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RESUMO 

As técnicas de calibração multi-sinais, em específico a multi-isotópica (MICal) e a multi-fluxo 

(MFC), são alternativas às técnicas tradicionais de calibração rotineiramente utilizadas em 

laboratórios de análise. As técnicas MICal e MFC são novas abordagens para calibração e são 

compatíveis com a espectrometria de plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Em ambas as 

técnicas, é necessário apenas o preparo de duas soluções de calibração contendo os analitos a 

serem monitorados. A MICal é baseada no monitoramento dos sinais analíticos dos isótopos 

dos analitos nas soluções S1 (Amostra+Padrão) e S2 (Amostra+Branco), a curva de calibração 

obtida plotando a resposta instrumental (contagens) da solução 1 no eixo x e da solução 2 no 

eixo y. Então, a concentração do analito na amostra é calculada com base no slope da curva de 

calibração e a concentração padrão da solução multi-elementar adicionada na S1. Para a MFC, 

o parâmetro variável é a vazão do gás nebulizador, fazendo com que as soluções 1 (Amostra) e 

2 (Padrão) sejam expostas a diferentes condições no plasma. Nessas condições, a curva de 

calibração é plotada com a resposta instrumental obtida para solução da amostra no eixo y e 

para a solução do padrão multi-elementar no eixo x. Nesse caso, são monitorados a variação na 

resposta instrumental nas diferentes condições de vazão do gás nebulizador, sendo a 

concentração dos analitos é calculada na amostra a partir da multiplicação da concentração do 

padrão e do slope da curva de calibração. Neste estudo, a MICal foi aplicada para determinação 

de Mo, Pb, Cd e Ni em amostras de vinho tinto por ICP-MS. Os resultados obtidos para MICal 

demonstraram que a condição ótima para o slope da função de calibração variou em uma faixa 

entre 0,68 e 0,78 e permitiu que o grau de exatidão estivesse em uma faixa de 105 a 115% e 

107 a 116%, respectivamente, para as soluções de concentração padrão multi-elementar 12,5 

µg L-1 e 20 µg L-1 representado pelas melhores recuperações para Mo, Pb, Cd e Ni nas amostras. 

Para MFC e MICal o presente estudo determinou Mo, Ni, Zn e Fe e os resultados obtidos foram 

comparados com das técnicas convencionais de calibração (calibração externa e padronização 

interna). A utilização das técnicas alternativas MICal e a MFC possibilitam a obtenção de 

resultados comparáveis às técnicas de calibração convencionais. No caso da MICal, a 

concentração do padrão utilizado para calibração pode influenciar na concentração dos analitos 

na amostra. As técnicas de calibração possibilitam a obtenção de limites de detecção na ordem 

de 0,06 µg L-1 e valores precisão (RSD < 10%) adequados para determinação dos analitos em 

amostras de vinho. 

 

Palavras-chave: Calibração multi-sinais . ICP-MS . Técnicas de calibração.  

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Multi-signal calibration techniques, specifically multi-isotope (MICal) and multi-flow (MFC), 

are alternatives to traditional calibration techniques routinely used in analysis laboratories. The 

MICal and MFC techniques are new approaches to calibration and are compatible with 

inductively coupled plasma spectrometry (ICP-MS). In both techniques, it is only necessary to 

prepare two calibration solutions containing the analytes to be monitored. The MICal is based 

on monitoring the analytical signals of the isotopes of the analytes in the S1 (Sample+Standard) 

and S2 (Sample+Blank) solutions, the calibration curve obtained by plotting the instrumental 

response (counts) of solution 1 on the x axis and solution 2 on the y axis. Then, the concentration 

of the analyte in the sample is calculated based on the slope of the calibration curve and the 

standard concentration of the multi-element solution added to S1. For MFC, the variable 

parameter is the nebulizer gas flow, causing solutions 1 (Sample) and 2 (Standard) to be 

exposed to different conditions in the plasma. Under these conditions, the calibration curve is 

plotted with the instrumental response obtained for the sample solution on the y-axis and for 

the multi-element standard solution on the x-axis. In this case, the variation in the instrumental 

response under different flow conditions of the nebulizer gas is monitored, and the 

concentration of the analytes is calculated in the sample by multiplying the concentration of the 

standard and the slope of the calibration curve. In this study, MICal was applied for 

determination of Mo, Pb, Cd and Ni in red wine samples by ICP-MS. The results obtained for 

MICal showed that the optimal condition for the slope of the calibration function varied in a 

range between 0.68 and 0.78 and allowed the degree of accuracy to be in a range of 105 to 

115% and 107 to 116%, respectively, for the solutions of standard multi-element concentration 

12.5 µg L-1 and 20 µg L-1 represented by the best recoveries for Mo, Pb, Cd and Ni in the 

samples. For MFC and MICal, the present study determined Mo, Ni, Zn and Fe and the results 

obtained were compared with conventional calibration techniques (external calibration and 

internal standardization). The use of alternative MICal and MFC techniques allow the 

achievement of results comparable to conventional calibration techniques. In the case of MICal, 

the concentration of the standard used for calibration can influence the concentration of analytes 

in the sample. The calibration techniques make it possible to obtain detection limits in the order 

of 0.06 µg L-1 and precision values  (RSD < 10%) suitable for the determination of analytes in 

wine samples. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

Em química analítica a investigação de espécies químicas específicas em uma amostra 

desconhecida, requer do analista um julgamento lúcido em relação a escolha/proposição de um 

determinado método analítico, a técnica de análise compatível com o seu problema de pesquisa. 

O próximo passo em uma análise química, geralmente, é a quantificação da espécie química de 

interesse. Embora alguns métodos absolutos não necessitem de calibração, por exemplo, os 

métodos gravimétricos, para a maioria dos métodos a calibração é necessária e seleção da 

técnica adequada de calibração é fundamental para garantir a qualidade dos resultados 

(Hulanicki, 1995).  

Na maioria das técnicas de calibração, a determinação da concentração do analito na 

amostra requer o preparo de soluções padrão do analito com concentrações conhecidas e a 

aquisição do sinal analítico correspondente a cada uma das soluções padrão. Uma dependência 

linear entre os parâmetros é estabelecida e uma curva de calibração pode ser plotada com base 

em uma função de calibração, a concentração do analito na amostra pode ser obtida pela 

transformação da intensidade do sinal medido por meio de uma função matemática 

(Kościelniak, 2001). Devido ao ambiente físico-químico distinto da amostra e das soluções 

padrão dos analitos, limitações podem ocorrer devido a efeitos causados pela matriz da amostra 

e possíveis flutuações no sinal analítico relacionado com o transporte da amostra, geração de 

aerossol, temperatura do instrumento e outras mudanças físicas (Virgilio et al., 2017). Essas 

limitações, geralmente, podem ser contornadas e/ou minimizadas por meio de procedimentos 

diferenciados do preparo das soluções padrão, resultando em técnicas de calibração distintas, 

como por exemplo, a calibração por simulação de matriz, a calibração por adição de padrão e o 

uso de padrão interno (Carter et al., 2018).   

No presente trabalho, a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado 

foi selecionada devido a sua capacidade de análise multi-elementar em concentrações de ultra-

traços e isotópicas, frequência analítica, maior sensibilidade, baixos limites de detecção e ampla 

faixa linear (Thomas, 2013; Agatemor e Beauchemin, 2011). Entretanto, a técnica apresenta 

desafios relacionados com potenciais interferências espectrais e não espectrais, os quais 

instigam novas abordagens instrumentais, diferenciados preparos de amostra ou técnicas de 

calibração que contribuam para minimizar os efeitos das interferências e assim, atender uma 

demanda industrial, de saúde, ambiental ou até mesmo uma melhor compreensão de processos 

químicos (Carter et al., 2018). Neste contexto,  as novas estratégias de calibração relatadas na 
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literatura como, multi-fluxo (MFC) e multi-isotópica (MICal) em que mudanças nos parâmetros 

instrumentais de análise e um preparo simplificado de amostra possibilitam maior precisão, 

menor consumo de reagentes, redução do tempo de análise e fácil detecção de potenciais 

interferências (Carter et al., 2018) motivam  aplicação dessas técnicas alternativas de 

calibração para análise elementar por espectrometria de massas com plasma indutivamente 

acoplado.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 CALIBRAÇÃO 

 

É sabido que em uma análise química, a escolha ou desenvolvimento de um método 

analítico que visa à determinação da concentração de um analito em uma amostra desconhecida, 

perpassa, geralmente, por uma etapa denominada por calibração. A acentuada atenção no 

procedimento deve-se pelo fato de que os instrumentos das diferentes técnicas de análise 

fornecem medições em termos de intensidade de sinal analítico e não a grandeza do estudo logo 

transformar os dados obtidos e registrados em um espectro de massa, por exemplo, em 

concentração do analito é definir em linhas gerais o conceito de calibração. 

Para a União Internacional de Química Pura e Aplicada (IUPAC), a calibração é 

definida como “o conjunto de operações que estabelecem, sob condições especificadas, a 

relação entre os valores indicados pelo instrumento analítico e os correspondentes valores 

conhecidos de um analito”. A definição genérica não especifica, por exemplo, o conjunto de 

operações necessárias que o químico precisa dominar ao longo do processo de calibração. 

Para Kościelniak e Wieczorek (2016) ao discutirem metodologias e estratégias de 

calibração univariada, descreveram de forma prática os princípios do processo de calibração 

analítica, os quais são norteado por 4 etapas: (1) o preparado da amostra e dos padrões, (2) o 

estágio de medição (conforme técnica de análise selecionada), (3) o estágio de modelagem 

matemática, ou seja, a função calibração e por fim (4) a aplicação da transição dos dados obtidos 

da instrumentação em grandezas analíticas mensuráveis, geralmente em termos de 

concentração. Em um contexto amplo os autores reescrevem, interpretam e sugerem que o 

termo “conjunto de operações” presente na definição da IUPAC, seja compreendido como 

procedimento de calibração, isto é, o processo de calibração perpassa os estágios ao longo de 

seu procedimento. 
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O principal objetivo da calibração é transformar o sinal analítico em concentração do 

analito de forma precisa e exata, deste modo o conceito citado no estágio 3 pelos autores 

anteriormente se destaca. Segundo a IUPAC, o termo função de calibração é definido como: 

 

A relação funcional (não estatística) para o processo de medição química, 

relacionando o valor esperado do sinal (bruto) observado ou variável de resposta E (y) 

para a quantidade de analito x. A exibição gráfica correspondente para um único 

analito é chamada de curva de calibração. Quando estendida a variáveis ou analitos 

adicionais que ocorrem na análise multicomponente, a 'curva' se torna uma superfície 

de calibração ou hipersuperfície”. (IUPAC). 

 

A compreensão do conceito, indica que ao longo do procedimento de calibração a 

clareza entre a relação existente na determinação da concentração da espécie química em estudo 

com a medição química instrumental perpassa por uma função matemática que descreve uma 

curva de calibração. Neste sentido, as técnicas de calibração propõem modelagens matemática 

intrínsecas e contemplam preparos de amostras e padrões diferenciados (Donati e Amais, 

2019). 

Kościelniak e Wieczorek (2016) abordam, além do termo procedimento de 

calibração, sobre a utilização de método de calibração na literatura analítica. Para os autores, 

método de calibração, trata-se sobre executar o procedimento de calibração com base em 

objetivos específicos para o estudo analítico investigado, tendo em vista a superação das 

limitações impostas pela amostra, padrões analíticos ou questões instrumentais. Entretanto o 

termo, técnica de calibração, conceitua de forma geral o processo de calibração independente 

de uma amostra, padrões analíticos ou instrumentos específicos.  Associado ao termo, técnica 

de calibração, é possível encontrar a palavra estratégia, com a mesma finalidade conceitual 

(Carter et al., 2018; Barros et al., 2019; Donati e Amais., 2019; Machado et al., 2021 e 

Virgilio et al., 2020). 

Carter et al. (2018) ao revisar as técnicas de calibração para espectrometria atômica 

considera a calibração externa (EC, External Standard Calibration), correspondência da matriz 

(MMC, Matrix-Matched Calibration), padronização interna (IS, Internal Standardization) e 

adição de padrão (AS, Standard Additions Calibration) como métodos tradicionais de 

calibração. 

Em uma análise química, as características da amostra, do analito e do instrumento, o 

sinal analítico poderá oscilar, consideravelmente, gerando dúvidas na determinação elementar. 

A flutuação causada é denominada de interferência e erros sistemáticos podem ser adicionados 

nos dados gerados afastando-se a média dos valores obtidos do valor verdadeiro. Entretanto as 

file:///C:/Users/User/AppData/Roaming/Microsoft/Word/10.1039/d0ja00212g
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técnicas de calibração podem ser usadas com a finalidade de controlar os efeitos de 

interferência, sem modificar o instrumento de análise e melhorar a exatidão e precisão na 

análise elementar (Cuadros-Rodríguez et al., 2001; Kościelniak e Wieczorek, 2016; Carter 

et al., 2018). Ao longo desse trabalho novas técnicas de calibração aplicado para ICP-MS são 

discutidas e sua aplicação enquanto método de calibração são apresentados em termos de não 

tradicionais. 

 

2.1.1 Técnicas de calibração tradicionais 

 

Em química analítica, as técnicas de calibração externa (EC), calibração com padrão 

interno (IS), calibração por adição de padrão (SA) e correspondência de matriz (MMC) são 

amplamente utilizadas e difundidas na literatura (Donati e Amais., 2019 e Carter et al., 2018). 

Por este motivo, o termo “tradicionais” empregado no trabalho de Carter et al., 2018 será 

utilizado para mencionar as técnicas de calibração citadas. 

