, ¥CIT0,, ¥Ar'%0,H, 3A%0170, ¥5150,, 348170180 5160170,
365160, H, 35%s, 36Ar338138Ba2+

"'Ga 39.9 SMn'0, PArMN'SOH, CAr' N0, “Ar P, *Ar Tl FCLH, ¥C1%0,, T'CI'0%0, 7'Ci0,, *Ar's,
368170180 L42Nd2+ l42C62+

89Y . 100 40Ar49-n 73Ge160 7ZGelGOH 7205170 7|Ga)80 178Hf2+

Bla 95.7 '%8n (0.36%)

“This list is not exhaustive. References used in the compilation of this interference table mclude 4,56, 79, 10, 11, 14, 21 and 22.
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Tabella II. Limiti di rivelabilita strumentali (LRS) e del metodo (LRM) (pg/I)
oftenuti mediante SF-ICP-MS per la matrice sangue infero (5)

Element Instrumental DL (3s, n = 12) Method DL (3s,n =12) Element Instrumental DL (3s, n = 12) Method DL (3s,n = 12)
Ag 0.004 0.004 Mo 0.007 0.03
Al 0.25 1.6 Nb 0.0007 0.0015
As 0.44 0.46 Nd 0.0068 0.0021
Au 0.0009 0.0026 Ni 0.05 0.31

B 0.8 1.2 Pb 0.015 0.024
Ba 0.026 0.028 Pr 0.0003 0.0007
Be 0.012 0.014 Pt 0.0003 0.0005
Bi 0.001 0.0017 Rb 0.006 0.005
Br 0.7 90 Re 0.00005 0.0001
Cd 0.004 0.008 Sb 0.004 0.004
Ce 0.0006 0.0052 Sc 0.005 0.006
Co 0.009 0.016 Se 1.6 1.8

Cr 0.025 0.24 Si 3 8

Cs 0.0002 0.0007 Sm 0.0004 0.001
Cu 0.06 0.19 Sn 0.043 0.06
Dy 0.0002 0.0007 Sr 0.04 0.065
Er 0.0002 0.0004 Ta 0.0004 0.0004
Eu 0.0005 (.0003 Tb 0.0001 0.6001
Gu 0.002 0.004 Te 0.007 0.011
Gd 0.0004 0.0006 Th 0.0004 0.0006
Ge 0.07 0.10 Ti 0.05 16
Hf 0.0004 0.0016 Tl 0.0023 0.0028
He 0.03 0.03 Tm 0.0002 0.0002
Ho 0.0001 0.0002 U 0.0003 0.0004
l 0.08 4 w 0.0029 0.0083
Ir 0.0002 0.0002 Vv 0.007 Fo13
La 0.0009 0.0027 Y 0.001 0.0046
L 0.03 0,05 Yb 0.0006 0.0008
Lu 0.0002 1.0002 Zn nis 0.30
Mn 0.04 0.06 Zr 0.0022 0.015

Controllo dei fattori pre-analitici

Il controllo dei fattori pre-andlitici appare tanto pit im-
portante quanto piu sono basse le concentrazioni da determi-
nare e tanto piu complessa e la preparazione del campione.

A tale scopo devono essere attentamente controllati al-
cuni fattori quali: (a) la natura dei materiali impiegati du-
rante lafase di prelievo; (b) la purezza dei reagenti utiliz-
zati; (c) I'eventualerilascio da parte dei contenitori e delle
varie apparecchiature da laboratorio (es. recipienti del for-
no a microonde); (d) contaminazione derivante dall’am-
biente del laboratorio (vedi Tab. I11).

