
' 

L 

TECNICHE E METODOLOGIE 

Determinazione del piombo in sangue capillare mediante 
impiego di un microcampionatore automatico per forno 

di grafite 

CLAUDIO MINOIA, GIOVANNI CATENACCI, ADRIANA BARUFFINI 
e ALBERTO PRESTINONI 

I I Caludra di Afedicina dei Lavoro, IsliluJO rli Meditina del Lavoro JeU' Univer..-il4 di Pavia 

Riaslfllnto. - Viene descritto un metodo per il dosaggio ematico del Pb 
m campioni capillari che utilizza la spettroscopia di assorbimento atomico 
Yersione « flameless» in connessione con un sistema di m.icrocampionamento 
automatico. 

Per le determinazioni sono sufficienti 50 fJ.l di sangue intero eparinizzato 
ottenuti mediante prelievo dal dito o dal lobo dell'orecchio. 

La preparazione dei campioni alla analisi avviene in sede di prelievo 
e comporta la diluizione del campione raccolto nel rapporto 1:5 con soluzione 
acquosa di Silicone Antifoam allo 0,05 %· 

Il confronto tra i valori di piombemia ottenuti per campioni capillari e 
,·enosi, prelevati negli stessi soggetti e nella medesima seduta di prelievo, 
ha fornito correlazioni altamente significative confermando le possibilità 
di impiego a liv.,llo routinario del metodo descritto. 

Summary (Lead automated microdetermination in capillary $ampks of 
blood by a jlamekss atomic absorption spectroscopy). - A metbod for lead 
iletennination in capillary samples of blood based on flameless atomic ab~ 
sorption spectroscopy in connection with an automated microsampling system 
is described. 

For such determinations 50 [!l of heparinized whole hlood samples from 
the fingertip or from the ear lobe are sutlìcient. 

lmmediately after sampling hlood is dlluted in ratio 1:5 by an acqueous 
0.05 % Silicon Antifoam solution. 

Correlation hetween lead capillary from the same suhjects and venous 
blood levels sampled from the same subjects and in the same sampling session 
is higly significant and well suited for routine clinica! use . 

• Imo. l•t. Su~r. Sanil~ (1978) 14,753-762 
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INTRODUZIO;\l 

Il metodo di dch:rminazionl' diretta del piombo nd sangue intero Im•· 

dian t•· spettroscopia di assorhimeiJto atomico versioni: « fiameless» è stato 
descritto da diversi AA. [l-3j. 

In alternativa, per minimizzare l'elfettu matrie1•, si può procedere ad un 
prelrattamento dt•l campione biologico OIII'Tando una diluizione in rapporto 
1:5 o 1:10 cou soluzione acquosa di Triton X-100 [4-6]. A emolisi av\·euuta, 
uua micrnuliquota, in genere 25 f.l-1, viene iniettata in forno di l!rallte e sotto· 
posta a specifico programma termico. Tra i paramt•tri che influiseo1w in modo 
significativo sulla ripetihilità delle determinazioni risulta esJO;ert' la posizione 
occupata, dopo ogni iniezione, dalla ~wcciolina di sangu•· all'interno della 
navicella di grafìtc. l risultati analitici ch1• si possono ottcnl'r1·, SI' l'operatort· 
non è particolarmente addestrato, rischianu quindi di diYentarc estremamente 
soggettiYi ed influenzabili da un elevato numero di variabili. Sulla bast' di 
queste considerazioni e ritenendo utile in dderminatt' situazioni la possibilità 
di eseguire pre!if!vi capillari. ci siamo proposti di SJIMÌmentarc l'uso di un mi· 
crocampionatore automatico per forno di grafite onde verificarr- la sua Pven· 
tuale adattabilità alla analisi dei liquidi biologici e la sua influenza sulla ripr· 
tihilità delle determina:r.ioni. A questo scupv (.stato messo a punto un micro· 
metocln pt'r la determina:r.ione dd pium1o in campioni di sangut' capillare, 
la esecuzione del quali· richied•· una quantità di sang1w intero cvmpresa tra 
25 e 100 iJ.L Prima della descrizioni'" del metodn verranno riportati c di~cus~i 
i criteri da noi adnttati nella e~<ecuzionc dd micro-prelievo (effettuabile al 
dito o al lobo dell'orecchio) con analisi dei vantaggi e deilr limitazioni df'rivanti 
dall'uso di capillari tarati o di micropipette a puntal1· intercambiahile; parti
colare attenzione -...errà rivolta alle modalità di prdievo e al eontrollo qualità 
del matcrialf' utilizzatn nel corso della intera procedura. 