Uma característica comum para as calibrações ditas, tradicionais, está na consideração 

das variáveis que descrevem os eixos dos gráficos quando plotados. Em termos gerais, no eixo 

da variável dependente é representado pelo sinal analítico e na variável independente a 

concentração.  Cada técnica de calibração descreve um procedimento específico de preparo da 

solução padrão e amostra. Além de determinar a concentração do analito na amostra, a 

calibração tem por função minimizar/controlar eventuais supressões ou elevações na 

intensidade do sinal analítico obtido seja relacionado com o instrumento utilizado, efeito de 

matriz e/ou interferências espectrais (Donati e Amais, 2019). 

A seguir as técnicas de calibração são descritas com base no seu preparo, função de 

calibração, vantagens, limitações e representação gráfica característica. 

 

2.1.1.1 Calibração Externa 

 

É a técnica de calibração amplamente utilizada em laboratório para análises de rotina. 

Em seu procedimento, a etapa (1) envolve o preparo de soluções padrão contendo o analito com 

base em materiais de referência (RMs, Reference materials) conhecido por padrões de medição 

química em concentrações conhecidas (Cuadros-Rodríguez et al., 2001). Para cada solução 

padrão a concentração definida é associada com um sinal analítico (contagens, absorvância, 

área do pico, altura do pico) obtido conforme, exemplo, representado na Figura 1. Desse modo 
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uma função matemática descreve uma relação dependente e linear entre a resposta instrumental 

(variável dependente) e a concentração da solução padrão (variável independente), chamada de 

função de calibração (estágio 3, Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O termo externo é empregado para designar que o procedimento de calibração é 

externo em relação a amostra (Skoog et al., 2005), isto é, separado da mesma, fato este 

pressupõe que o ambiente químico das soluções padrão e da amostra não interferem de maneira 

significativa na obtenção do sinal analítico (Virgilio et al., 2017). 

Figura 1 – Representação esquemática do estágio de preparo das soluções padrão e 

representação gráfica da relação entre o sinal analítico e as concentrações conhecidas para a 

técnica de calibração externa. 

 

Fonte: o autor 2022 
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A determinação da concentração do analito na amostra (obtida por meio de regressão 

inversa) é realizada com base na medição do sinal e interpolação na curva de calibração 

expressa pela sua função matemática utilizando a regressão dos mínimos quadrados (Miller e 

Miller, 1984). A quantificação da concentração da espécie química presente na amostra é 

possível pela aplicação da função de calibração f(x) = a + bC, onde  f(x), a, b e C correspondem, 

respectivamente,  a resposta do sinal analítico, interceptação no eixo y, coeficiente angular 

(slope) e concentração do analito (Cuadros-Rodríguez et al., 2001; Kościelniak e Wieczorek, 

2016). 

O fato da amostra não estar presente no procedimento de calibração, a técnica é incapaz 

de compensar os efeitos de matriz, flutuações instrumentais ou variações na sensibilidade da 

curva de calibração (Nelms, 2005). Bader (1980), destaca que a limitação está no fato de 

propriedades como pH, força iônica, temperatura, viscosidade, tensão superficial, pressão de 

vapor ou tipos e concomitantes presentes na amostra divergirem das soluções padrão. A 

limitação para a técnica de calibração, pode ser contornada quando um preparo da amostra 

Figura 2 – Representação gráfica da curva de calibração expressa pela função de calibração 

linear entre a intensidade do sinal obtido e a concentração definida para uma determinada 

solução padrão. 

 

Fonte: o autor 2022 
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eficiente é associado com esta técnica de calibração, garantindo que a amostra seja convertida 

em solução com o mínimo/inexistência de matriz e compatível com o sistema de introdução da 

técnica de análise empregada (Carter et al., 2018).  

Em casos que o preparo de amostra seja laborioso ou não possibilite a adequada 

redução das potenciais interferências da matriz, a sugestão é investigar outras técnicas de 

calibração que possibilitem minimizar/corrigir os efeitos causados pelas propriedades físico-

químicas da amostra. Entre as técnicas alternativas de calibração estão a calibração por 

correspondência de matriz, utilização de padrão interno e adição de padrão. 

 

2.1.1.2 Calibração por correspondência de matriz 

 

Quando o efeito de matriz interfere na medição do sinal analítico, em que erros 

sistemáticos acentuados podem estar presentes na determinação da concentração do (s) analito 

(s) ao longo da análise elementar/multielementar, é possível fazer uso de RM’s com matriz 

semelhante à da amostra, conforme recomenda a Organização Internacional de Padronização 

em (ISO Guide 33:2015). A escolha do RM parte de um conhecimento prévio dos 

concomitantes presentes na matriz da amostra como também os analitos, sendo que uma 

correspondência seja estabelecida, de tal modo que possíveis efeitos de matriz sejam 

compensados (Carter et al., 2018). 

Após conclusão do primeiro estágio no procedimento de calibração, as etapas 

subsequentes são similares aos utilizados em EC, como exemplo, Tormen et al. (2012) em seu 

trabalho com amostras biológicas, preparou as amostras e as soluções padrão em meio aquoso 

com ácido fórmico a 5% v v-1 para calibração na determinação simultânea de elementos por 

ETV-ICP-MS para que os efeitos sobre a nebulização, transporte do aerossol e ionização 

estimados pelo elevado conteúdo de carbono fossem compensados.  

A medida que a matriz da amostra se torna complexa, em que suas propriedades físico-

químicas são alteradas, a possibilidade de encontrar RM’s em que sua matriz seja 

correspondente torna-se difícil e podendo demandar materiais de referência de custo elevado.  

Quando aproximações são consideradas pelo analista entre os RMs e a amostra, é 

preciso atenção na resposta instrumental. Pode-se obter determinações em que o conjunto de 

dados obtidos, estejam estimados com erros sistemáticos, os quais não foram minimizados ou 

controlados pela calibração (Cuadros-Rodríguez et al., 2001). Diferenças na viscosidade, por 

exemplo, podem influenciar no sistema de transporte durante a introdução da amostra para a 
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técnica de análise selecionada (por exemplo, em sistemas de introdução de amostras por 

nebulização) como também, diferenças nos mecanismos de atomização, excitação e ionização 

dos analitos causando interferências, por exemplo, nas análises por ICP-MS e F AAS (Carter 

et al., 2018). 

 

2.1.1.3 Calibração por adição de padrão 

 

Em casos em que a matriz da amostra é desconhecida, materiais de referência 

matriciais são inexistentes e há suspeita de efeito da matriz, a calibração por adição de padrão 

pode ser uma estratégia apropriada (Currie, 1998). Nestas condições, o ambiente químico das 

soluções padrão é combinado com o da amostra. 

Do ponto de vista de contribuição histórica, Burns e Walker (2019) descrevem e 

concluem que a primeira utilização da técnica em instrumentos de análise química, foi datado 

em 1937 por Hans Hohn em seu livro intitulado “Chemische Analysen mit dem Polarographen” 

para determinação de Cu, Pb, Zn e Fe em amostra essencialmente de alumínio. Kelly et al. 

(2011) expõe que o termo em inglês “standard addition” foi utilizado por Lingane e Kerlinger 

no ano de 1941 em Química Analítica para a determinação de Ni e Co por polarografia 

(Lingane e Kerlinger, 1941). 

A técnica de calibração por adição de padrão abrange diversas etapas, pode-se destacar 

o trabalho de Bader (1980), em que 5 etapas para calibração são descritas e que para cada uma 

delas é apresentado uma equação matemática intrínseca para calcular a concentração 

desconhecida do analito na amostra.  

Entretendo é possível notar um consenso entre os autores (Currie, 1998; Cuadros-

Rodríguez et al., 2001; Nelms, 2005; Thomas, 2013; Carter et al., 2018; Donati e Amais, 

2019) ao descreverem a técnica de calibração, sendo a abordagem um procedimento pautado 

no preparo de soluções em que há uma combinação entre a amostra e a solução padrão com o 

propósito de que a solução da amostra seja utilizado para minimizar os efeitos da matriz tendo 

em vista uma relação linear entre a resposta instrumental e a concentração do analito. 

O estágio inicial para o procedimento de calibração por adição do analito (Figura 3), 

considera constantes as concentrações dos analitos e dos concomitantes da amostra, ou seja, o 

volume amostral é idêntico para todas as replicatas. Em seguida, volume de solução padrão é 
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adicionada para cada réplica, exceto para uma que será considerada “branco”, de modo que se 

estabeleça concentrações crescentes e equimolares do analito à amostra (Currie, 1998). 

 

Como a concentração do analito presente na solução padrão adicionada à amostra é 

conhecida (ou os volumes de solução padrão adicionados), a plotagem do gráfico a considera 

como variável independente (eixo x) e o sinal analítico obtido para cada uma das replicatas o 

eixo y (variável dependente). Com o auxílio da regressão dos mínimos quadrados, uma função 

matemática (função de calibração, estágio 3) expressa uma curva de calibração descrita em 

forma de gráfico. Para determinar a concentração do analito na amostra, considera-se o ponto 

do gráfico em que a curva de calibração intercepta o eixo x para y=0, conforme a representação 

a esquemática da Figura 4. Deste modo, a extrapolação para a curva de calibração é aplicada e 

o cálculo da concentração do analito (estágio 4) é determinado (Currie, 1998; Kościelniak e 

Wieczorek, 2016; Carter et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Procedimento do preparo das soluções pela técnica de calibração por adição de 

padrão. 

Fonte: o autor 2022 
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A determinação da concentração do analito, pode ser realizada considerando a resposta 

instrumental (f(x)) registrada para cada solução padrão dependente de uma constante de 

proporcionalidade k; dos volumes da amostra (Vx), solução estoque (Vs), volume final (Vt) e 

das concentrações do analito (Cx) e solução padrão (Cs). A relação existente é representada na 

equação 1 a seguir (Bader, 1980): 

 

𝑓(𝑥) =
𝑘𝐶𝑥𝑉𝑥 

𝑉𝑡
+

𝑘𝐶𝑠𝑉𝑠

𝑉𝑡
 (Eq. 1) 

 

O termo kCxVx/Vt, é referente a solução “branco” em que não teve adição de solução 

estoque, isto é, intercepta o gráfico quando x = 0 considerado o coeficiente linear (a) da função 

de calibração. Para kCs/Vt o slope (b) da curva de calibração e Vs é a variável independente. 

Para determinar a concentração do analito na amostra, é preciso extrapolar para o ponto em que 

f(x) = 0. Reorganizado a equação anterior, o termo Cx é isolado rearranjando as equações 2, 3 

e 4 e representado pela equação 5: 

 

𝑓(𝑥) = 𝑏𝐶 + 𝑎 (Eq. 2) 

0 = 𝑏𝐶 + 𝑎 (Eq. 3) 

Fonte: o autor 2022 

Figura 4 – Plotagem típica do gráfico referente a técnica de calibração por adição de 

padrão. A extrapolação é denotada pela linha continua entre o ponto 1 e o ponto da 

amostra (A). 
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|𝑎|

|𝑏|
 =  

|
𝑘𝐶𝑥𝑉𝑥 

𝑉𝑡
|

|
𝑘𝐶𝑠

𝑉𝑡
|

=   
𝑉𝑥𝐶𝑥

𝐶𝑠
 

(Eq. 4) 

𝐶𝑥 =  
𝑎𝐶𝑠

𝑏𝑉𝑥
  (Eq. 5) 

 

Do ponto de vista matemático, a concentração do analito na amostra pode ser 

determinada considerando a equação 5. 

Caso o efeito de matriz seja pronunciado e a técnica de adições de padrão escolhida, o 

método de análise como um todo terá uma frequência analítica reduzida em virtude do 

procedimento de calibração, pois, para cada amostra será necessário construir uma curva de 

calibração tornando a análise demorada (Virgilio et al., 2017). Interferências espectrais não são 

corrigidas por esta técnica de calibração, podendo afetar o sinal analítico do analito de forma 

constante ao longo de todas as concentrações, assim o slope não será afetado, porém haverá um 

deslocamento da curva de calibração ao longo do eixo y (Donati e Amais, 2019). 

 

2.1.1.4 Calibração por padrão interno 

 

Ao escolher uma técnica de calibração, espera-se que no seu procedimento seja 

possível minimizar efeitos de matriz, como discutido nas técnicas anteriores, mas também 

controlar possíveis instabilidades instrumentais, conforme a técnica de análise selecionada. 

Donati e Amais (2019) descrevem que em medições por espectrometria atômica, flutuações na 

taxa de aspiração de introdução de amostras, geração de aerossóis, vaporização, temperatura do 

plasma entre outras condições de operação instrumental, podem influenciar na precisão e 

exatidão resultados. 

Para contornar situações em que parâmetros instrumentais estão afetando a precisão e 

a exatidão em análise elementar, é possível selecionar uma espécie química, chamada de padrão 

interno, que esteja ausente da amostra ou em concentração conhecida e que apresente um 

comportamento físico-químico semelhante do analito. O trabalho proposto por Vanhaecke et 

al. (1992) sobre a seleção de padrões interno em ICP-MS destacaram a importância de uma 

correspondência próxima entre as massas atômicas. Espera-se que o padrão interno seja afetado 

do mesmo modo que o analito ao longo do processo de medição instrumental. A espécie 

química selecionada passa a ser referência, isto é, um padrão interno (Carter et al., 2018). 
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No primeiro estágio do procedimento de calibração, o padrão interno de concentração 

conhecida é adicionado na amostra, em soluções padrão e em brancos (Figura 5). No estágio 2, 

a técnica de análise selecionada precisa fornecer um sinal analítico do padrão interno 

distinguível do sinal medido para o analito. Idealmente, a razão entre os sinais analíticos analito 

/ padrão interno seja o mais próximo da unidade (Barnett, 1968; Barnett et al., 1970; 

Fernandes et al., 2003; Kościelniak e Wieczorek, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neste sentido, espera-se que a técnica de calibração por padrão interno minimize 

possíveis interferências causadas pelo efeito de matriz, pois os concomitantes e as propriedades 

físico-químicas da amostra alterariam o sinal do analito e do padrão interno de forma 

proporcional. Entretanto, é possível utilizar a padronização interna para este fim, a citar o 

trabalho de Babos et al. (2016) ao determinar molibdênio e níquel em materiais vegetais por 

espectrometria de absorção atômica de alta resolução com fonte continua em forno de grafite 

utilizando cobalto como padrão interno, corroboram para o debate sobre a atuação do padrão 

interno e seu mecanismo de ação (Carter et al., 2018). 

