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RESUMO

7

O mercario € um elemento que ainda necessita constante monitoramento
devido sua capacidade toxica em concentracbes em niveis de traco com
possibilidade de contaminacdo e exposicdo por uma variedade de formas e

compostos presentes no ambiente.

Esse estudo possuiu como objetivo a obtencdo de um procedimento
simplificado e eficiente para a determinacdo de teores de mercurio em tecidos de
rato Wistar a partir da otimizacdo de um método de determinacgdo, utilizando um
sistema de geracdo de vapor frio acoplado a espectrometria de absor¢cédo atbmica
com forno de grafite (CV-GF AAS). Houve a comparacéo entre métodos de digestao,
comparacdo de métodos de amalgamacado, otimizacdo, verificacdo do método a
partir da obtencéo de figuras de mérito e analise de amostras de figado e rins de
ratos tratados com exposicao cronica ao mercurio. Os resultados comprovaram que
o método de digestdo em bloco digestor, a utilizacdo de amalgamacédo por
recobrimento de tubo em ouro em conjunto com rede de ouro e adicdo pré-andlise a
solucéo de simeticona e isopropanol apresentou os melhores resultados, com teores
de recuperacdo medios entre 92 e 114 %, viabilizando a utilizacdo do procedimento

proposto.

Palavras-chave: mercurio, pré-concentracdo, ouro, rato, CV, GF AAS.



ABSTRACT

Mercury is an element that still needs constant monitoring because it is highly
toxic at trace-level concentrations, with possibility exposure and contamination by a
variety of forms present in the environment. Thus, the aim of this work was adapt and
verify a simple and efficient procedure for mercury determination in Wistar rat tissues
using cold vapor generation, pre-concentration in graphite furnace and analysis by
atomic absorption spectrometry (CV-GF AAS). They were made comparison of
amalgamation methods, procedure optimization, verification of merit figures and
analysis of liver and kidneys of chronically treated rat. The best results were obtained
using the hot block digestion method as sample pre-treatment and gold coated tube
combined with and net of gold for amalgamation. It was necessary to use
dichromate, isopropanol and simeticone pre-analysis. Procedure accuracy was
verified through recovery tests at five concentration (between 92 and 114 %),

enabling the use of the proposed procedure.

Keywords: mercury, gold, preconcetration, rat, CV, GF AAS.
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1. MOTIVACAO DO ESTUDO

O estudo foi motivado pelo fato do mercurio ser um elemento que ainda
necessita constante monitoramento devido a sua elevada capacidade toxica em
concentracdes em niveis de traco®. O principal método de contaminacdo é através
do processo de bioacumulacdo?® além de exposicdo ocupacional® e aplicacbes
médicas®, sendo o principal meio de contaminacdo ambiental proveniente do

descarte inadequado de residuos industriais e domésticos em ambientes aquaticos®.

Véarios métodos e técnicas analiticas sdo reportadas em literatura para a
determinacdo de mercurio em amostras diversas, sendo destacadas as técnicas de
geracdo de vapor frio de merctrio (CV)°, que podem ser combinadas a diversos
métodos espectrométricos (F AAS®, GF AAS’, ICP OES® e ICP-MS?).

Estudos estdo sendo realizados no Laboratério de Quimica Analitica da
UFES, que ja analisou tecidos de ratos para Cd e Pb'®, em parceria com o
Laboratério de Eletromecéanica Cardiovascular do Departamento de Fisiologia da
UFES, que forneceu os tecidos e desenvolveu estudos sobre manifestactes
fisiologicas e sintomaticas nos ratos gerando uma correlagdo dose-efeito. Estudos
semelhantes estdo sendo realizados para Hg"', ocorrendo a necessidade de um
procedimento verificado para a determinacdo desse elemento de maneira precisa e
confiavel em tecidos de rato, o qual carece de materiais de referéncia

completamente compativeis para a determinacdo de mercurio.