A conferma della validità del metodo verranno riportati i risultati del 
confronto tra i dati ottenuti con il prelievo veno~o e quelli ottenuti con il pn·· 
lievo capillare dal dito e dall'orecchio degli stessi soggetti, nclla medesima 
seduta di prelievo. 

La specificità delle determinazioni eseguitt· in assnrbimento atomico su 
campioni di sangue venoso è. stata verificata mediante impiego della voltam· 
metria di strippaggio anodico. 

MATEIHALI E METODI 

Apparecchiature utilizzate 

Le d cterminazioni in spettroscopia di assorbimentv atomico sono sta t t' 
effettuate utilizzando un A.A. mod. 420 Perkin Ehner equipaggiato con cor· 
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rettore di fondo al deuterio, forno di grafite HGA~76 Perkin Elmer e relativo 
campionatore automatico modello AS-L 

Le registrazioni sono state effettuate utilizzando un Perkin Elmer Hi
tachi Recorder mod. 056. :E stato anche impiegato un modello ESA 3010 A 
per le determinazioni in strippaggio anodico, con relativo kit per il dosaggio 
del Pb ematico. 

Sistemi di microcampionamento. 

Per la esecuzione dei prelievi capillari sono state utilizzate lancette sterili 
Feather, micropipette Eppendorf da 25 tJ.l e 50 fÙ con relativi puntali inter
cambiabili. Alternativamente è stato impiegato un k.it ESA costituito da lan
cette sterili, garze, cartine imbevute di alcool isopropilico e capillari epa
rinizzati. 

Tutto- il materiale utilizzato nel campionamento capillare è stato pre
cedentemente sottoposto a controllo di qualità onde accertare l'assenza di 
contaminazioni da Pb. 

I micropuntali intercambiabili sono stati eparinizzati pochi istanti prima 
delle operazioni di prelievo mediante aspirazione ripetuta di soluzione di epa
rina Vister al 10 o/o. Per la raccolta dei campioni di sangue capillare, in que• 
st'ultimo caso, sono stati utilizzati microcontenitori a fondo conico da 1200 tJ-1, 
in materiale plastico, muniti di tappo a vite e inseribili nella piastra rotante 
dell'AS I. 

Antecedentemente al loro impiego i microcontenitori sono stati posti in 
bagno di HN03 al 10 % per 24 ore. Dopo ripetuti lavaggi con HzO distillata 
sono ~tati lasciati ad asciugare a temperatura ambiente. 

In ciascuno di essi sono stati introdotti 200 tJ-1 di soluzione acquosa di 
Silicone Antifoam allo 0,05 %· 

I prelievi di sangue venoso sono stati raccolti in provette da 5 mi conte· 
nenti eparina come anticoagulante (LP italiana). 

Esecuzione del microprelievo. 

Il prelievo è stato effettuato in alcuni soggetti dal dito, in altri dal lobo 
dell'orecchio, dopo pulizia e disinfezione accurata della parte interessata. I 
prelievi dal dito ~ono stati eseguiti secondo le seguenti modalità: 

- lavaggio con acqua saponata calda e trattamento con soluzione di 
EDTA (25 g/1) servendosi di una spruzzetta; 

- risciacquo con acqua bidistillata asciugando poi con garza; 

- frizionamento con cartina imbevuta dì alcool isopropilico o etere die-
tilico per facilitare l'afBusso di sangue. 

An,.. lltt . .Sl<Jl••· ..,.a,.il<l (1978) 1<1. ;r,:l-762 
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f: stata incisa la parll~ periferica dd polpastrello dd dito anziché la partr· 
centralt> più callosa allontanando la prima ~occiolina di sangul' e pr••levandu 
immediatamente dopo 50 IJ.l di sangue. In questa delicata fase di prPlievo si ì· 
evitata la« spremitura del ditoJJ che avrebht• potuto provocar•: diluizioni 
del sangue con i liquidi tissutali t" quindi alterazione dei \'alori di piombewia. 