A construção da curva de calibração considera no eixo x do gráfico, variável 

independente, a concentração crescente do analito nas soluções padrão preparadas na presença 

do padrão interno. A razão dos sinais analíticos do analito na solução padrão e o padrão interno, 

é expressa no eixo y (variável dependente), para cada uma das soluções padrão. A função de 

calibração responsável por expressar a curva de calibração, faz uso da regressão dos mínimos 

quadrados. 

Figura 5 – Esquematização das etapas de preparo da amostra, soluções padrão e padrão interno. 

 

Fonte: o autor (2022) 
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Após o sinal obtido da razão entre os sinais analíticos do analito na amostra e do padrão 

interno, a concentração do analito é determinada por interpolação da curva de calibração, 

mediante a regressão inversa conforme a Figura 6. 

 

 

Considere o sinal obtido para o analito (yA) e para o padrão interno (yIS), sensibilidade 

da curva de calibração (b), as variáveis que envolvem os parâmetros instrumentais (t) e 

concentração (C). Em métodos que utilizam espectrometria atômica é possível descrever as 

equações 6 e 7 (Vandecasteele e Block, 1993): 

 

𝑦𝐴 =  𝑏𝐴t𝐴𝐶𝐴 (Eq. 6) 

𝑦IS =  𝑏IStIS CIS (Eq. 7) 

 

Considerando o comportamento ideal do padrão interno, os termos tA e tIS são iguais. 

A razão entre a equação 6 para o analito e a equação 7 para o padrão interno, o termo bA/bIS 

passa a ser um fator (R) dependente da sensibilidade e CIS por ser conhecido e constante é 

incorporado no termo R e passa a ser representado por R'. Logo, a equação 8 resultante é: 

 

Figura 6 – Plotagem do gráfico referente a técnica de calibração com padrão interno. A 

determinação da concentração do analito é mediante a regressão inversa para o sinal (Ya/Yis) 

ao interpolar na curva de calibração representado pela linha continua. 

 

Fonte: o autor (2022) 
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ya

yIS
=  R’ C𝐴  (Eq. 8) 

 

Um dos desafios vinculados a utilização de padrão interno em análises por ICP-MS, é 

justamente a seleção do PI. Em trabalhos como de Thompson e Houk (1987) determinam que 

os fatores dominantes para a escolha é a massa e o potencial de ionização, enquanto Vanhaecke 

et al. (1992) sugerem apenas aproximações na massa. Outra propriedade que restringe e torna 

a seleção do PI complexa é o fato de este não deve estar presente da amostra ou com 

concentração conhecida, exigindo uma avaliação especifica para cada analito (Vandecasteele 

e Block, 1993). Entende-se que a tomada de decisão não é trivial e exige do analista um 

conhecimento prévio da composição da amostra a ser analisada. 

 

2.2 NOVAS ESTRATÉGIAS DE CALIBRAÇÃO 

 

Os trabalhos reportados na literatura têm adotado os termos não-tradicionais ou 

estratégias recentes para se referir as novas estratégias de calibração. Dentre as citadas nos 

trabalhos de revisão (Donati e Amais, 2019; Carter et al., 2018) destacam-se o padrão de 

interferência (do inglês, interference standard – IFS), análise de diluição padrão (do inglês, 

Standard dilution analysis – SDA), multi-energia (do inglês, multi-energy calibration – MEC), 

multi-isotópica (do inglês, multi-isotope calibration – MICal), multi-espécies (do inglês, 

multispecies calibration – MSC) e multi-fluxo (do inglês, multi-flow calibration – MFC). 

A medida que novas estratégias de calibração são propostas para as mais diversas 

técnicas analíticas, há um consenso que a calibração ideal deve ser capaz de minimizar 

significativamente os efeitos de matriz, flutuações de sinal relacionado com instabilidades 

instrumentais e interferências espectrais e não espectrais. De modo que quantidades discretas 

sejam utilizadas para reagente e amostra, e assim a relação entre sinal analítico e a determinação 

da concentração do analito seja exata e precisa (Kościelniak e Wieczorek, 2016; Donati e 

Amais, 2019). 

Tendo a referência de uma calibração ideal, é possível sugerir uma classificação para 

as novas estratégias (IFS, SDA, MEC, MSC, MICal e MFC) em três grupos de acordo com dois 

critérios fundamentais (Figura 7), são eles: interferências espectrais e não espectrais. 
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Conforme representado no fluxograma, o percurso da calibração multi-sinais e análise 

de diluição padrão consideram a interferência não-espectral e dependendo da técnica de análise 

escolhida e da amostra, outros percursos podem ser percorridos. Para o critério de interferência 

espectral a calibração de padrão de interferência apresenta-se como uma nova estratégia de 

calibração. 

 

2.2.1 Técnica de calibração: padrão de interferência 

 

O primeiro grupo destaca-se a técnica de calibração IFS, em que minimização de 

interferência (denominado de interferência espectral) causadas pela sobreposição do sinal 

analítico entre o analito e uma espécie química interferente de mesma razão massa/carga, são 

relatadas com base no conceito de padrão de interferência (Donati; Amais e Nóbrega, 2011). 

Esta abordagem avalia a potencialidade de espécies químicas formadas naturalmente no plasma 

por meio de processos físicos e químicos em descrever comportamento semelhante de íons 

poliatômicos isobáricos do analito que se deseja determinar por ICP-MS. 

A técnica é baseada em espécies químicas naturalmente encontradas no plasma, como 

por exemplo 36Ar+, 36ArH+ e 38Ar+ que podem apresentar flutuações de sinais semelhantes das 

espécies químicas que causam interferência na razão massa carga no analito a ser determinado. 

Figura 7 – Fluxograma mostrando as novas estratégias de calibração. Os caminhos a serem 

percorridos são divididos com base no tipo de interferência. 

Fonte: o autor (2022) 
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Amais; Donati e Nóbrega, 2012 ao determinar enxofre por espectrometria de plasma 

indutivamente acoplado, selecionaram os padrões de interferência  36Ar+, 36ArH+ e 38Ar+ para 

minimizar interferências espectrais por íons poliatômicos como 16O2
+, (16OH)2

+, 14N16OH2
+ e 

14N18O+ em microemulsões de biodiesel. Material de referência certificado (Lubricating Oil, 

SRM 1848) e testes de adição e recuperação em amostras de biodiesel foram empregadas e 

recuperações entre 77 a 105% foram obtidas e consideradas eficazes. 

A técnica de calibração parte do princípio de que o sinal analítico total (It) obtido é a 

composição do sinal da interferência (II) somado com o do analito (IA). Deste modo, a razão 

entre o sinal total obtido e o sinal do interferente padrão de interferência formado no plasma 

minimizam o efeito do sinal interferente (Amais, Nóbrega e Donati, 2014). Assim, a menor 

variação em II (VI) no tempo em que os padrões de calibração e amostra são medidos, a 

recuperação (R (%)) pode ser afetada, conforme representado na equação 9 (Donati et al., 

2011). 

 

𝑅(%) = (
𝐼𝐼

𝐼𝐴
 . 𝑉𝐼 + 1) 100  (Eq. 9) 

  

A técnica não foi proposta para eliminar as interferências isobáricas e sim, superar as 

limitações causadas pelas interferências espectrais, melhorar a precisão nas análises por ICP-

QMS e possibilitar uma estratégia alternativa que não requer modificações instrumentais, 

correções matemáticas e de custos reduzidos. 

 

2.2.2 Técnicas de calibração: multi-sinais 

 

Conforme discutido anteriormente, as técnicas de calibração tradicionais têm como 

base a relação entre o sinal analítico obtido do instrumento e a concentração do analito (Virgilio 

et al., 2017). Para as técnicas de calibração recentemente descritas na literatura (Donati e 

Amais, 2019), como a multi-energia (MEC), multi-isotópica (MICal), multi-espécies (MSC) e 

multi-fluxo (MFC), a determinação da concentração do analito parte da interpretação da 

constante de proporcionalidade existente entre o sinal analítico e a concentração da solução 

padrão (classificado na Figura 7 como o segundo grupo). 
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A resposta instrumental é dependente de diversos parâmetros, os quais são mantidos 

constantes e proporcionais para que a relação com a concentração do analito seja estabelecida, 

conforme equação 10: 

 

𝐸𝑜𝑢𝑡 =  K C  (Eq. 10) 

 

O termo Eout refere-se ao potencial de saída medido, C a concentração do analito e K 

uma constante de proporcionalidade. Ao considerar os parâmetros que estão associados a K, as 

técnicas de calibração multi-sinais são descritas. Reescrevendo a equação 11, temos que 

(Williams et al., 2019): 

 

𝐸𝑜𝑢𝑡 =  (
CFƐ𝑎

𝑄𝑒𝑓
)

g𝑗

g0
𝑒

−
𝐸𝑗0

𝑘𝐵𝑇𝑉𝐸𝑗0𝐴𝑗0𝑌𝑚𝑇𝑜𝑝𝑅(λ)G  
(Eq. 11) 

 

Onde C, F, Ɛa, Q, ef, gj, g0, Ej0, kB, T, V, Aj0, Ym, Top, R(λ) e G representam 

respectivamente, concentração do analito, taxa de fluxo de solução, eficiência de atomização, 

taxa de fluxo de gás nebulização, fator de expansão do gás, pesos estatísticos do estado excitado 

e do estado fundamental, energia de transição, constante de Boltzmann, temperatura do plasma, 

volume observado do monocromador, taxa de emissão espontânea, eficiência de coleta do 

monocromador, transmitância ótica, responsividade do detector e ganho da eletrônica.  

Para cada nova técnica de calibração, a concentração da solução padrão é mantida 

constante e um outro parâmetro responsável por descrever a constante de proporcionalidade é 

variável. A calibração multi-energia, considera o parâmetro Ej0 (energia de transição que 

corresponde os diferentes comprimentos de onda de emissão ou absorção) como variável, 

entretanto a calibração multi-isotópica e multi-espécies, considera os sinais dos diferentes 

isótopos ou espécies múltiplas do mesmo analito. A calibração multi-fluxo tem a taxa da vazão 

do gás nebulizador (Q) ou a taxa de fluxo da solução (F) variando, dependendo do recurso 

instrumental disponibilizado. 

Partindo de um procedimento de calibração em que a concentração da solução padrão 

é mantida constante, é possível estudar as diferentes estratégias de calibração multi-sinais 

(conforme Figura 7) dependendo de parâmetro instrumental, da variável que descreve a 

constante de proporcionalidade e da técnica de análise. 
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Para cada nova técnica de calibração, a concentração da solução padrão é mantida 

constante e um outro parâmetro responsável por descrever a constante de proporcionalidade é 

variável. A calibração multi-energia, considera o parâmetro Ej0 (energia de transição que 

corresponde os diferentes comprimentos de onda de emissão ou absorção) como variável, 

entretanto a calibração multi-isotópica e multi-espécies, considera os sinais dos diferentes 

isótopos ou espécies múltiplas do mesmo analito. A calibração multi-fluxo tem a taxa da vazão 

do gás nebulizador (Q) ou a taxa de fluxo da solução (F) variando, dependendo do recurso 

instrumental disponibilizado. 

Partindo de um procedimento de calibração em que a concentração da solução padrão 

é mantida constante, é possível estudar as diferentes estratégias de calibração multi-sinais 

(conforme Figura 7) dependendo de parâmetro instrumental, da variável que descreve a 

constante de proporcionalidade e da técnica de análise. 

 

2.2.2.1 Técnica de calibração multi-isotópica 

 

Umas das vantagens desta técnica de calibração, está na simplificação do preparo da 

amostra e a necessidade de menores quantidades de solução padrão e amostra quando 

comparado com as técnicas tradicionais (Carter et al., 2018). 

O procedimento de calibração é definido em termos de porcentagem volume/volume, 

sendo necessário duas soluções de calibração. Uma delas é composta por 50% amostra e 50% 

padrão e a outra por 50% amostra e 50% branco. O volume de amostra em ambas as soluções 

é o mesmo, assim efeitos de matriz são minimizados devido a correspondência estabelecida 

(Virgilio et al., 2018). Cuidado adicional no preparo da solução amostra e padrão, pois erros 

sistemáticos podem influenciar os resultados e não serem detectados facilmente (Carter et al., 

2018).  
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A calibração multi-isotópica é dita multi-sinais devido ao monitoramento dos sinais 

analíticos instrumentais diferentes isótopos de um dado analito medido nas soluções de 

calibração preparadas. A resposta instrumental obtida para a solução de calibração amostra e 

padrão é plotada no eixo x do gráfico e para a solução amostra e branco no eixo y, a resposta 

para cada isótopo, corresponde um ponto de calibração conforme apresentado na Figura 8. 