16

2. INTRODUCAO

A definicdo de metais pesados apresenta imprecisdo devido ao referencial
que pode ser tomado?, o que pode incluir apenas metais de alta densidade, ou até
mesmo alguns metaloides e ametais*® **. Para o foco deste estudo sera utilizada a
definicdo toxicolégica, ou seja, metais pesados sdo elementos utilizados em
processos industriais e apresentam toxicidade em organismos vivos, tanto em seus
processos aerobios e anaerdbios, ndo apresentando a necessidade de serem
densos ou terem alto carater metalico. Os principais elementos representantes
seguindo esta diretriz sédo o arsénio, cadmio, cromo, cobre, chumbo, niquel, selénio,

zinco, e o elemento que é o principal objeto de estudo desse projeto, o mercurio™*.

2.1. MERCURIO

2.1.1. Aspectos Historicos

O mercurio € usado de formas praticas variadas desde tempos remotos,
sendo existentes registros de sua utilizagdo desde a China Antiga, a cerca de 3000
anos, como componente de preparacdo de pigmentos de cor avermelhada. Existem
registros onde o mercurio foi encontrado em tumbas do Egito Antigo como
preservante, e talvez como protetor de espiritos malignos. Teve inicialmente
utilizacdo médica na época das Grandes Navega¢Bes como auxiliar no tratamento
da sifilis. A partir do inicio do século 20, o mercurio teve uma série de usos, hoje
considerados pouco ortodoxos, como em pOs para escovacdo dentaria,
beneficiamento de tecidos e inalacdo direta do vapor de mercuario para melhorar o

bem-estar**.

O aumento significativo da producdo de mercurio ocorreu apds a descoberta
do fulminato mercirico como um bom agente detonador para uma série de
explosivos, e a exposicdo humana ao mercurio aumentou substancialmente com a
utilizacdo de compostos organicos de mercurio como agentes antifingicos na
agricultura a partir da década de 1910", algo que foi abolido décadas depois apds
registros de envenenamento em massa tanto de seres humanos e espécies

selvagens, destacando-se os casos de Minamata'® e do Iraque®’.
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O mercurio também possuiu utilizacdo com finalidade farmacéutica, como o
mercurocromo (dibromohidroximercurifluoresceina), que teve uma utilizacédo
consideravel como antisséptico, tendo sido outra importante causa de intoxicacao
por mercurio. O Timerosal (tiossalicilato de etilmercurio), que foi utilizado no Brasil e
conhecido por muitos como o antigo principio ativo do Methiolate'®, ainda é utilizado
como conservante em alguns medicamentos e vacinas, mesmo com [risco
toxicoldgico potencial para infantes. Compostos de metilmercurio e fenilmercurio

ainda possuem utilizacdo limitada como agentes de preservacdo antibacteriana®®.

Industrialmente, o mercuario possui utilizagdo variada, como componentes de
barébmetros, esfigmomandmetros, termémetros, na producéo eletrolitica de cloro e
soda caustica (hidréxido de sédio) e interruptores elétricos de automoveis. O vapor
de mercario é largamente utilizado em lampadas de arco de mercurio e

incandescentes*”.

Uma caracteristica importante do mercurio, conhecida desde os tempos dos
alquimistas e com ampla utilizacdo é a capacidade do mercurio formar amalgamas
estaveis com outros metais, destacando principalmente a prata e o ouro, com
posterior isolamento desses metais por simples aguecimento, caracteristicas que
sao utilizadas mesmo em tempos atuais para mineracdo de ouro em sedimentos
ribeirinhos da Amazoénia'® e para producdo de amalgamas com prata utilizados em

obturacées dentarias®, mesmo com o risco de toxicidade™.

2.1.2. Caracteristicas quimicas

O mercurio € o Unico metal liquido em temperatura ambiente (25°C).
Raramente é encontrado em forma isolada na natureza, sendo o minério cinabre
(HgS) sua principal fonte de extracdo, do qual € isolado a partir de agquecimento e
posterior condensacdo. E um metal pesado de coloragdo prateada, possui baixa
condutividade térmica comparado a outros metais e razoavel condutividade elétrica.
Forma facilmente ligas com varios metais, como ouro, prata e estanho, sendo as
ligas de mercario denominadas amélgamas®. A tabela 1 apresenta caracteristicas

fisico-quimicas gerais desse elemento.
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Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas gerais do merctrio®.