Poiché la fase di pretrattamento del campione assume
un’importanza rilevante ai fini della qualita del risultato

finale (accuratezza, precisione e limiti di rivelabilita),
vengono di seguito riassunte le principali tipologie di pre-
trattamento del campione (siero ed urina) riportati nella
|etteratura pitl recente.
Per la matrice siero sono previsti:
« diluizione (1/5 - 1/20) con acqua ultrapura;
» diluizione con NH,OH (per ladistruzione dei globuli rossi);
« diluizione con EDTA (per prevenire la perdita di ele-
menti per precipitazione o assorbimento);
« diluizione con Triton X-100 (per ridurrei problemi di in-
tasamento del sistema nebulizzatore/iniettore/torcia);
« fotolisi UV;
« dissoluzione con TBOH (tetrametilammonio idrossido);
« dissoluzione acida con MW in sistemi aperti o chiusi a
bassa o elevata P
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Tabella lll. Concentrazione dei vari elementi (ng/l) presenti nello stesso campione
di sangue intero raccolto in due differenti tipologie di contenitori

Element Glasstube: Found (%) Plastic tube: Found (s?) Element Glasstube: Found (%) Plastic tube: Found (%)
Ag 1.037 (0.001) 0.034 (.005) Mo 1.06 11,02 0.23 (0.03)

Al 24 () 260 Nb 0.020 (0001 0.017 (0.002)
As 0.88 (0.06) .78 (1108} Nd 116 (0.08) 1.054 (D.001)
Au 0.009 (.00 1009 (0.002) Ni 0.55 (0.14) <0.31

B 43 (6) 4.3 (11.5) Ph 9.0 (0.2 9.140.8)

Ba 260 (20) 7.4(0.3) Pr 0.47 (002 0.019 (1.002)
Be 6.032 (L00) 0.025 (L.ausy Pt GO0 (0.0002) 00010 (1.0001)
Bi 8.01510.007 0.005 ¢0.001) Rb 2190 (20 2210 (20

Br 14000 (1400} 14000 (7003 Re 10806 (0.0001 0.0006 (3.0001)
Cd 0.109 (0.011) (1.105 (0.009 Sb 0.040 (0.004) 0.044 (0.002)
Ce kP! (.100 (0.005) Sc (LT (0.001) 0.004 {0.004)
Co 11.36 (0.03) 0.052 (0.007 Se 108 (3) 17 ¢6)

Cr .99 (0.09) 0.47 (0.05) Si 3800 (100 270 (1)

Cs 317007 3.20 (0.0%Y Sm 0.087 10.007) 0.013 {0.001)
Cu 1010 (30) 1000 (S5 Sn 0.39 (0.23) <06

Dy 3.008 10.002) 0.005 (0.001) Sr 26 () 1y

Er 0.004 (0001 0.004 (0.001) Ta <0.0004 <(1.0004

Eu 0.015 (0.001) 0.003 {0.001) Tb 0.006 (D.001) 0.001 (0.001)
Ga 0.0308 {0.008) 0.014 (0.006) Te (.023 {0.004) 0.052 (0.002)
Gd 0.031 (0.002) 0.004 {0.001) Th 0.066 (1.015) 0.0010 (6.0002)
Ge <0.1 <0.1 Ti 22405 0.34 (0.18)

Hf 0.003 (0.001) 0.002 (0.001) T} 0.018 (0.001) 0.005 (0.001}
Hg 0.62 {0.04) 0.68 (0.02) Tm 0.0007 (0.0002) 0.0007 {0.0002)
Ho 0.0015 (0.0003) 0.0012 {0.0001) U 0.012 {0.001) 0.002 (0.001)

[ 731D 77 (6} w 0.016 (0.005) 0.006 (0.001)
Ir 0.0002 (0.0001) <0.0002 \% 0.162 {0.052) 0.021 (9.008)
fo 4.2 (0.2) 0.084 (0.013) Y .059 (0.008) - 0.024 (0.001D)
Li 5.0(0.1 0.82 (0.07) Yb 0.004 t (0.6008} 0.0024 (0.0005)
Lu 0.0008 (0.0001) .0005 (0.0001} Zn 4890 (180Y 4740 (120)

Mn 8.8 (0.8) 8.5 (0.4} Zr 0.173(0.015) 0.041 (0.003)
“Uncertainties expressed as standard deviation (1= 23).