 

 

Medindo as respostas instrumentais para cada solução de calibração preparada e 

monitorando cada isótopo, a equação 10 pode ser reescrita para: 

 

𝐼(𝑖𝑠ó𝑡𝑜𝑝𝑜)𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎+𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜 = 𝐾(𝐶(𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎) + 𝐶(𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜)) (Eq. 11) 

𝐼(𝑖𝑠ó𝑡𝑜𝑝𝑜)𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 = 𝐾(𝐶𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎) (Eq. 12) 

  

Se substituir Eout por intensidade do sinal analítico (I (isótopo)) para representar a resposta 

instrumental para um determinado isótopo, as relações entre o sinal analítico e a concentração 

são descritas conforme as equações 11 e 12. 

Figura 8 – Representação esquemática da plotagem do gráfico para calibração multi-isotópica. 

Fonte: o autor (2022) 
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Considerando a alta estabilidade proporcionada pelos instrumentos modernos e a 

minimização dos efeitos de matriz estabelecido pela correspondência de matriz no preparo das 

soluções de calibração (Donati e Amais, 2019), a constante de proporcionalidade K nas 

equações 11 e 12 tem o mesmo valor, possibilitando uma relação entre o sinal analítico e a 

concentração do analito representa por: 

 

𝐾 =  
𝐼(𝑖𝑠ó𝑡𝑜𝑝𝑜)𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎+𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜

(𝐶(𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎) + 𝐶(𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜))
 

(Eq. 13) 

 

 

𝐾 =
𝐼(𝑖𝑠ó𝑡𝑜𝑝𝑜)𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

(𝐶𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)
 

(Eq. 14) 

 

 

𝐼(𝑖𝑠ó𝑡𝑜𝑝𝑜)𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎+𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜

(𝐶(𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎) + 𝐶(𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜))
=  

𝐼(𝑖𝑠ó𝑡𝑜𝑝𝑜)𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

(𝐶𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)
  

(Eq. 15) 

 

 

𝐼(𝑖𝑠ó𝑡𝑜𝑝𝑜)𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 = 𝐼(𝑖𝑠ó𝑡𝑜𝑝𝑜)𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎+𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜 . [
𝐶(𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)

𝐶(𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎) + 𝐶(𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜)
] 

(Eq. 16) 

  

De acordo com a equação 16 uma função de calibração é estabelecida, sendo a variável 

dependente o sinal analítico para o isótopo presente na solução de calibração amostra e branco 

(𝐼(𝑖𝑠ó𝑡𝑜𝑝𝑜)𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎) e a independente registrada no eixo x, o sinal proporcionado pelo isótopo 

presente na solução de calibração padrão e amostra é simbolizado por 𝐼(𝑖𝑠ó𝑡𝑜𝑝𝑜)𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎+𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜. 

Para determinar a concentração do analito na amostra, o slope da função de calibração 

 [
𝐶(𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)

𝐶(𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)+𝐶(𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜)
] pode ser rearranjado para: 

 

𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒 = [
𝐶(𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)

(𝐶(𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎) + 𝐶(𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜))
] 

(Eq. 17) 

  

𝐶𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 = [
𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒. 𝐶(𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜)

1 − 𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒
] 

(Eq. 18) 
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A proporção 1:1 estabelecida entre amostra/branco e amostra/padrão é adotada para 

simplificar os cálculos, porém outras proporções podem ser utilizadas desde que a quantidade 

de amostra seja a mesma para cada solução a ser preparada e um fator de correção seja aplicado: 

 

(𝐶𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎) = [
𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒. 𝐶(𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜)

1 − 𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒
] .  

𝑉𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜

𝑉𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
 

 (Eq. 19) 

  

Devido a técnica de análise ser a espectrometria de massa com plasma indutivamente 

acoplado, o princípio da técnica de calibração está evidenciado nos sinais monitorados para os 

isótopos do analito nas soluções de calibração, entretanto é possível extrapolar o princípio da 

técnica de calibração multi-sinais e o artifício matemático da calibração para multi-energia e 

multi-espécie, sendo o parâmetro variável as múltiplas energia de transição aplicado na 

espectrometria de emissão e absorção atômica e o íon molecular do analito investigado, 

respectivamente. 

Um dos limitantes da técnica de calibração multi-isotópica é o fato de algumas 

espécies químicas serem monoisotópicas, restringindo o a quantidade de analitos a que podem 

ser determinados. Entretanto, a ausência de padrão interno e consequentemente o estudo 

extensivo e aprofundado para a sua escolha, torna a MICal uma alternativa de técnica de 

calibração simplificada. 

 

2.2.2.2 Técnica de calibração multi-fluxo 

 

O nome atribuído para a técnica de calibração, multi-fluxo, está relacionado com 

alterações na taxa de fluxo de solução ou na vazão do gás nebulizador, representado na 

constante de proporcionalidade por F e Q respectivamente (Eq. 11). 

Para a técnica de análise ICP-MS, alterações do termo Q podem ser feitos com base 

no software que acompanha o instrumento, isto é, mudanças na vazão do gás nebulizador 

proporcionam condições diferentes no plasma e sinais analíticos (contagens) distintos.  

As técnicas de calibração tradicionais por relacionar o sinal analítico obtido do 

instrumento com a concentração, o preparo de soluções com diferentes concentrações do padrão 

passa a ser um requisito da técnica, entretanto quando o parâmetro a ser alterado é o termo Q, 

é possível preparar apenas uma única solução de calibração padrão com concentração 

conhecida. 
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Devido a possibilidade de alterar a vazão do gás nebulizador, por meio do software 

disponibilizado para o instrumento o qual a técnica de ICP-MS é aplicada, os sinais analíticos 

de uma concentração conhecida de solução estoque padrão e da amostra, são obtidos para cada 

vazão (ponto de calibração), separadamente, ao longo de um intervalo definido. 

Devido a possibilidade de alterar a vazão do gás nebulizador, por meio do software 

disponibilizado para o instrumento o qual a técnica de ICP-MS é aplicada, os sinais analíticos 

de uma concentração conhecida de solução estoque padrão e da amostra, são obtidos para cada 

vazão (ponto de calibração), separadamente, ao longo de um intervalo definido. 

 

 

 

O gráfico é plotado como variável independente (eixo x), o sinal medido para a solução 

padrão preparada e o eixo y, como variável dependente, o sinal medido para a amostra, 

conforme a Figura 9. Para esta calibração multi-sinal, o procedimento de preparo das soluções 

se diferencia, pois não há correspondência de matriz.  

Para determinar a concentração do analito na amostra, a função de calibração é obtida 

considerando que: 

Figura 9 – Gráfico típico para calibração multifluxo. 

 

Fonte – o autor (2022) 
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𝐼(𝑟𝑜𝑡𝑎çã𝑜′)𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜 = 𝐾𝐶(𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜) (Eq. 20) 

𝐼(𝑟𝑜𝑡𝑎çã𝑜′)𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 = 𝐾𝐶(𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎) (Eq. 21) 

  

As condições de estabilidade dos instrumentos modernos em técnicas de análise são 

constantes, K apresenta o mesmo valor para a solução padrão e a amostra, o que permite 

estabelecer a seguinte relação:  

 

𝐾 =  
𝐼(𝑟𝑜𝑡𝑎çã𝑜′)𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜

𝐶(𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜)
 

(Eq. 22) 

  

𝐾 =
𝐼(𝑟𝑜𝑡𝑎çã𝑜′)𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

(𝐶𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)
 

(Eq. 23) 

  

𝐼(𝑟𝑜𝑡𝑎çã𝑜′)𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜

𝐶(𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜)
=  

𝐼(𝑟𝑜𝑡𝑎çã𝑜′)𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐶(𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)
  

(Eq. 24) 

  

𝐼(𝑟𝑜𝑡𝑎çã𝑜′)𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 = 𝐼(𝑟𝑜𝑡𝑎çã𝑜′)𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜 . [
𝐶(𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)

𝐶(𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜)
] 

(Eq. 25) 

  

A equação 25 descreve a função de calibração para a calibração multi-fluxo. O slope 

é denotado por [
𝐶(𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)

𝐶(𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜)
] e a concentração da amostra é determinada e rearranjada para: 

 

𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒 = [
𝐶(𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)

𝐶(𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜)
] 

(Eq. 26) 

  

𝐶(𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎) =  𝐶(𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜) .  𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒 (Eq. 27) 

 

Devido ao preparo de apenas uma única solução padrão, a MFC quando comparada 

com a calibração externa, desempenha uma economia de recursos para seu procedimento e 

simplifica o trabalho exercido pelo analista. Ao mesmo tempo, a limitação de empregar apenas 

uma única solução de calibração pode estar nos erros sistemáticos associados à preparação 

(Williams et al., 2019). 
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2.2.2.3 Técnica de calibração análise de diluição padrão 

 

Dentre as novas estratégias de calibração, a análise de diluição padrão é a única que 

combina calibrações tradicionais para minimizar interferências não-espectrais (Virgilio et al., 

2016). 

O procedimento de preparo das soluções de calibração é semelhante da calibração 

multi-isotópica, sendo que uma delas é composta por 50% amostra e 50% padrão e um elemento 

utilizado como padrão interno (S1, solução 1) e a outra composta por 50% amostra e 50% branco 

(S2, solução 2). O padrão interno será utilizado para minimizar possíveis flutuações do sinal 

analítico relacionados com parâmetros instrumentais, conforme descrito na calibração de 

padrão interno e o volume correspondente de amostra em ambas as soluções, possibilita a 

correção de efeitos de matriz simplificando a calibração de adição de padrão (Jones et al., 

2015). 

A técnica baseia-se na diluição da solução 1 à medida que a solução 2 é adicionada no 

mesmo recipiente de S1. Inicialmente, os sinais dos analitos e do padrão interno são monitorados 

em um intervalo de tempo, até descrever um comportamento estável e constante antes da adição 

da solução 2. Com adição da S2, os sinais analíticos são de menor intensidade devido a diluição 

gradual ao longo do tempo, descrevendo um comportamento decrescente no gráfico, região esta 

denominada de SDA (Donati e Amais, 2019). 

Com base na razão entre o sinal do analito e do padrão interno, a resposta é plotada no 

gráfico como variável dependente e no eixo da variável independente a razão de 1/Concentração 

do padrão interno. A plotagem do gráfico descreve uma curva de calibração crescente para cada 

analito, sendo a concentração do padrão interno calculada a cada ponto ao longo da diluição 

padrão. A concentração do analito na amostra é calculado pela equação 28 (Jones et al., 2015): 

  

𝐶𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 = [
𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒. 𝐶(𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜)

𝐶(𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑜). 𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒
] .  

𝑉𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜

𝑉𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
 

(Eq. 28) 

 

Jones et al., 2015 determinaram Al, Cd, Cr, Cu, Co, Fe, Ni e Pb em diversas amostras 

por ICP OES utilizando a calibração de análise de diluição padrão sendo os resultados 

comparados com os valores obtidos de calibrações tradicionais como a calibração externa, 

interna e adição de padrão. O erro percentual da concentração esperada do analito presente na 
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amostra foi de 19,3%, 20,3%, 10,7% e 4,7% para EC, IS, SA e SDA, respectivamente. O desvio 

padrão relativo, avaliado como precisão, obteve valores médios de 19,8%, 9,3%, 13,3% e 5,8% 

para EC, IS, SA e SDA respectivamente. 

 

2.2.2.4 Principais aplicações de calibração multi-sinais em técnica espectrométricas 

 

A medida que as técnicas de calibração multi-sinais avançam na sua aplicação seja 

para amostras em diferentes níveis de complexidade, compatibilidade com diferentes técnicas 

de análise e preparo de amostra simplificado, trabalhos são reportados na literatura como 

apresentado na Tabela 1. 

Virgilio et al., 2017 descrevem e valida a técnica de calibração multi-sinais 

denominada de multi-energia e aplica para técnicas como espectrometria de emissão óptica de 

plasma induzido por micro-ondas (MIP OES), espectrometria de emissão óptica de plasma 

indutivamente acoplado (ICP OES) e espectrometria de absorção chama atômica de alta 

resolução com fonte contínua por chama (HR-CS FAAS). Os autores aplicaram a técnica de 

calibração para diferentes amostras, como por exemplo, chá verde, refrigerante, vinho tinto 

molho de soja e os resultados quando comparados com a calibração externa, interna e adições 

de padrão, concluíram ser um rápido e eficiente a calibração multi-energia.   

A abrangência das técnicas multi-sinais, também foram investigas em espectrometria 

de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) por Virgilio et al., 2018 em seu 

trabalho com a técnica de calibração multi-isotópica. Neste estudo, envolveu a prova de 

conceito para a técnica de calibração a qual foi utilizada para determinar Ba, Cd, Se, Sn e Zn 

em materiais de referência certificados em matrizes distintas. Para os autores a conclusão foi 

que pode ser uma boa alternativa quando comparada com as técnicas de calibração tradicionais. 

Para a técnica de análise, ICP-MS/MS, a calibração muti-espécies foi proposta no trabalho dos 

autores Williams e Donati, 2018 em que várias espécies químicas de um elemento químico 

isotópico são utilizadas para a calibração, os quais são utilizados para determinar a concentração 

As, Co e Mn em amostras de arroz e fígado. Concluíram que a calibração pode ser uma técnica 

eficiente para minimizar os efeitos de matriz. 