Parametro Valor
NUmero atémico 80
Massa atdbmica 200,59
Ponto de fuséo (°C) -38,83
Ponto de ebuli¢éo (°C) 356,73
Ponto triplo (°C) -38,8344
Densidade a 20 °C (g.I'") 13,456

Os principais sais de mercurio sdo o cloreto de mercurico HgCl, (conhecido
como sublimato corrosivo — veneno de alta poténcia), cloreto mercuroso Hg,Cl,
(conhecido como calomelano, ainda possui certo uso na area médica), fulminato
mercurico Hg(ONC), (detonador utilizado amplamente em explosivos) e sulfeto
mercurico HgS (conhecido como vermelhdo, pigmento de pintura de alta qualidade).
Também séo destacados os compostos organicos de mercurio, sendo 0s principais
o metilmercurio CHsHg" (produzido através de diversos processos) e o etilmercurio
CoHsHg" (metabolito ativo do Timerosal). O mercUrio possui sete isétopos naturais,

em conjunto com outros 35 is6topos e isémeros artificiais conhecidos®.

2.1.3. Aspectos ambientais do mercurio

Metais pesados, como o mercurio, ndo possuem importancia metabdlica em
organismos Vivos, nos quais esse elemento causa alteracdes fisioldgicas toxicas,
com destaque para o processo de metilacdo do mercurio a compostos organicos,
resultando na formacéao do metilmercurio, composto de elevada estabilidade quimica
e elevada solubilidade a compostos lipidicos, o qual se incorpora a cadeia alimentar
nos niveis tréficos a partir dos organismos produtores, em algas, sendo transferidos
de forma acumulada a niveis troficos posteriores, a peixes carnivoros e
consequentemente a seres humanos, através o processo de biomagnificacdo®* %. A
figura 1 representa uma sintese do ciclo ambiental do mercurio e seu processo de

biotransformacgé&o através de alguns niveis tréficos.
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Luz Luz
CH, + CH, (CH.).Hg H’ Atmosfera
Hg’ Hg* CH,Hg"
/ Agua
Peixes e Bivalves Plancton
Bactérias Bactérias
Hg’ CH,Hg' (CH,),Hg (CH,);Hg
\ %ntO
ngb Hgb Hgn

Figura 1. Ciclo do ambiental do mercurio. Fonte: BISINOTI et al.Quimica Nova, 27(4), 2004, pp. 593-
600. (adaptado)

2.1.4. Caracteristicas toxicolégicas

O mercario em sua forma liquida (quicksilver) ndo apresenta toxicidade
quando ingerido, visto a sua baixa absorcdo pelo trato gastrointestinal devido a
formacao de goticulas e ndo reagir com moléculas biologicamente importantes no
trato gastrointestinal quando integro. Porém o Hg é extremamente perigoso em
forma de vapor, pois € absorvido totalmente pelo trato respiratorio e através da
oxidacdo mediada pela catalase celular, predominantemente dos eritrocitos, o
mercurio Hg é oxidado para sua forma mercurica (Hg?"). Depois de algumas horas, a
deposicdo do mercurio inalado pela forma de vapor nos tecidos é semelhante a
deposicéo proveniente dos sais mercuricos, com excecdo uma importante diferenca:
o vapor de mercurio, que apresenta carga elemental nula, atravessa membranas
celulares com muito maior facilidade que o mercurio bivalente, chegando em uma

grande quantidade ao sistema nervoso central, principalmente ao cérebro, por isso
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sendo mais marcantes os efeitos toxicos no sistema nervoso central quando o

mercurio é absorvido por essa forma®**°.