Per la matrice urina sono previsti:
» diluizione (1/5 - 1/20) con acqua ultrapurg;
« fotolisi UV;
» dissoluzione acida con MW in sistemi aperti o chiusi a
bassa o elevata P,

Poiché I'|CP-MS soffre di una significativa diminu-
zione di sensibilita, e quindi di potere di rivelabilita, nel-
I"analisi di campioni biologici contenenti elevate concen-
trazioni di composti organici e inorganici disciolti, ne de-
riva la necessita di lavorare su diluizioni sensibili del
campione (da 1/5 fino a 1/20) oppure di ossidare |la matri-
ce organica del campione per trattamento in forno a mi-
croonde o mediante irraggiamento UV. | lavori pubblicati
dai diversi autori, asecondadella scuoladi pensiero e del-
la esperienza specifica, evidenziano i vantaggi e gli svan-
taggi di un metodo rispetto al’altro. Vale qui la pena di
sottolineare il fatto che, in ogni caso, il rischio di conta-
minazione appare tanto pil el evato quanto pi basse sono
le concentrazioni in gioco e piu complessa e la procedura
di trattamento del campione. Per la definizione dei VR
non appare percio eccessivo pensare al’ utilizzo di una
clean room nella quale effettuare |a preparazione del cam-
pione e di uno spettrometro di massa dedicato a questa
precisatipologia di analisi.

Tecniche Hyphenated

Nell’ottica di una semplificazione sempre piu spinta
dei metodi analitici impiegabili in questo campo di appli-

cazione specifico, suscita un grande interesse |’ accoppia
mento dell’ atomizzazione el ettrotermica alla spettrometria
di massa (ETV-ICPMS) in quanto coniuga un ridotto trat-
tamento del campione (che spesso per siero ed urina puo
essere analizzato tal quale) ad un elevato potere di rivela
bilita del “detector spettrometro di massa’.

| vantaggi dell’ETV come sistema di introduzione del
campione Sono ampiamente trattati in numerosi lavori spe-
cifici (14, 15) e saranno percio qui solo brevemente ricor-
dati:

* possihilita di effettuare un microcampionamento (del-
I’ordine di 10 - 40 pl);

* possibilitadi trattare campioni con un elevato contenuto
di solidi disciolti;

 elevataefficienza di trasporto;

* possihilita di analizzare solventi organici;

« riduzione delle interferenze spettrali dovute a solvente e
conseguente miglioramento dei LRS;

« controllo delleinterferenze di matrice mediante |’ uso dei
modificatori di matrice.

Nel nostro laboratorio sono stati analizzati 14 elemen-
ti nella matrice urina iniettando 10-20 pl di campione tal
quale senza acuna diluizione o trattamento preliminare.
Per ragioni legate alla volatilizzazione dei diversi elemen-
ti e per una limitazione del numero di analiti quantificabi-
li in una singola atomizzazione senza peggioramento della
precisione analitica sono stati realizzati due gruppi di ana-
liti chiamati rispettivamente “gruppo W” (atomizzazione
dalle pareti) e “gruppo P’ (atomizzazione dalla piattafor-
ma). Le condizioni operative ed il programma termico re-
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lativo all’andlisi di Co, Cu, Mn, Ni eV sono riportate in
Tabella IV mentre in Figura 2 sono mostréti, a titolo di
esempio, i profili di picco relativi a 10 pg/l del vari ele-
menti nellamatrice urina unitamente al segnale del bianco.

Per il “gruppo P’ le condizioni operative sono sintetiz-
zate in TabellaV mentre in Figura 3 sono mostrati i profi-
li di picco relativi a10 pg/l di As, Be, Cd, Pb, Te, Tl, Sbed
Se nella matrice urina, unitamente a segnale del bianco.
Le curve di taratura ottenute per Ni, V e As, Sb, nel cam-
po di lavoro 5 - 20 pg/l, sono mostrate rispettivamente nel-
leFigure4 eb5.