Williams et al., 2019 descrevem a calibração multi-fluxo como sendo uma 

combinação de simplicidade da calibração externa com a precisão aprimorada de empregar 

diferentes condições para coleta do sinal analítico para descrever a curva de calibração. Em seu 

trabalho os autores determinaram Cr, Cu, Fe e Mn em amostras de água e alimentos por meio 
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da espectrometria de emissão óptica de plasma induzido por micro-ondas (MIP OES). Os 

efeitos de matriz, segundo os autores foram minimizados devido à normalização do plasma 

devido a técnica de calibração utilizar diferentes vazões do fluxo de gás nebulizador e 

concluíram que quando comparado com a técnica de calibração externa é uma alternativa eficaz, 

entretanto ressaltam a necessidade de estudos adicionais em diferentes condições de amostra e 

analitos.  

Diante dos relatos acima nota-se que a utilização das técnicas de calibração multi-

sinais surge como uma alternativa viável para as técnicas de análise, em específico para a ICP-

MS, entretanto os conceitos envolvidos para as técnicas de calibração, em especial para a 

calibração multi-fluxo e multi-isotópica, requerem otimização das condições instrumentais para 

possibilitar vovas aplicações destas técnicas de calibração em diferentes, sendo este um 

incentivo de pesquisa.    
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Tabela 1 – Aplicações de espectrometria atômica envolvendo métodos de calibração multi-

isotópica e multi-fluxo 

 

Estratégia de 

Calibração 

Analito Amostra Técnica 

de 

Análise 

Referência 

MICal Cr, Co, Fe, Ni, 

Pb, Sn, Sr e Zn 

Vinho ICP-MS Wheal e 

Wilkes, 

2021 

MICal  

Ba, Cd, Se, Sn e 

Zn 

 

CRMs NIST 1515a, 

NIST 1547b, NIST 

1570ac e NIST 1573ad, 

NIST 1567ae e NIST 

1568bf e NIST 1643eg 

ICP-MS Virgilio et 

al., 2018 

MICal Cd, Cr, Mo, Ni, 

Pb, Se e Sr 

CRMs NIST 1577c
h e 

NIST 8414i 

ICP-MS de Higuera 

et al., 2020 

MFC Cr, Cu, Fe e Mn SDWMj, CRM-RS-Ak e 

NIST 1573al 

MIP OES Williams et 

al., 2019 

Fonte: o autor (2022) 

 

aMaçã  

bPêssego 

cEspinafre 

dFolhas de tomate 

eTrigo 

fFarinhas de arroz 

gTraço de elemento em água 

hFígado Bovino  

iMúsculo Bovino 

jMetais em água potável secundária 

kSedimento de rio A 

lFolhas de tomate 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJTIVO GERAL 

 

Avaliar a aplicação das novas técnicas de calibração, multi-fluxo e multi-isotópica, em 

comparação com a calibração externa e com padrão interno para determinação de metais em 

amostras de vinho utilizando a espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado 

(ICP-MS). 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Otimizar os parâmetros instrumentais tais como potencial da radiofrequência e 

vazão do gás nebulizador para as técnicas de calibração multi-isotópica e multi-

fluxo, calibração externa e com padrão interno.  

2. Estabelecer a faixa da vazão do gás nebulizador para a técnica de calibração 

multi-fluxo. 

3. Estudar a concentração a ser utilizada do padrão multi-elementar para a técnica 

de calibração multi-isotópica e multi-fluxo. 

4. Comparar as concentrações dos analitos nas amostras de vinho obtidas 

utilizando  calibrações multi-isotópica e multi-fluxo com as determinadas com 

uso das técnicas convencionais de calibração (externa e com padrão interno).  
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4  METODOLOGIA 

 

4.1 INSTRUMENTAÇÃO 

 

A avaliação da aplicação das novas técnicas de calibração multi-sinais foi realizada 

utilizando um espectrômetro de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) Elan 

6000 (Perkin Elmer-Sciex, Thornhill,Canadá) e argônio (99,996%, White Martins, São Paulo, 

Brasil) foi utilizado como gás do plasma. Os parâmetros instrumentais utilizados para as 

determinações por ICP-MS para a técnica de calibração multi-fluxo e multi-isotópica foram 

otimizados e os isótopos monitorados foram selecionados de acordo com as características de 

cada técnica de calibração, níveis de concentração dos analitos nas amostras, abundâncias 

relativas, potenciais interferências e também pelo fato de estabelecer uma comparação entre as 

calibrações convencionais e as novas técnicas, excluindo as comparações entre as calibrações 

multi-sinais. Os parâmetros instrumentais do ICP-MS e os isótopos selecionados são 

apresentados, respectivamente, nas Tabela 1 e Tabela 2. 

 

Tabela 2 – Otimização dos parâmetros de ICP-MS aplicados para a calibração multi-fluxo e 

multi-isotópica.  

 

Parâmetro Condição operacional 

Potencial da Radiofrequência 1100 W 

Vazão do gás do plasma 15 L . min-1 

Vazão do gás nebulizador 0,8 – 1,2 L min-1 

Cones amostrador e skimmer Pt 

Medição do sinal Peak Hopping 

Leituras/Replicatas 1 

Replicatas 3 

Dwell Time 50 ms 

Modo de operação do detector Dual 

Nebulizador Pneumático de fluxo cruzado 

Câmera de nebulização Duplo passo 

 

Fonte: o autor (2022) 
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Tabela 3 – Isótopos selecionados para determinação de metais em amostras de vinho usando de 

calibração multi-fluxo (MFC)  e multi-isotópica (MICal)  por ICP-MS. 

 

Técnica de Calibração Isótopos Selecionados 

MICal 

Mo95, Mo96, Mo97, Mo98 e Mo100 

Pb204, Pb206, Pb207 e Pb208 

Cd111, Cd112, Cd113, Cd114 e Cd116 

Ni58, Ni60, Ni61 e Ni62 

MFC Mo98, Ni60, Zn66 e Fe57 

 

Fonte – o autor (2022) 

 

 

4.2 MATERIAIS E REAGENTES 

 

Todos os reagentes utilizados foram grau analítico de pureza. Água deionizada em 

sistema Milli-Q Millipore ((Bedford, MA, EUA) a uma resistividade de 18,2 MΩ cm, ácido 

nítrico (Carlo Erba, Milão, Itália) destilado abaixo do seu ponto de ebulição em um destilador 

de quartzo da Kürner Analysentechnik (Rosenheim, Alemanha). As soluções foram preparadas 

por diluição apropriada da solução estoque multi-elementar contendo 1000 mg L-1 de Ag, Al, 

B, Ba, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Ga, In, K, Li, Mg, Mo, Mn, Na, Ni, Pb, Sr, Tl e Zn 

dissolvida em HNO3 1% (v v-1) (Ref. 1113550100, Merck, cidade, país). As curvas de 

calibração na faixa de 5 – 200 µg L-1 foram construídas para a calibração externa e calibração 

com padrão interno, e 103Rh (ródio) a 5 µg L-1 foi usado como padrão interno.  

Para a calibração multi-isotópica, a solução padrão+amostra foi preparada usando 50% 

v v-1 das amostras de vinho e 50% v v-1 de solução multi-elementar, e a solução branco+amostra 

foi preparada usando 50% v v-1 das amostras de vinho e 50% v v-1 de HNO3 diluído (1% v v-1). 

As concentrações da solução estoque para calibração multi-fluxo foram preparadas por diluição 

apropriada em meio aquoso e em meio alcoólico (C2H5OH absoluto P.A. ACS 99,5% SYNTH, 

Diadema, Brasil) e as faixas da vazão do gás nebulizador (0,6 – 1,3 L min-1, incremento de 0,1) 

e da rotação da bomba peristáltica (2,5 – 30 rpm, incremento de 2,5) foram avaliadas 

considerando os analitos da solução padrão (Daily performance) 10 µg L-1 contendo os analitos 

Mg, Pb, In, Rh, Ba e Ce. 
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4.3 AMOSTRAS 

 

Para as análises, três amostras de vinhos tintos produzidos e engarrafados no Brasil, 

foram adquiridos em lojas especializadas da cidade de Florianópolis, no estado de Santa 

Catarina. Os tipos de vinho foram selecionados aleatoriamente com teor alcoólico na faixa de 

15% v v-1. As amostras possuem coloração púrpura/violeta que podem variar com o tempo entre 

vermelho/rubi, granada/tijolo e acastanhado. As amostras foram adquiridas em temperatura 

ambiente e engarrafas em material de vidro com tampa de rolha e lacradas. Separou-se uma 

alíquota de 50 mL de cada amostra as quais foram armazenadas na geladeira a 7 ± 2 °C. 

 

4.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

 

4.4.1 Procedimento de preparo da solução padrão multi-elementar para a calibração 

multi-sinais 

 

4.4.1.1 Preparo da solução padrão multi-elementar para MICal 

 

Para a definição das soluções para a calibração multi-isotópica, primeiro iniciou com 

o preparo da solução composta, em volume, por 50% de padrão e 50% de amostra. A 

concentração do padrão multi-elementar foi avaliada, em triplicata, para as soluções 

concentrações de 2,5, 6,25, 12,5, 20, 30 e 40 µg L-1 para Mo, Pb, Cd e Ni (e seus respectivos 

isótopos, de acordo com a Tabela 2). 

As amostras de vinho utilizadas foram adicionadas de 40 µg L-1 dos analitos e diluídas 

25 vezes para compor a solução final de amostra+branco e amostra+padrão. De acordo com a 

composição, em volume, de 50% para amostra e 50% para o branco (1% v v-1 de HNO3) a 

solução final apresentou uma diluição de 50 vezes para a amostra. 

Cabe ressaltar que o objetivo do trabalho é realizar o teste de conceito para a calibração 

multi-isotópica por ICP-MS, por este motivo nenhuma consideração específica sobre a origem 

geográfica das amostras foi feita para comparar com as técnicas de calibração externa e interna. 
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4.4.1.2 Preparo da solução padrão multi-elementar para MFC 

 

O estudo e definição das concentrações em relação as soluções padrão multi-elementar 

para a calibração multi-fluxo, iniciou com uma diluição de 50 vezes para as amostras de vinho 

e utilizando padrões em faixa de concentrações entre 10, 15, 30 e 60 µg L-1 para Mo, Ni, Zn e 

Fe em triplicata na ausência e presença de álcool 0,3% v v-1 (valor correspondente a uma 

diluição de 50 vezes o teor alcoólico da amostra) foram preparadas.  

 

4.4.2 Otimização instrumental para calibração multi-sinais 

 

4.4.2.1 Otimização dos parâmetros do ICP-MS para calibração MICal 

 

Os parâmetros otimizados para a calibração multi-isotópica por ICP-MS foram: a 

vazão do gás nebulizador e o potencial da radiofrequência que variaram, respectivamente, de 

0,8 a 1,2 L min-1 e 900 a 1400 W nos meios aquosos e amostra de vinho diluída. Para cada 

parâmetro a análise compreendeu-se conforme as concentrações obtidas para cada analito, e as 

características intrínsecas da calibração multi-isotópica. 

 

4.4.2.2 Otimização dos parâmetros do ICP-MS para calibração MFC 

 

Inicialmente a vazão do gás nebulizador e a rotação da bomba peristáltica foram 

otimizados por meio de uma solução padrão de 10 µg L-1 contendo Pb, In, Ba, Ce, Mg e Rh 

conhecida por solução Daily, conforme o fabricante do equipamento (Perkin-Elmer) sugere para 

as otimizações instrumentais. Para a vazão do gás nebulizador a otimização compreendeu uma 

faixa de 0,6 – 1,3 L min-1 com incrementos de 0,1 L min-1, sendo os valores alterados no software 

que acompanha o equipamento. Nesta etapa a rotação da bomba peristáltica foi mantida constante 

em 24 rotações por minuto e radiofrequência de 1100 W. Para cada condição da vazão do gás 

nebulizador, as contagens para os analitos Pb, Mg, In e Rh, a razão Ba2+/Ba+ para íons de dupla 

carga e a formação de óxido CeO/Ce foram monitorados. 

A otimização da rotação da bomba peristáltica foi realizada através da interpretação 

da relação existe entre as contagens por segundo para os analitos Mg, Pb, In e Rh de uma 

solução padrão de 10 µg L-1 (solução Daily) em função da faixa de rotação 2,5 – 30 rotações 

por minuto (incrementos de 2,5). 
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4.4.2.3 Calibração Externa e padronização interna 

 

Os dados obtidos da calibração multi-isotópica e multi-fluxo, foram comparados com 

os das calibrações externa e com padrão interno. As curvas de calibração foram construídas na 

entre 5; 10; 50; 100; 150 e 200 µg L-1 para os experimentos e 103Rh (ródio) a 5 µg L-1 foi usado 

como padrão interno. As amostras de vinho, foram analisadas em triplicata, utilizando diluição 

de 50 vezes.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES  

 

5.1 OTIMIZAÇÃO INSTRUMENTAL PARA CALIBRAÇÃO MULTI-SINAIS 

 

5.1.1 Calibração multi-isotópica 

 

5.1.1.1 Potência de radiofrequência 

 

Após o processo de nebulização da amostra, o aerossol líquido/gás é conduzido para o 

plasma onde ocorre os processos de dessolvatação, volatilização, dissociação e ionização, 

produzindo íons atômicos dos analitos. Estes, serão amostrados por diferença de pressão através 

do cone amostrador e skimmer e direcionados para o analisador de massas onde são separados 

em função da sua razão massa/carga (Thomas, 2013).  

A energia necessária para que o aerossol líquido/gás seja convertido em uma 

população de íons atômicos, está associada ao plasma indutivamente acoplado. É uma relação 

direta com o potencial de radiofrequência aplicado. Em condições de potenciais baixos, a 

energia associada ao plasma favorece a formação de óxidos e íons poliatômicos, podendo 

interferir na razão massa/carga do isótopo do analito (Thomas, 2013). No outro extremo, em 

condições de elevada potência de radiofrequência a alta energia a população de íons de dupla 

carga é favorecida, os quais pode interferir na análise (Nelms, 2005). 