Na forma mercurosa (Hg-Hg?") apresenta baixa absorcdo devido a sua baixa
solubilidade na forma de calomelano. No organismo o ion mercuroso pode se

desproporcionar em Hg e Hg?*, formando compostos com maior solubilidade®*%.

A forma mercurica, quando ingerida na forma de sais sollveis como cloreto
mercurico (HgCl,) sdo altamente perigosos quando ingeridos, pois o fon Hg** nédo
somente se liga ao trato gastrointestinal, mas também possui taxa de absorcéo
consideravelmente alta (em torno de 10 a 15 %) e uma quantidade consideravel do
fon Hg** pode permanecer ligado & mucosa do trato alimentar e ao contetdo
intestinal. O Hg®" possui distribuicdo acentuadamente heterogénea quando é
absorvido através dessa forma, sendo a maior concentracdo encontrada nos rins,
onde o metal é retido por mais tempo que nos outros tecidos. As concentracdes do
mercurio inorganico sdo semelhantes no sangue total e no plasma. O mercurio
inorganico ndo atravessa facilmente a barreira hematoencefalica. Devido a
hetereogeneidade de distribuicho quantidades seus efeitos téxicos sao

predominantemente renais e gastrointestinais®*°.

As formas organicas sdo consideradas as mais perigosas, pois 0S grupos
alquila garantem alta absorcdo pelo trato gastrointestinal; mais de 90% do
metilmercurio ingerido é absorvido pelo trato gastrointestinal, com baixas
capacidades corrosivas. Os mercuriais organicos atravessam por difusdo para o
interior dos tecidos, destacando-se a difusdo pela barreira hematoencefélica e
placenta, causando mais efeitos neurolégicos e teratogénicos que as formas
inorganicas. O metilmercurio combina-se com a cisteina e forma uma estrutura
semelhante a metionina; esse complexo é captado pelo transporte de aminoacidos
neutros grandes deposita-se no endotélio capilar. Os sais mercuriais organicos
possuem distribuicdo mais homogénea pelo organismo, quando comparado com 0s

sais inorganicos**?’.

O principal mecanismo de toxicidade do mercurio é devido ao ion mercurico
(Hg®), a principal forma téxica, por formar faciimente ligacdes com o enxofre.
Quando o enxofre se encontra em grupos sulfididrila, o ion mercurico bivalente

substiui os ions hidrogénios ligados ao enxofre formando mercaptidas X-Hg-SR e
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Hg(SR), (figura 2), onde o X é um radical carbbnico e R é uma proteina, interferindo
na conformacdo de proteinas e principalmente causando a inativacdo de enzimas
com grupos sulfidrilicos, causando alterac6es nas fungbes do organismo. O ion
mercurico também é capaz de realizar ligacdes com outros agrupamentos organicos

importantes, como o fosforil, carboxila, amida e amina®*?’.

A Captacao intestinal e distribuicéo
dos mercuriais organicos

Corrente
saguinea =% Cérebro

Yy

=—=— Cabelo
—

Feto

bili \ )
iliar Rins

2 Urina
Trato intestinal Hg

Alimento Fezes =

B Captagdo do complexo metilmercurio
pelos capilares

CHHg + S-CH-CH-COO
NH,

CH,-Hg-8-CH,-CH-COO

METILMERCURIO NH,’
(complexo)

Captacgéo pelo transportador dos
aminoacidos neutros das células endoteliais, devida
a semelhanca estrutural com a metionina

Figura 2. Captacao e distribuicdo relativa das formas organicas de mercurio. Fonte: Goodman &

Gilman. As bases farmacolégicas da terapéutica, 2005, p. 1395.
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2.2. TECNICAS INSTRUMENTAIS PARA DETERMINACAO DE Hg

Os métodos analiticos para determinacdo de mercurio sdo selecionados de
acordo com o tipo de amostra e o teor de mercurio esperado. As caracteristicas de
cada matriz, baixos teores de Hg em algumas amostras e a propria natureza volatil

desse elemento definem a melhor técnica a ser utilizada em cada ocasigo?®°,

A Tabela 2 apresenta os métodos usados com maior frequéncia para
determinacdo de mercurio e seus limites de deteccdo (LD). Entretanto esses limites
sdo dependentes do processo global, ndo se limitando a aparelhagem para

obtenc&o de tais limites®.