Nei ca~i in cui il prdit"\'O è stato efli'ttuato dal loho dell'orecchio h· 
operazioni di lavaggio hannn potuto essnt· ridollt· e ~i sonn utilizzati 
indifferentemente etere dietilico o alcool isopropilico per h- opuazioni tli 
frizionamento. 

Coml'lessivamentc sono stati analizzati 107 campioni di sangu1· vcJuo~o 
e capillare (corrispondenti que~ti ultimi a 62 prelievi dal dito t" a 4;, prelif'l i 
dall'orecchio), prelevati in ogni soggetto nella stes>.a seduta. 

Reartiri. 

Siliconf' Antifoam (BDH), soluzifllw allo O.O:i '~u m lLO: 

etf're dietilico (BDHJ: 

EHTA. sale Lisodit·n (Shilling): seiop:lit•rt' 2.'> p: 1li salt> iu 1000 mi 1li 

piomho nitrato (BDHJ. 

50 _ll] di san!!ut: intero cparinizzatu, provcni~nti dal mit:nwampionarneuto 
capillart' souo stati intrndotti rwl miuocontt•niture contcuenh• 200 IJ.I di solu
zione aequosa. lJopo ea}'O\ olgimento ript•luto per fa, orin· rcmolisi tkllo
emazit· la sohtziom· è stata meseolata pn 30 ""l' per eompll'tan· la fa~•· di 
omogeueizzazwm·. 

l campioui CO!>Ì pn•parati StillO stati collocati su appo~itu disco pmtacam
pioni. Il bianco d1•i rl'attj,-j è stato preparato ogni 5 campioni di sangw•, llt)J"' 
eparinizzazione dd micropuntalt•, aspirando 50 11.1 di Hz{) Lidistillata. 

Il trasporto dt'i campioni al laboratorio è stato effettuato con apposita 
borsa frigorifera per evitare sbalzi termici che avrebbero potuto coiDJlromct
terne la conservazione. 

Una volta pervenuto al laboratorio il disco portacampioni è stato inserito 
sul campionature automatico ed è stata iniziata la procedura analitica. 

Per evitare fenomeni di decantazione e di eterogeneità è apparsa indispen
sabile l'agitazione dei campioni su Vortex per 5-10 sec immediatamentl'. 
prima dell'inizio dell'analisi. 

.t nn_ l &t . .s..,...,..-s..,.;I<Ì (1078) U, 753-78~ 
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Sono di seguito riportati i parametri termici da noi utilizzati per le ana-
lisi in forno di grafite: 

evaporizzazione 0--120 °C per 15 sec; 120 °C per 20 sec; 

incenerimento; 525 °C per 35 sec; 

atomizzazione: 2350 °C per 8 sec. 

RISULTATI 

La curva di taratura è risultata lineare nell'intervallo O- 180 tJ.g/100 mi 
di Pb. L'addizione di Pb in quantità note a campioni di sangue ha fornito, 
nell'intervallo di concentrazione O - 150 tJ.g /100 mi, percentuali di recupero 
comprese fra il 97,8% e il 101,2 %· 

La specificità delle determinazioni in A.A. è stata verificata analizzando 
in doppio 96 campioni di sangue venoso, sia mediante analisi diretta in forno 
di grafite (secondo la procedura descritta), sia mediante impiego della vol
tammetria di strippaggio anodico. La correluione fra i risultati ottenuti con 
le d11e tecniche è risultata altamente significativa (r = 0,931). 

Il grado di precisione analitica ottenibile con il campionatore automatico 
nei confronti della tecnica di iniezione convenzionale è stato valutato analiz
zando ripetutamente, per 2 volte consecutive e in doppio, 5 campioni 1li san• 
b>'Ue a vari livelli di concentrazione. 

I tlati di confronto sono riportati in Tab. l. 

TAllELLA l 

Precisione del metodo: confronto 
tra campionamento automatico 

e manuale 

'· <let<·<mi· 
nazioni 

Il 

Il 

Il 

Il 

li 

l'h ernia 

l l 

27 

17 

54 

78 

c.v. 

l 
C.amp. ' 

AQtmdatico l 

c.v. 
Tocn. 

manQ•ie 

l o )__. ~. 