Com base nas características instrumentais e o funcionamento do ICP-MS, para se 

obter uma resposta analítica significativa, foi otimizado a potência da radiofrequência (900 a 

1400 W, incrementos de 100 W) para a solução padrão multi-elementar e a amostra de vinho, 

respectivamente, conforme apresentado na Figura 11. As contagens por segundo obtidas para 

cada analito foram normalizadas em relação a maior contagem de cada analito para facilitar a 

representação dos resultados e pelas diferenças na sensibilidade distinta de cada analito no ICP-

MS. 
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De acordo com os dados apresentados na Figura 11 a condição de compromisso para 

potência de radiofrequência está entre 1200 W para a solução padrão multi-elementar e 1100 

W para a amostra de vinho diluída 50 vezes.  

Devido ao preparo das soluções de calibração para a técnica multi-isotópica adotar 

uma correspondência de matriz para minimizar os seus efeitos, foi escolhido a condição ótima 

de 1100 W para as calibrações multi-sinais. 

 

5.1.1.2 Vazão do gás nebulizador 

 

Os resultados representados na Figura 11, apresentam o efeito da variação da vazão de 

gás nebulizador sobre a contagens normalizadas de diferentes isótopos monitorados na amostra 

Figura 10 – Otimização do potencial de radiofrequência. a) para amostra de vinho e b) para 

uma solução padrão multi-elementar (20 µg L-1).  

 

Fonte: o autor (2022) 
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de vinho e para o padrão multi-elementar, respectivamente. As contagens por segundo obtidas 

para cada analito foram normalizadas em relação a maior contagem para cada um dos analitos.  

 

 

 

De acordo com os dados apresentados na Figura 11 a condição ótima da vazão do gás 

nebulizador está entre 1,1 L min-1 para a amostra de vinho diluída 50 vezes e 1,2 L min-1 para 

a solução padrão multi-elementar. Ressalta-se que o tempo de permanência dos analitos no 

plasma para vazões do gás nebulizador abaixo de 1,1 L min-1 é maior e favorece a formação dos 

íons dupla carga (Ba2+/Ba) e vazões maiores que 1,2 L min-1, diminui o tempo de exposição do 

aerossol da amostra no plasma e favorece um aumento considerável na formação de óxidos 

(CeO/Ce) (Nelms, 2005). Neste caso, a condição de compromisso foi a vazão do gás 

b

) 

Fonte: o autor (2022) 

Figura 11 – Otimização da vazão do gás nebulizador. a) para amostra de vinho e b) para uma 

solução padrão multi-elementar (20 µg L-1). 
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nebulizador de 1,1 L min-1 para MICal, uma vez que o preparo das soluções de calibração para 

a técnica multi-isotópica foi realizado por meio da correspondência de matriz.   

 

5.1.2 Calibração Multi-fluxo 

 

Nesta técnica de calibração, a quantidade de analito que chega ao plasma pode variar, 

basicamente, em função de dois parâmetros instrumentais, a rotação da bomba peristáltica e 

vazão do gás nebulizador. A alteração desses parâmetros pode aumentar ou reduzir a quantidade 

de analito que efetivamente chega ao plasma, dessa forma ambos podem ser utilizados para a 

calibração multi-fluxo. Assim, a variação da rotação da bomba peristáltica e a variação na vazão 

do gás nebulizador foram avaliados para esta técnica de calibração.  

 

5.1.2.1 Rotação da bomba peristáltica  

 

A otimização da rotação da bomba peristáltica foi realizada, conforme manual do 

equipamento, por meio da interpretação da relação existe entre as contagens por segundo (s-1) 

para os analitos Mg, Pb, In e Rh em função da faixa de rotação (2,5 – 30 rpm) para uma solução 

padrão de 10 µg L-1 contendo Mg, Pb, In, Rh, Ba e Ce. Neste caso, a vazão do gás nebulizador 

foi mantida constante (1,1 L min-1).  

Foi observado que em rotações na faixa entre 5 – 20 com incrementos de 2,5 rpm, 

descrevem um comportamento crescente para as contagens por segundo, devido ao aumento do 

volume de aerossol da solução que chega ao plasma. Entretanto, para rotações acima de 20 rpm, 

o volume de aerossol tende para uma estabilidade, isso ocorre devido a limitação imposta pela 

capacidade máxima do nebulizador, conforme demonstrado na Figura 12. 
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A velocidade de rotação da bomba peristáltica para a calibração multi-fluxo, poderia 

ser estipulado a faixa entre 5 – 20 rpm, pois para rotações inferiores a 5 rpm o tempo de análise 

seria maior, reduzindo a frequência analítica e elevando o seu custo da análise. Para rotações 

superiores a 20 rpm, a capacidade de nebulização do sistema utilizado atinge o seu limite. 

 

5.1.2.2 Vazão do gás nebulizador 

 

A vazão do gás nebulizador é outro parâmetro instrumental que também pode ser 

utilizado para a técnica de calibração multi-fluxo. Neste sentido, mantendo a rotação da bomba 

peristáltica constante (24 rpm) foi avaliado o efeito da vazão sobre as contagens dos analitos 

Mg, Pb, In e Rh como também, a razão das contagens para íons de dupla carga (Ba2+/Ba) e 

formação de óxidos (CeO/Ce) em função do intervalo (0,6 – 1,3 L min-1) para uma solução 

padrão de 10 µg L-1 contendo Mg, Pb, In, Rh, Ba e Ce. 

Fonte: o autor (2022) 

Figura 12 – Otimização da rotação da bomba peristáltica para solução padrão (Daily 

performance) 10 µg L-1 contendo os analitos Mg, Pb, In e Rh. 
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Observa-se, de acordo com a Figura 13, um aumento das contagens para vazões entre 

o intervalo de 0,6 – 1,1 L min-1, nestas condições o tempo de residência dos analitos no plasma 

favorece o processo de ionização. Para vazões acima de 1,1 L min-1 as contagens para os 

analitos Mg, Pb, In e Rh apresentam redução considerável na intensidade dos sinais, justificado 

pelo menor tempo de residência no plasma, afetando o processo de ionização e favorecendo o 

aumento de espécies poliatômicas (Nelms, 2005). 

 

 

Observa-se um aumento considerável (>3%) na formação de óxidos (CeO/Ce) para 

vazões maiores que 1,2 L min-1 (incremento de 0,1 L min-1) e aumento de íons dupla carga 

(Ba2+/Ba) (>3%) para vazões menores que 0,7 L min-1 conforme a Figura 14. O tempo de 

permanência dos analitos no plasma para vazões do gás nebulizador abaixo de 0,7 L min-1 é 

maior, favorecendo a formação de íons de dupla carga fato este justificado pelo aumento da 

razão Ba2+/Ba monitorados e menores contagens por segundo para os analitos Mg, In, Pb e Rh. 

Enquanto em vazões acima de 1,2 L min-1 o tempo de residência dos analitos no plasma é menor 

e a formação de espécies químicas poliatômicas com oxigênio, óxidos, é favorecido e 

evidenciado pelo aumento da razão CeO/Ce. 

Fonte: o autor (2022) 

Figura 13 – Otimização da vazão do gás nebulizador para solução padrão (Daily performance) 

10 µg L-1 contendo os analitos Mg, Pb, In, Rh, Ba e Ce. 
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Após avaliar os dois parâmetros (rotação da bomba peristáltica e vazão do gás 

nebulizador) que podem ser utilizados para a calibração multi-fluxo, optou-se por escolher a 

vazão do gás nebulizador como parâmetro variável para a técnica de calibração multi-fluxo, 

pois a quantidade de amostra necessária e de resíduo formado são menores em comparação com 

possíveis alterações na rotação da bomba peristáltica (Williams et al., 2019; Machado et al., 

2021) e a faixa da condição ótima foi monitorada de forma específica com base na formação 

íons dupla carga e óxidos. A faixa da vazão do gás nebulizador utilizado foi de 0,8 até 1,2 L 

min-1 sendo a região em que os íons de dupla carga e as espécies poliatômicas estão dentro dos 

limites adequados (<3%) para permitir a determinação por ICP-MS.  

 

 

 

 

 

 

 

a) 

b) 

Figura 14 - Otimização da vazão do gás nebulizador para solução padrão (Daily performance) 

10 µg L-1 contendo os analitos Mg, Pb, In, Rh, Ba e Ce. a) razão entre as contagens para CeO/Ce 

e em b) a razão entre as contagens para Ba2+/Ba. 

Fonte: o autor (2022) 
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5.2 TÉCNICA DE CALIBRAÇÃO MULTI-ISOTÓPICA 

 

5.2.1 Efeito da concentração padrão multi-elementar 

 

A determinação da concentração dos analitos na amostra, com base na técnica de 

calibração multi-isotópica, considerou a função de calibração, conforme equação 16. Foi 

avaliado a concentração de solução padrão a ser adicionada na solução amostra+padrão para a 

calibração multi-isotópica, pois a medida que a concentração da solução padrão adicionada 

aumenta, o slope descreve uma relação inversa e a determinação da concentração do analito na 

amostra depende deste valor (Higuera et al., 2020) conforme observado na equação 17. 

Para a amostra de vinho no estudo da calibração multi-isotópica, foi necessário adição 

de 40 µg L-1 de solução padrão multi-elementar para elevar as concentrações dos analitos Mo, 

Pb, Cd e Ni para níveis ultra-traço.  Na Tabela 4 a adição de solução padrão multi-elementar, o 

valor adicionado de solução padrão multi-elementar no vinho, a concentração determinada e o 

slope das curvas de calibração usando MICal por ICP-MS são apresentados. 

Destaca-se com base na Tabela 4 apresentada que as concentrações da solução padrão 

entre 12,5 e 20 µg L-1 a determinação para Mo, Pb, Cd e Ni se aproxima do valor adicionado na 

amostra e o slope da curva de calibração varia na faixa de 0,68 até 0,78 indicando que as 

condições ótimas estão em uma razão próxima de ±1 para a concentração presente na amostra.  

Para Higuera et., al 2020 em seu trabalho sobre a calibração multi-isotópica por ICP-

MS para Cr, Cd, Mo, Ni, Pb, Se e Sr em materiais de referência padrão de fígado (NIST SRM 

1577c) e músculo bovino (NIST SRM 8414).  Segundo os autores, o estudo da concentração 

padrão a ser adicionada na solução amostra+padrão foi com base na concentração dos analitos 

na solução padrão que se aproximavam das concentrações presentes na amostra certificada, 

observando slopes próximos de 0,5, resultados significativamente melhores foram obtidos. 
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Tabela 4 – Estudo da concentração do padrão (média ± desvio padrão, n = 3) para calibração 

multi-isotópica na composição 50% (v v-1) amostra e 50%(v v-1) padrão para o preparo da 

solução de calibração. 

 

Vinho 

Analito 
Adição de Padrão 

(µg L-1) 

Valor 

adicionado 

(µg L-1) 

Concentração 

(µg L-1) 
Slope 

Recuperação 

(%) 

Mo 2,5 

6,25 

12,5 

20 

30 

40 

40 34,93 ± 1,76 

48,71 ± 1,48 

41,90 ± 0,63 

44,25 ± 3,42 

47,75 ± 2,98 

45,50 ± 2,36 

0,9330 

0,8862 

0,7702 

0,6878 

0,6136 

0,5318 

87 

121 

104 

110 

119 

113 

Pb 2,5 

6,25 

12,5 

20 

30 

40 

40 234,77 ± 208,44 

65,36 ± 9,09 

45,94 ± 2,59 

43,64 ± 3,12 

49,65 ± 3,00 

44,71 ± 2,16 

0,9797 

0,9113 

0,7860 

0,6850 

0,6228 

0,5275 

586 

163 

114 

109 

124 

111 

Cd 2,5 

6,25 

12,5 

20 

30 

40 

40 69,17 ± 3,59 

58,74 ± 1,08 

43,80 ± 0,54 

42,90 ± 2,76 

47,97 ± 2,55 

44,74 ± 1,89 

0,9650 

0,9038 

0,7787 

0,6814 

0,6148 

0,5275 

172 

146 

109 

107 

119 

111 

Ni 2,5 

6,25 

12,5 

20 

30 

40 

40 20,24 ± 1,82 

50,49 ± 4,53 

43,9 ± 2,00 

46,33 ± 3,86 

49,77 ± 3,36 

48,33 ± 2,72 

0,9211 

0,8891 

0,7782 

0,6974 

0,6233 

0,5467 

50 

126 

109 

115 

125 

120 

Fonte: o autor (2022) 
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Os resultados obtidos para o slope da curva de calibração na Tabela 4 podem ser 

interpretados de acordo com a equação 17. A medida que a concentração da solução padrão 

tende para valores próximos de 40 µg L-1, o slope da função de calibração é alterado e a 

determinação da concentração de Mo, Pb, Cd e Ni na amostra de vinho se afasta do valor 

adicionado na mesma. Aplicou-se o teste Q em um nível de confiança de 95%, o qual identificou 

resultados anômalos para Pb nas concentrações preparadas de 2,5 (n = 6) e 6,25 µg L-1 (n = 5), 

e para Ni na concentração de 2,5 µg L-1 (n = 6). 

Para analisar se existe uma diferença significativa entre as concentrações preparadas, 

o teste t foi aplicado para Mo (n = 6), Pb (n = 4), Cd (n = 6) e Ni (n=5) em um nível de confiança 

de 95%. Para os analitos Pb, Cd e Ni o t-calculado (4,57, 2,60 e 6,47, respectivamente) foi maior 

que o t-crítico (3,18, 2,57 e 2,78, respectivamente), ou seja, existe uma diferença significativa 

em um nível de confiança de 95% e para Mo o t-calculado (1,88) < t-crítico (2,57).  