Tabela 2. Métodos frequentemente utilizados para a quantificagdo de mercurio e seus respectivos

limites de deteccao.

Método LD
Titulacéo Método colorimétrico 0,01-0,1 ug/g
Espectrometria de Forno de grafite (GF AAS) 1 ng/g
Absorcdo Atémica Vapor frio (CV-AAS) 0,01-1 ng/g
Andlise por Ativacdo com  Instrumental (INAA) 0,001-0,01 ng/g
Néutrons Radioquimica (RNAA) 1-10 ng/g
Cromatografia Gasosa Detector de Captura Eletrbnica 0,01-0,05 ng/g
Detector de Emisséo Atémica ~0,05 ng/g
Espectrometria de Massas 0,1 ng/g
CV-AAS /| CV-AFS 0,01-0,05 ng/g
Cromatografia Liquida de  Detector de Ultravioleta 1 ng/mL
Alta Eficiéncia CV-AAS 0,5 ng/mL
CV-AFS 0,08 ng/mL
Eletroquimico 0,1-1 ng/mL
Plasma Acoplado Espectrometria de Massa (ICP-MS) 0,01 ng/mL
Indutivamente Espectrometria de Emissdo Atémica (ICP AES) 2 ng/mL
Outros métodos Espectrometria Fotoacustica 0,05 ng
Fluorescéncia de Raios X 5ng/g—1 pg/g
Métodos Eletroquimicos 0,1-1 pg/g
Analisador de Filme de Ouro 0,05 pg/g

Dentre os métodos atualmente utilizados para a determinacdo de Hg, o CV-

AAS apresenta-se como uma das mais difundidas devido a facilidade de operacéo,

baixo custo, boa sensibilidade e exatiddo quando comparada a outras técnicas de
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limites de deteccdo semelhantes. Estes limites podem ser reduzidos com a utilizagcéo

de um sistema de amalgamacéo para pré-concentracdo do metal*®%.

2.2.1. Espectrometria de absorcgédo atdmica em forno de grafite

A técnica espectrometria de absorcédo atdbmica em forno de grafite (GF AAS)
utiliza-se de um aquecedor eletrotérmico para a atomizacao do analito (ET AAS),
sendo nesse caso o forno de grafite. O forno de grafite apresenta um orificio superior
para injecdo da amostra, usualmente de 20 a 50 pL, que apresenta fluxo constante
de gas inerte, usualmente argbnio, tanto internamente ao tubo, que possui a funcéo
de arrastar componentes apos a purga (limpeza) do tubo e externamente, com a
funcéo de evitar desgaste do sistema e resfriamento répido do tubo apos o processo
de aquecimento. Inicialmente ocorre o corte do fluxo de gas, para evitar o arraste da
amostra e durante o periodo do corte do fluxo, ocorre rapidamente a injecdo da
amostra, e logo apds inicia-se o procedimento de aquecimento, atomizacao,

quantificacéo do elemento, purga para liberac&o do fluxo para limpeza do forno®'.

Um destaque do forno de grafite € o seu processo de aguecimento, que pode
ser controlado minuciosamente em etapas de modo a eliminar componentes da
matriz e promover uma atomizacéao eficiente da amostra através de programas de
aguecimento, determinante para a sensibilidade da técnica. Um programa tipico de
aguecimento envolve uma etapa de evaporacdo do solvente (secagem), uma
segunda etapa para a incineracdo de quaisquer materiais organicos volateis
presentes (pirdlise), uma etapa rapida de atomizacdo, uma etapa afinal de purga

(limpeza)®*.
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2.2.2. Técnica de geracdo de vapor frio de mercuario (CV-AAS)

A sigla CV-GF AAS ¢ utilizada para definir sistemas de geracao de vapor frio
de mercurio (CV), acoplados com a técnica de espectrometria de absorcao atdémica
em forno de grafite (GF AAS), combinados com o recobrimento prévio do forno de

grafite com um modificador permanente®!.