Utilizzando I’ETV-ICP-MS e la tecnica della modifi-
cazione di matrice (aggiunta di Freon a gas interno del
fornetto di grafite) é stato possibile analizzare direttamen-
te il contenuto di terre rare (REE’s) nella matrice urina
senza mineralizzazione preliminare del campione e pre-
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concentrazione degli analiti su resine chelanti. Cio, oltrea
permettere un notevole risparmio di tempo, assicuralivel-
li dei bianchi molto contenuti con conseguenti LRM ade-
guati alle bassissime concentrazioni in gioco. | limiti di ri-
velabilita del metodo sono risultati, per tutte le REE's,
comprese nel campo 1-10 ng/l con una precisione, ala
concentrazione di 100 ng/l, inferiore a 15%. In Figura 6
sono mostrati i profili di picco relativi all’analisi di 50
ng/l di Dy, Er, Tm, Eu, Y b nellamatrice urina mentre nel-
la Figura 7 sono riportate le curve di taratura, comprese
nel campo 50 - 200 ng/l di Tb e Pr ottenute iniettando 20
W di campione.

Tabella V. Parametri ETV per la determinazione
di As, Be, Cd, Pb, Se, Te e Tl

Tabella IV. Parametri ETV per la determinazione
di Co, Cu, Mn, Ni, V

Stadio | Temperatura | Tempo di Tempo di Flusso di Ar
n. () Salita (s) | Permanenza (s) | (mL min 1)
1(*) 120 3 10 300
2 1000 10 20 300
3 20 1 10 300
4(**) 120 3 10 300
6 600 15 20 300
7 2500 0 6 0*
8 2700 1 5 300
9 20 1 10 300

20 pL di modificatore di matrice Pd/Mg(NO:;)2 aggiunto allo stadio 1(*);
10 pL di campione aggiunto allo stadio n. 4 (**);

10 pg/I"" di standard interno (Yb) aggiunto al campione;
tubo pirolizzato con piattaforma del L'vov; atomizzazione dalla piattaforma.

Stadio | Temperatura | Tempo di Tempo di Flusso di Ar
n. (C°) Salita (s) | Permanenza (s) | (mL min 1)
1 120 3 10 300
2 700 15 20 300
3 2650 0 6 (O
4 2700 1 5 300
5 20 1 10 300
10 pL di campione;
10 pg/I"! di standard interno (Yb) aggiunto al campione;
tubo pirolizzato; atomizzazione dalle pareti.
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Figura 2. Profili di picco relativi all’andlisi di 10 pg/I di Co, Cu, Mn,
Ni e V (a) nella matrice urina e del relativo segnale del bianco (b)
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Figura 3. Profili di picco relativi all’andlisi di 10 pg/I di As, Be, Cd, Te,
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Figura 7. Curva di taratura (50 - 200 ng/l) per Pr (a) e per Tb (b)
nella matrice urina; atomizzazione dalle pareti, volume del
campione 20 pl, modificatore di matrice Freon

Le concentrazioni medie di REE’'s misurate in 58
campioni di urinaraccolti dasoggetti non-esposti sono ri-
sultate comprese nel campo 5-20 ng/l, con i valori piu
elevati sempre a di sotto di 70 ng/l.

Una descrizione statistica dei risultati relativi a questo
studio e riportata nella Tabella VI mentre il lavoro com-
pleto éin fase di pubblicazione (16).

L' ICP-MS puo essere accoppiatain atre tecnichedi in-
troduzione del campione che, come mostrato in Figura 8,
permettono la risoluzione di specifici problemi andlitici.