Virgilio et al., 2018 em seu trabalho sobre a calibração multi-isotópica por ICP-MS 

destaca que a faixa de trabalho para o uso da calibração com amostras desconhecidas pode ser 

definida considerando o intervalo do slope entre 0,1 e 0,9, pois a equação 18 descreve uma 

limitação em seu denominador. 

De acordo com os trabalhos reportados na literatura (Higuera et., al 2020), os testes 

estatísticos aplicados e as recuperações apresentadas na Tabela 4, as concentrações ótimas de 

12,5 e 20 µg L-1 da solução padrão multi-elementar para o preparo da solução amostra+padrão 

para calibração multi-isotópica, foram selecionados para comparar com a calibração externa e 

padronização interna. 

Os resultados observados na Tabela 4 para a concentração padrão adicionada de 12,5 

µg L-1 da solução padrão multi-elementar para o preparo da solução amostra+padrão, são 

apresentados na Figura 15, com base nas curvas de calibração para Mo, Pb, Cd e Ni, 

respectivamente, para ilustrar o comportamento do gráfico típico da calibração multi-isotópica.  
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Os gráficos típicos apresentados para a calibração multi-isotópica na Figura 15 são 

exemplos que descrevem a curva de calibração e observa-se linearidade compatível e 

comparável com as técnicas de calibração externa e com padrão interno. Cada ponto de 

calibração, representa um isótopo monitorado na solução amostra+padrão e solução 

amostra+branco. 

 

5.2.2 Parâmetros de mérito 

 

As determinações foram realizadas utilizando as técnicas de calibração externa, com 

padrão interno e multi-isotópica. A comparação da precisão, o desvio padrão relativo obtidos 

com as diferentes técnicas de calibração avaliadas está apresentada na Tabela 5. Os limites de 

Figura 15 – Curvas de calibração multi-isotópica de a) Mo; b) Pb; c) Cd e d) Ni para amostra 

de vinho analisadas por ICP-MS. 

Fonte: o autor (2022) 
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detecção (LOD) e de quantificação (LOQ) definidos respectivamente como 3 s/b e 10 s/b, em 

que s é o desvio padrão correspondente a 10 medidas do branco, e b o valor da inclinação da 

curva de calibração para as técnicas de calibração externa e interna de acordo com as 

recomendações da IUPAC não foram determinados devido a problemas instrumentais. Para a 

calibração multi-isotópica os parâmetros LOD e LOQ são calculados conforme reportado no 

trabalho de Virgilio et al., 2020: 

 

𝐿𝑂𝐷 = 3 [
𝑆𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒 . 𝐶(𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜)

(1 − 𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒)²
] 

(Eq. 29) 

𝐿𝑂𝑄 = 10 [
𝑆𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒  . 𝐶(𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜)

(1 − 𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒)²
] 

(Eq. 30) 

 

As equações 29 e 30 consideram uma abordagem de propagação de erro, onde Sslope é 

o desvio padrão do slope da curva de calibração, C (padrão) concentração padrão da solução multi-

elementar presente na solução amostra+branco e slope da curva de calibração. 

Os problemas instrumentais enfrentados durante a execução da parte final deste 

projeto, infelizmente, não permitiram a aquisição dos dados experimentais necessários para o 

cálculo do LOD e LOQ.  Entretanto, os trabalhos reportados na literatura (Virgilio et al., 2020) 

apontam que, quando comparado com as técnicas de calibração tradicionais, os valores de LOD 

e LOQ são maiores para a calibração multi-isotópica, visto que para o cálculo dos parâmetros 

o slope da curva de calibração considera uma faixa de trabalho ótima a qual pode contribuir 

para valores maiores. 

Para verificar a precisão das técnicas de calibração, o desvio padrão relativo (RSD) foi 

calculado considerando o desvio padrão (s) dividido pela média (�̅�) multiplicado por 100. 
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Tabela 5 – Desvio padrão relativo para as técnicas de calibração multi-isotópica, externa e 

padrão interno em amostra de vinho por ICP-MS. 

 

Analito Técnica de Calibração RSD (%)  

Mo MICal (12,5 µg L-1) 1,51 

 MICal (20 µg L-1) 7,72 

 EC 2,89 

 IS 3,55 

Pb MICal (12,5 µg L-1) 5,65 

 MICal (20 µg L-1) 7,16 

 EC 1,90 

 IS 4,08  

Cd MICal (12,5 µg L-1) 1,24  

 MICal (20 µg L-1) 6,43  

 EC 2,18  

 IS 3,55  

Ni MICal (12,5 µg L-1) 4,55  

 MICal (20 µg L-1) 8,32  

 EC 1,98  

 IS 3,87  

 

Fonte: o autor (2022) 

 

É possível observar, com base na Tabela 5, que a diferença percentual entre os valores 

obtidos para cada analito, dentre as calibrações, variou da seguinte forma: para o Mo de 1,51% 

a 7,72 %, para o Pb de 1,90 a 7,16%, para o Cd de 1,24 a 6,43% e de 1,98 a 8,32% para o Ni. 

Observa-se que para Mo e Cd as precisões foram melhores para a calibração multi-isotópica na 

concentração de 12,5 µg L-1 quando comparadas com as técnicas de calibração externa e interna, 

entretanto para Ni e Pb a calibração externa apresentou RSD menores em comparação com as 

demais técnicas de calibração. Neste caso, erros aleatórios podem estar adicionados para as 

determinações visto que a técnica de calibração multi-isotópica considera uma correspondência 

de matriz no preparo das soluções padrão e por este motivo, potenciais interferências não 

espectrais poderiam ser minimizadas e níveis de precisão melhores poderiam ser alcançados, o 

que não foi possível observar nos dados obtidos. 
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Os dados estatísticos, por meio do teste F, indicam que existe diferenças significativas 

entre as variâncias dos desvios do padrão relativo para as técnicas de calibração. O teste foi 

aplicado em um nível de confiança de 95% e o valor calculado de F foi de 14,12 sendo o valor 

crítico F para 3 e 12 graus de liberdade igual a 3,49. Conclui-se que existe diferença 

significativa entre as variâncias devido F calculado ser maior que o F crítico. 

O teste t para duas amostras independentes aplicado para o par de calibração multi-

isotópica 12,5 e 20 µg L-1 apresentou como t-crítico bicaudal e nível de confiança de 95% igual 

a 2,77 e t-calculado = -3,56, de modo que existe diferença significativa entre as médias dos 

RSD determinados pelas técnicas de calibração multi-isotópica. O teste quando aplicado entre 

a calibração multi-isotópica para as duas concentrações e as técnicas de calibração externa e 

padronização interna, indicou que não existe diferenças significativas apenas entre os pares 

multi-isotópica 12,5 µg L-1 / calibração externa (t-calculado = -0,89 // t-crítico = 3,18) e multi-

isotópica 12,5 µg L-1 / padronização interna (t-calculado = 0,47 // t-crítico = 3,18). 
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5.2.3 Determinação de metais em vinhos usando MICal 

 

Para avaliar os conceitos teóricos para a técnica MICal, as técnicas de calibração 

externa e padrão interno foram selecionadas e comparadas conforme a Tabela 6 para amostra 

de vinho diluída. 

 

Tabela 6 – Concentrações em µg L-1 para Mo, Pb, Cd e Ni em amostra de vinho (adicionada de 

40 µg L-1  dos analitos) empregando calibração externa, padronização interna e calibração 

multi-isotópica, respectivamente. 

 

Vinho 

Analito 

(µg L-1) 
EC IS 

MICal 

(12,5 µg L-1) 

MICal 

(20 µg L-1) 

Mo 40,38 ± 1,17 37,32 ± 1,32 41,90 ± 0,63 44,25 ± 3,42 

Pb 39,51 ± 0,75 36,44 ± 1,49 45,94 ± 2,59 43,64 ± 3,12 

Cd 43,14 ± 0,94 39,88 ± 1,42 43,80 ± 0,54 42,90 ± 2,76 

Ni 42,36 ± 0,84 39,10 ± 1,51 43,94 ± 2,00 46,33 ± 3,86 

*Calibração externa (EC) e com padrão interno (IS). 

 

Fonte: o autor (2022) 

 

Como forma de comparar os resultados obtidos das concentrações de Mo, Pb, Cd e Ni 

para as soluções amostra+padrão na concentração de 12,5 e 20 µg L-1 com as técnicas de 

calibração convencionais, o teste t para amostras independentes foi utilizado e o teste F para 

verificar a igualdade de variâncias. 

Aplicou-se análise de variância em um nível de confiança de 95% e o valor obtido de 

F foi de 12,36, sendo o valor crítico F para 3 e 12 graus de liberdade igual a 3,49. Uma vez que 

F é maior que 3,49, conclui-se que existe diferença significativa entre as variâncias das técnicas 

de calibração. Para diferenciar quais técnicas de calibração diferem em um nível de confiança 

de 95%, aplicou-se a diferença menos significativa (DMS) e o valor obtido foi de 3,36. Em 

seguida calculou a diferença entre as médias das técnicas de calibração e obteve diferença 

significativa para o par de calibração multi-isotópica 20 µg L-1 e padronização interna (valor da 

diferença entre as médias foi de 6,10, sendo maior que DMS calculado). Para os pares multi-
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isotópica 20 µg L-1 e calibração externa, multi-isotópica 20 µg L-1 e multi-isotópica 12,5 µg L-

1 as diferenças entre as médias não foram significativas, apresentando DMS calculados de 2,93 

e 0,38, respectivamente. 

Para o par de calibração multi-isotópica 20 µg L-1 e padronização interna, o teste t para 

duas amostras independentes, neste caso para variâncias diferentes, obteve-se como t-crítico 

bicaudal e nível de confiança de 95% igual a -2,44 e t-calculado = -5,64, ou seja, existe diferença 

significativa entre as médias das concentrações dos analitos determinados pelas técnicas de 

calibração sendo o desempenho da padronização interna superior da multi-isotópica. Para o par 

multi-isotópica 20 µg L-1 e calibração externa o t-crítico bicaudal e nível de confiança de 95% 

igual a 2,44 e t-calculado = 2,61, sendo a calibração externa de melhor desempenho. 

Considerando a concentração dos analitos adicionadas na amostra (40 µg L-1), para a 

calibração externa, a faixa de recuperação entre 99 a 108% foi obtida para concentração de Mo, 

Pb, Cd e Ni. O uso do padrão interno estabeleceu a faixa de recuperação entre 91 a 98% e para 

a calibração multi-isotópica entre 105 a 115% e 107 a 116% para as soluções de concentração 

padrão multi-elementar 12,5µg L-1 e 20 µg L-1, respectivamente.  

 

5.3 TÉCNICA DE CALIBRAÇÃO MULTI-FLUXO 

 

5.3.1 Definição da condição ótima para a solução padrão multi-elementar 

 

Devido ao teor alcoólico aproximado de 15% v v-1 presente nas amostras de vinho, as 

possíveis alterações nas propriedades físico-químicas e, consequentemente, a influência na 

formação do aerossol, o preparo da solução padrão multi-elementar considerou a concentração 

e a presença/ausência de álcool na solução.  

A quantidade de analito que chega ao plasma está relacionada com dois parâmetros 

instrumentais, são eles, rotação da bomba peristáltica e vazão do gás nebulizador. Neste sentido, 

o estudo da condição ótima da solução padrão multi-elementar, para uma faixa de concentração 

compreendida entre 10, 15, 30 e 60 µg L-1 para os elementos Mo, Ni, Zn e Fe foi preparada em 

triplicata na ausência e presença de álcool 0,3% v v-1 (valor correspondente a uma diluição de 

50 vezes o teor alcoólico da amostra) variando a vazão do gás nebulizador na faixa entre 0,8 e 

1,2 L min-1. A Figura 16 apresenta a média das concentrações dos analitos na determinação da 

concentração de Mo, Ni, Zn e Fe usando a calibração multi-fluxo considerando a presença e 

ausência e etanol na solução do padrão.  
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Diante dos dados apresentados na Figura 16, como forma de estabelecer uma 

comparação e avaliar a existência de uma diferença significativa nas médias das concentrações 

dos analitos em meio aquoso e alcoólico, o teste t-pareado foi realizado com nível de confiança 

de 95% para n = 4 (para os quatros analitos). O valor crítico de t com intervalo de 95% e 3 graus 

de liberdade é de 2,35, e o valor do teste-t obtido foi de 0,60. Como o valor de t obtido é menor 

que o estabelecido pelo t crítico, não há evidências de diferenças significativas entre as médias 

das concentrações dos analitos em meio aquoso e alcoólico, sendo possível utilizar a solução 

de padrão multi-elementar em meio aquoso para a calibração multi-fluxo na determinação de 

Mo, Ni, Zn e Fe em amostras de vinho.      

Os baixos valores de desvio padrão para a maioria dos analitos, sugerem que flutuações 

do sinal analítico causados por parâmetros instrumentais, como por exemplo, formação do 

aerossol, temperatura do plasma ou processamento dos dados pelo software, não influenciaram 

na precisão dos resultados para a maioria dos analitos, exceto para Fe em meio aquoso que 

Fonte: o autor (2022) 

Figura 16 – Estudo da condição ótima para o preparo da solução padrão multi-elementar para 

Mo, Ni, Zn e Fe em meio a) alcoólico e b) aquoso. 
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apresentou alto valor de desvio padrão podendo ser justificado por uma possível interferência 

espectral e a abundância do isótopo selecionado (May e Wiedemeyer, 1998).  