1.7 3,3 

1,1 2. 9 

l. O 1.8 

1,2 1,9 

1,4 '·' 
.t nn. /BI. S11,.., SmuU (1078) 14, i53-i62 
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I valori di piomhemia ottenuti mediante determinaziom~ su sangue ca· 
pillare sono stai i confrontati con quelli ottenni i. negli stesb·i sogp:l"tti e nella 
medesima seduta di prelil"VO. su sangul" vcnoso. A questo scopn si è ritenutu 
opportuno suddividere i sogg,~tti esaminati in 2 classi. individuate in ha~e alla 
concentrazionr del piombo nd sangut> venoso. La prima classe raggruppa i 
vah,ri di piomhcmia ""' 3'} [.(g 100 mi; la seconda clasi'IC i valori di piomhemia 
:::: 4U 11gll0U mi. 

Sui dati totali c sul!t~ 2 clasHi. si è quindi pruceduto all'analisi della cor
relazione e della regressi1me. 

Per quantn riguarda i dati totali, si sono ottenuti i seguenti valori di 
concentraziom~ media dd piombo: 

- 45,00 !J-g/100 m l, con una deviazione standard di 27 ,23, sul prdievu 
venosn: 

'" n = 107 

"" y = 0,981-0,42 

'" r = 0,98 

"" p = <0,001 

'" 
" 
" l. 

" . 

" 
" 
" ,::r · ... .. 
" 

., 

" .· ~ . 

" "' 
Fig. l. - Regressione fra piomhl'mia (prelie,-o veno~o) e pion1hemia (prelievo capillare) 

nella totalità dei soggetti esantinati. 
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- 43,83 [J.g/100 ml, con una deviazione standard di 27,18, sul prelievo 
capillare. 

Il confronto statistico fra le medie (t di Student) ha dato i seguenti ri
sultati: t = 2,61; p < 0,01. La correlazione fra valori di concentrazione del 
piombo nel sangue venoso e nel sangue capillare è risultata statisticamente 
significativa (r = 0,98; p < 0,001). 

l risultati della correlazione e della regressione sono illustrati nel grafico 
di Fig. L 

Per la classe a concentrazione di piombo nel sangue venoso ::S 39 [J.g/ 
100 ml, si è ottenuta una piombemia media di 26,83 ± 8,17 iJ.g/100 ml sul 
prelievo venoso, e di 25,45 ± 7,78 iJ.g/100 m1 sul prelievo capillare. 

Il confronto fra le Pledie (t di Student) ha dato i seguenti risultati: 
t -= 1,259; p< 0,30. La correlazione fra le 2 serie di risultati è altamente 
significativa (r = 0,84; p < 0,001). 

I risultati dell'analisi della correlazione e della regressione, relativi alla 
prima classe di valori, sono riportati in Fig. 2 . 

" 

.. 
., 

n ,62 
v ,o,SOX+3,89 
r ,0,84 

" p ,<0,001 

" 

" " " .. 
Pio mb e m i 11 !-'9/100 mi (Prel.~l!nOso) 

Fìg. 2. - Regressiolll! fra piombl!mia (preli.,vo venoso) e piombemia (prelievo capillari!) nella 
classe di sogsetti a concentrazione di piombo nel sa~e venoso ~ 39 ~/100 ml 

.jnll. hl. SU[Hr. 8anil<l (l~~~) U, 7.>3-0112 
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l't·r quan1o ri~ullnla. infine, J.a clasM· a concentrazioni' di piomho nd 
sanf!ue venoso '= 40 flg,'100 mi, i valori medi dì piomhemia ottlè'nuti sul pn·
lie,o Hnoso e su quello capillare sono rispettivamenk di 70Jl:? 2-1.~7 

[lg'100 mi. c di os._n =~- 24,12 [lg/100 ml. 
Il confronto fra le medie ha dato i seguenti ristùtati: t - l ,:H; p << O.~o. 

La correlazione è risultata, anche in questo caso, altamentt• si~nificati' a 

(r 0,91~ p < 0,001). 
l risultati llella correlazione e della regrcssimw, relativi alla !lrcomla claM-t· 

di valori, suno riportati in Fig. 3. 
Confrontando i coefficienti di correlazione inerenti alle 2 classi di valori, 

si ottiene: t "---- 2,28; p < 0,05. 