Il sistemadi generazione ad idruri el’iniezionein flus-
so (FI-HG) forniscono elevata sensibilita e specificita nel-
ladeterminazine di As, Se e Hg mentre il nebulizzatore ad
ultrasuoni (USN) permette, per matrici non troppo com-
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Tabella VI. Concentrazione di REEs determinata mediante ETV-ICP-MS in 58 campioni di urina di soggetti non-esposti
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Elemento Numero Media * dev.s. Mediana Range Numero di
atomico ng/| ng/| ng/| campioni < LRM
139 g 57 16.0+9.8 12.2 >6.0-49.7 2
140Ce 58 157 £9.2 14.2 >7.0-58.8 5
141 pr 59 7.5+4.4 6.2 3.0-25.6 -
143 Nd 60 19.6 +6.3 18.2 50-37.7 -
147 Sm 62 184+ 120 15.7 4.6 - 69.2 -
153 Ey 63 43 %30 3.6 >15-178 5
157Gd 64 145+ 53 15.1 >90-31.1 6
159Th 65 4.7 + 3.3 3.9 >2.0-18.1 5
163 Dy 66 10.3+8.6 7.8 3.3-554 -
165 Ho 67 3.7+3.5 24 >15-198 5
166 Er 68 75+58 5.6 >3.0-350 3
169Tm 69 25+23 1.7 >1.0-13.2 9
172 Yp 70 72+52 52 24-334 -
175 1y 71 28+20 2.3 >15-11.8 9
ICP-MS
 FI/HG | USN : | PN |
As, Se, Hg - Jj . { e
: Vari analiti Vari analiti
T *
R P
P R
YYVYVY —— : - - v
Matrice Matrice mineralizzata - —
: mineralizzata (MW o UV) Matrice diluta
Matrice complessa S concentrazioni
analizzata tal quale o i0-
q (MW o UV) . medio-alte

Figura 8. Possibili accoppiamenti di ICP-MS (quadrupolo a bassa risoluzione) con tecniche di introduzione del campione diverse per la

risoluzione di specifici problemi andlitici

plesse, di elevare la sensibilita per molti analiti di un fatto-
re 30-50. Il sistema a microonde on-line (MW) consente
infine un trattamento del campione in grado di assicurare
il completo recupero degli analiti presenti in forme chimi-
che differenti.

Verifica dell’accuratezza

Un grosso problema nello studio dei valori di riferi-
mento € la valutazione dell’ accuratezza del metodo analiti-
co impiegato per livelli di concentrazione di analita molto
bass in una specifica matrice. Nel caso in cui siano dispo-

nibili materiali certificati di riferimento (CRM), un criterio

di accettabilitadel risultati, arbitrario ma comungue deriva-

to dall’ esperienza analitica, potrebbe essere il sequente:

 per concentrazioni > 1 pg/l entroil £ 20% del valore cer-
tificato o assegnato;

* per concentrazioni < 1 pg/l entroil £ 50% del valore cer-
tificato o assegnato.

Qualora non siano disponibili CRM, come nella mag-
gior parte dei casi, si dovrebbe validare il metodo analiti-
co applicato valutandone I’ accuratezza per confronto con
tecniche analitiche di riferimento come I'lCP-MS operan-
ti nello stesso laboratorio o al’interno di Circuiti di Inter-
calibrazione specifici.
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Conclusioni

Lo studio dei valori di riferimento si configura come
un’ attivita sperimentale di laboratorio che presenta pecu-
liarita non comuni ad altri campi di ricerca. Le concen-
trazioni degli analiti da determinare, spesso prossime ai
limiti di rivelabilita delle tecniche pit comunemente im-
piegate, |’ esasperato controllo dei fattori preanalitici de-
rivante dalla necessita di controllare adeguatamente la
contaminazione ambientale, la quasi totale mancanza di
materiali certificati di riferimento con livelli di andliti
confrontabili con quelli dei campioni reali rendono parti-
colarmente problematica la produzione di dati analitici
affidabili.

Nel campo dell’analisi dei metalli |’accoppiamento
della spettrometria di massa ad alta / bassa risoluzione
con tecniche di introduzione / preparazione del campio-
ne, diversificate in funzione dell’ analita e della matrice
considerata, consentono in molti casi, il raggiungimento
di limiti di rivelabilita adeguati alla definizione dei VR
non solo per la concentrazione totale, ma anche per le
differenti forme chimiche dell’elemento eventualmente
presenti.
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