A condição ótima para o preparo da solução padrão para a calibração multi-fluxo, 

conforme os dados apresentados da Figura 16 foi em meio aquoso, o que corrobora com o 

princípio da técnica de calibração em sua simplicidade no preparo em não requisitar reagentes 

auxiliares. Em termos de concentração, foram selecionadas soluções padrão de 10 µg L-1 para 

Mo e Ni devido a concentração ultra-traço nas amostras de vinho e 60 µg L-1 para Zn e Fe visto 

que os analitos estão em níveis traço na amostra. Na Figura 17 são apresentadas as curvas de 

calibração multi-fluxo para Mo e Ni em concentração de 10 µg L-1 de solução padrão multi-

elementar e 60 µg L-1 para Zn e Fe. 

Os gráficos típicos apresentados para a calibração multi-fluxo na Figura 17 são 

exemplos que descrevem a curva de calibração e observa-se linearidade compatível e 

comparável com as técnicas de calibração externa e interna. Cada ponto de calibração, 

representa uma condição da vazão do gás nebulizador. 
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Fonte: o autor (2022) 

Figura 17 – Curvas de calibração multi-fluxo para Mo e Ni em concentração 10 µg L-1 de 

solução padrão multi-elementar e 60 µg L-1 para Zn e Fe  para analise de amostra de vinho por 

ICP-MS. 
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5.3.2 Parâmetro de mérito 

 

As determinações foram realizadas utilizando a técnica de calibração externa, com 

padrão interno e multi-fluxo. Para comparação da precisão, o desvio padrão relativo é 

apresentado na Tabela 7. Os limites de detecção (LOD) e de quantificação (LOQ) foram 

definidos respectivamente como 3 s/b e 10 s/b, em que s é o desvio padrão correspondente a 10 

leituras do branco, e b o valor da inclinação da curva de calibração para as técnicas de calibração 

externa e interna de acordo com as recomendações da IUPAC. Para a calibração multi-fluxo os 

parâmetros LOD e LOQ são calculados conforme reportado no trabalho de Williams et al., 

2019: 

 

𝐿𝑂𝐷 = 3 [𝑆𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒 . 𝐶𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜] (Eq. 31) 

𝐿𝑂𝑄 = 10 [𝑆𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒  . 𝐶𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜] (Eq. 32) 

 

As equações 31 e 32 consideram Sslope como o erro padrão do slope da curva de 

calibração e C(padrão) concentração padrão da solução multi-elementar preparada. Devido aos 

problemas instrumentais, LOD e LOQ não foram calculados, entretanto trabalhos reportados 

na literatura (Williams et al., 2019) apontam que valores maiores de LOD e LOQ são obtidos 

para a calibração multi-fluxo, quando comparado com as técnicas de calibração tradicionais. A 

possibilidade das técnicas multi-sinais apresentarem maiores limites de detecção e 

quantificação podem estar no fato da sua dependência com o slope da curva de calibração, isto 

é, como uma faixa de condição ótima pode ser utilizada para determinar a concentração dos 

analitos na amostra este fator pode interferir na detecção e quantificação.  

Para verificar a precisão das técnicas de calibração, o desvio padrão relativo (RSD) 

(Tabela 7). Observa-se que a diferença percentual entre os valores obtidos para cada analito, 

dentre as calibrações, variou da seguinte forma: para o Mo de 0,14 % a 15,61 %, para o Ni de 

1,09 a 24,15 %, para o Zn de 0,11 % a 5,69 % e de 0,10 a 3,06% para o Fe. 
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Tabela 7 – Desvio padrão relativo para as técnicas de calibração multi-fluxo, externa e padrão 

interno em amostra de vinho por ICP-MS. 

 

Analito Técnica de Calibração RSD (n=3, %) 

Mo MFC (10 µg L-1) 15,61 

 MFC (60 µg L-1) 7,87 

 EC 0,14 

 IS 0,38  

Ni MFC (10 µg L-1) 23,72  

 MFC (60 µg L-1) 24,15  

 EC 1,09  

 IS 1,18  

Zn MFC (10 µg L-1) 0,11  

 MFC (60 µg L-1) 5,69  

 EC 0,27  

 IS 0,33  

Fe MFC (10 µg L-1) 3,06  

 MFC (60 µg L-1) 3,04  

 EC 0,15  

 IS 0,10  

 

Fonte: o autor (2022) 

 

Observa-se que para todos os analitos as precisões foram melhores para a calibração 

externa e com padrão interno quando comparadas com a técnica de calibração multi-fluxo. Para 

verificar se existe diferenças significativa entre as variâncias das técnicas de calibração, 

considerando o desvio padrão relativo, o teste F foi aplicado em um nível de confiança de 95% 

e o valor calculado de F foi de 2,49 sendo o valor crítico F para 3 e 12 graus de liberdade igual 

a 3,49. Conclui-se que não existe diferença significativa entre as variâncias devido F calculado 

ser menor que o F crítico. 

A precisão menor determinada para a calibração multi-fluxo pode ser explicada por 

prováveis erros aleatórios (pelo mal funcionamento do equipamento) e erros sistemáticos 

somados no preparo das soluções padrão multi-elementar. 
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5.3.3 Determinação de metais em vinhos pela calibração multi-fluxo 

 

Iniciou-se os testes de conceito da calibração multi-fluxo, determinando a 

concentração de Mo, Ni, Zn e Fe em amostras de vinho, considerando a solução padrão multi-

elementar preparada nas concentrações de 10 e 60 µg L-1 em meio aquoso, conforme a condição 

ótima discutida anteriormente. 

 

Tabela 8 – Determinação das concentrações de Mo, Ni, Zn e Fe em amostra de vinho nas 

condições de 10 e 60 µg L-1 de solução padrão multi-elementar para calibração multi-fluxo. 

 

Analito 
Solução padrão multi-elementar 

(µg L-1) 

Concentração 

(µg L-1) 

Mo 10 2,00 ± 0,30 

 60 2,20 ± 0,20 

Ni 10 17,25 ± 4,09 

 60 20,20 ± 4,88 

Zn 10 533,90 ± 0,60 

 60 635,40 ± 36,20 

Fe 10 782,62 ± 23,96 

 60 1.449,80 ± 44,10 

 

Fonte: o autor (2022) 

 

Conforme discutido na literatura por Grindlay et al., 2011 os elementos Mo e Ni estão 

em presentes em concentrações <100 µg L-1 e para Zn e Fe estão em concentrações entre 0,1 – 

10 mg L-1 em amostras de vinho. De acordo com a Tabela 8 as determinações das concentrações 

para Mo, Ni, Zn e Fe estão em níveis que corroboram com a literatura. 

Os dois testes estatísticos utilizados para analisar os resultados apresentados na Tabela 

9 foram o teste t para amostras independentes e o teste F para verificar análise de variância.  
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Tabela 9 – Concentrações em µg L-1 para Mo, Ni, Zn e Fe em amostra de vinho empregando 

calibração externa, padronização interna e calibração multi-isotópica, respectivamente, e 

determinação por ICP-MS 

 

Vinho 

Analito 

 
EC IS 

MFC 

(10 µg L-1) 

MFC 

(60 µg L-1) 

Mo 3,73 ± 0,01 1,88 ± 0,36 2,00 ± 0,30 2,20 ± 0,20 

Ni 19,35 ± 10,53 17,16 ± 10,17 17,25 ± 4,09 20,20 ± 4,88 

Zn 641,25 ± 88,17 573,63 ± 94,47 533,9 ± 30,04 635,40 ± 36,20 

Fe 1.554,66 ± 2,37 692,8 ± 35,12 782,62 ± 23,96 1.449,80 ± 44,15 

 

Fonte: o autor (2022) 

 

Os resultados obtidos para as concentrações de Mo, Ni, Zn e Fe entre as técnicas de 

calibração, aplicou-se análise de variância em um nível de confiança de 95% e o valor obtido 

de F foi de 0,19, sendo o valor crítico F para 3 e 12 graus de liberdade igual a 3,49. Uma vez 

que F é menor que 3,49, conclui-se que não existe diferença significativa entre as técnicas de 

calibração para Mo, Ni, Zn e Fe. 

Os resultados obtidos das concentrações de Mo, Ni, Zn e Fe para as soluções multi-

elementar na concentração de 10 e 60 µg L-1 aplicou-se o teste t para amostras independentes 

utilizando n = 4 obtendo t-crítico bicaudal e nível de confiança de 95% igual a 2,44. Na 

comparação entre as duas soluções obteve-se t = - 0,49, portanto não há diferença estatística 

entre as concentrações das soluções 10 e 60 µg L-1 para Mo, Ni, Zn e Fe utilizando a calibração 

multi-fluxo.  

Posteriormente, comparou os dados obtidos da calibração MFC com as técnicas de 

calibração externa e padrão interno conforme Tabela 9 mediante aplicação do teste t para 

amostras independentes. O t-calculado para os pares calibração multi-fluxo 10 µg L-1 

/calibração externa e calibração multi-fluxo 10 µg L-1 / padronização interna foram, 

respectivamente, 0,53 e -0,047 o que representa um valor inferior ao t-crítico igual a 2,44 sendo 

n = 4, t-crítico bicaudal e nível de confiança de 95%. O mesmo teste aplicado para a calibração 
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multi-fluxo na concentração de 60 µg L-1 também apresentou t-calculado (0,055 e -0,53) em 

relação as calibrações convencionais, inferiores ao t-crítico (2,44). 

  

6 CONCLUSÕES 

 

A aplicação das novas técnicas de calibração, multi-fluxo e multi-isotópica para 

determinação de metais em amostras de vinho utilizando a espectrometria de massas com 

plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) foi realizada de forma satisfatória. Os resultados 

obtidos por meio destas novas técnicas de calibração foram comparados com as técnicas de 

calibração externa e com padrão interno. Na calibração multi-isotópica, a dependência com a 

concentração da solução padrão multi-elementar na preparação da solução apresentou-se como 

um fator a ser investigado, pois com base no teste Q, valores determinados para as 

concentrações Pb (em 2,5 e 6,25 µg L-1 de solução multi-elementar) e Ni (em 2,5 µg L-1 de 

solução multi-elementar) foram considerados anômalos e o slope da função de calibração variou 

em uma faixa entre 0,68 e 0,78 e permitiu que o grau de exatidão estivesse em uma faixa de 

105 a 115% e 107 a 116%, respectivamente, para as soluções de concentração padrão multi-

elementar 12,5 µg L-1 e 20 µg L-1 representado pelas melhores recuperações para Mo, Pb, Cd e 

Ni em amostras de vinho. Para a calibração externa, a faixa de recuperação entre 99 a 108% foi 

obtida para concentração de Mo, Pb, Cd e Ni. O uso do padrão interno estabeleceu a faixa de 

recuperação entre 91 a 98%. Erros aleatórios podem estar interferindo na exatidão devido a 

problemas instrumentais e afastando consideravelmente das calibrações convencionais.  

Para a calibração multi-fluxo dentre os parâmetros otimizados, a vazão do gás 

nebulizador descreveu uma faixa de condição ótima possível de ser monitorada e controlada 

com base na formação de íons dupla carga e íons poliatômicos, sendo selecionada como 

parâmetro para a técnica de calibração. Observou-se que o estudo das concentrações da solução 

padrão multi-elementar para 10 e 60 µg L-1, estatisticamente não apresentam diferenças em suas 

variâncias e entre as médias das concentrações para Mo, Ni, Zn e Fe utilizando a calibração 

multi-fluxo.  
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7 PERSPECTIVAS 

 

Ao longo do projeto de dissertação, múltiplas vivências “atípicas” foram contempladas 

e limitações se fizeram presente, as quais reservei este espaço para registrá-las. 

O trabalho de dissertação iniciou no segundo semestre de 2019 e de acordo com os 

acontecimentos globais a respeito da pandemia de covid-19, em março de 2020, o mundo 

enfrentou medidas restritivas de circulação sendo uma delas, o acesso dos pós-graduandos ao 

laboratório de pesquisa das unidades de ensino superior. Este fato, importante do lado sanitário 

e limitante no que se refere a condução dos projetos de pesquisa de mestrado e doutorado, se 

estendeu em torno de 5 a 6 meses, período equivalente a ¼ do tempo de conclusão do nível de 

mestrado.  

Somado as questões sanitárias, o equipamento que foi utilizado para a pesquisa 

apresentou problemas de funcionamento em tempos em tempos, sendo um total aproximado de 

6 meses sem uso devido a sua manutenção. 

O retorno para as atividades de laboratório, em meio a pandemia, foi escalonado e 

dividido por turnos, pois outros colegas da pós-graduação estavam conduzindo seus respectivos 

projetos de pesquisa, ou seja, o tempo e acesso aos equipamentos foram otimizados. 

Dentre todas as adversidades, experiências simples foram resgatas ao longo deste 

período adverso, como por exemplo, otimização de espaço e tempo no laboratório de pesquisa, 

cuidados com equipamentos de proteção individual e aprofundamento do conhecimento 

científico com base em chamadas de vídeo, apresentações síncronas de workshop, semana 

acadêmica e aulas do programa de pós-graduação em Química da Universidade Federal de 

Santa Catarina.   

Diante dos fatos apresentados, considero que o tempo necessário para conduzir de 

forma aprofundada o projeto de pesquisa foi afetado e sua abrangência restrita, a exemplo do 

cálculo e determinação dos LODs e LOQs para as calibrações multi-sinais, a verificação da 

exatidão dos métodos usando MICal e MFC e aplicar os métodos para análise de diferentes 

amostras de vinho. Ao mesmo tempo em que novas formas de interação com o conhecimento 

científico poderiam ser vivenciada e contribuiriam de forma significativa para o projeto de 

pesquisa. 
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