"' 
'" 

'" 
"' 
" 
BO 

" 
" 
" 
" 
" 
" 
" 

n= 45 
y = 0,971 + 0,96 

r = 0,97 
p= <0,001 

. . 

ro ~ ~ •o so so 10 ~ ~ ~ 110 m ,~ 

Poombem;~ ll9t100ml (prelvenocol 

l'i!J:. 3. - Regres.•iont• fra piombcrnia (prdi,•vo vcnoso) r piornhctnia (prt'li~\'0 carillart') 
nella cla~sr di sog~f'tti a conccntraziom· di piomho n~l san!!U<' veno5o '= 40 [.lf: 

100 ml. 
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DISCUSSIONE 

I risultati ottenuti confermano la significatività biologica del dosaggio 
tlel Ph su sangue capillare e nello stesso tempo permettono di verificare la 
totale assenza di contaminazioni durante l'esecuzione del microprelievo e 
durante la fase di preparazione all'analisi. 

I dati di confronto tra il campionamento automatico e quello manuale 
evidenziano un sensibile miglioramento della ripetibilità analitica a favore 
del metodo automatizzato, con un coefficiente di variazione dell'l,l % 
nell'ambito dei valori di concentrazione di Pb considerati normali per non 
esporli professionalmente. 

Il sistema, durante il funzionamento, non richiede particolare attenzione 
da parte dell'operatore, fatta salva la sistematica sostituzione della navicella 
tli grafite ogni 80 determinazioni. 

Per quanto riguarda le operazioni di cattura della goccia di sangue du· 
rante l'esecuzione del microprelievo, esse possono venire effettuate con la tec• 
nica dei capillari tarati o con micropipette tarate a puntale intercambiabile. 
Tra i due sistemi abbiamo optato per il secondo citato in quanto offre migliori 
garanzie di rapidità e permette inoltl'e una miglior prevenzione di even· 
tuali fenomeni di inquinamento chimico. 

Utilizzando la micropipetta tarata (a volume di 50 p]) va tenuto presente 
che l'errore che più facihnente si puo compiere è nella fase di aspirazione del 
sangue per la possibilità di aspirare dell'aria nel puntale sfuggendo cosi ad 
una quantità tarata. 

Per evitare ciò, occorre operare con il m.icropuntale in posizione legger
mente inclinata rispetto alla base della goccia di sangue, onde pennettere una 
velocità di aspirazione regolare ed evitare nel contempo fenomeni di pressione 
che potrebbero ostacolarla, 

Normalmente una goccia di sangue raggiunge un volume di 75-150 p.I. 
Prelevando un volume Dl888Ìmo di 50 p) si riescono ad evitare gli inconvenienti 
sopra citati. La tecnica dei capillari tarati, se, da un lato, per i punti descritti 
offre migliori garanzie. dall'altro, può risultare meno agevole per quanto 
riguarda la dispersione dell•anticoagulante e la prevenzione di microcoaguli 
di sangue. 

Utilizzando la tecnica dei puntali intercamhiabili, infine risulta più pra
tico il trasferimento del campione al microcontenitore di raccolta. 

I risultati dell'analisi statistica confermano la validità del metodo di 
determinazione del piombo su sangue capillare. Infatti: 

- i valori medi ottenuti con dosaggio del piombo nel sangue capillare 
non differiscono in modo significativo da quelli ottenuti nel sangue venoso; 

- la correlazione fra i risultati forniti dai 2 metodi è altamente 
significativa. 
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A questo proposito, è interessante notare come talr, significatività t• 

maggiore per i livelli di piombemia superiori a 40 ~J.giJ 00 mi, generalment~· 
indicativi di un'esposizione professionale. 

Riteniamo a questo punto di poter concludere che il metodo di dosag~io 
del piombo su sangue capillaro si presta ottimamente, sia per il controllo di 
popolazioni professionalmente esposte, sia per l'effettuazione di indagini sulla 
popolaziontl generale, c, in particolare, date te modalità di prelievo, su pn· 
polazioni infantili. 

Ricevulu il 24 mag!!,"io 19711. 

Accenaw il 16 ajrooto 19711. 
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