Alguns elementos, como 0 mercurio, sdo capazes de serem transformados
em vapores volateis quando sofrem reacdo com um forte agente redutor como o

NaBH., (reacéo 1)?3 293233,
NaBH4(5) + 3 H20(|) + HC|(aq) — HgBO;;(aq) + NaCI(aq) + 8 H*(aq) (reagéo 1)

No caso do mercurio ocorre reducdo desse elemento para a sua forma

elementar (Hg°) (reacdo 2)2%303,

H92+ (aq) T H*@q)(excesso) = HgO(V) + Ha(g)(excesso) (reacéo 2)

O vapor frio formado (Hgo(v)) € carregado para o compartimento de analise
através do fluxo de gas inerte (argbnio). No caso do mercurio isso se torna
particularmente vantajoso, pois a geragdo prévia de vapor frio elimina interferentes
provenientes das amostras, algo critico no caso do mercuario devido ao seu baixo
ponto de ebulicdo, 356,73 °C, o que dificultaria a separacdo do mercurio da matriz

por pirélise em uma solucdo®>".

2.2.3. Recobrimento do forno de grafite

O recobrimento do forno de grafite consiste na impregnacao da superficie do
forno de grafite com um modificador quimico permanente, geralmente um metal de

34,35

alta estabilidade quimica, podendo ser utilizados iridio®***°, platina®®, rédio®” e ouro®

39 Esse recobrimento pode apresentar duas funcdes.

O metal impregnado na superficie do tubo pode ser utilizado para diminuir o
desgaste acelerado do forno de grafite, ao evitar a formacdo de carbetos ou o
ataque por acidos da superficie do forno, devido a elevada estabilidade da ligacao
do metal de recobrimento com o carbono do grafite, aumentando a longevidade do

forno.
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A segunda funcao do recobrimento, a qual se destaca por ser particularmente
importante no caso da utilizacdo da técnica de geracdo de vapor frio de mercurio
(CV-AAS) é o fato do recobrimento promover pré-concentragdo do mercurio na
superficie do forno através de amalgamacdo, resultando em liberacdo de
quantidades maiores de mercurio durante a etapa de atomizacdo, aumentando a
sensibilidade geral do processo. A elevada estabilidade do metal de recobrimento
também diminui a necessidade de repeticdo do processo, podendo resistir até 300
ciclos de aguecimento/resfriamento sem necessidade de um novo processo de
recobrimento, desde que a temperatura maxima do programa de atomizacdo nao
ultrapasse 2400 °C no caso do iridio®*** ou 1100 °C, no caso do recobrimento com

ouro®°°,

2.3. PREPARO DE AMOSTRAS

Qualguer que seja a técnica analitica utilizada, um preparo eficiente da
amostra € essencial para a obtencdo dos limites de quantificacdo e deteccao
oferecidos pela técnica e da determinacdo dos teores de analito com valores mais
proximos possiveis da concentracdo real. O processo de preparo de amostras
consiste nos procedimentos utilizados em amostras para conservacao, liberacdo de
analito de componentes de matriz e analise de modo a obter a maior quantidade de
analito em forma disponivel para determinacdo, em conjunto com a minimizacéo de

perdas provenientes do processo de conservacdo e manipulacdo das amostras*.

Problemas relacionados a perda de analito em processos de preparacdo Sao
frequentes e criticos no caso em determinacdes de mercurio, pois dada a elevada
volatilidade desse elemento, processos de preparo de amostras, destacando-se a
etapa de extragdo de analito, quando n&o executados adequadamente resultam em
perdas elevadas®.

Existem processos de preparo de amostras que geram resultados eficientes
para mercurio, sendo destacados os processos de digestdo em micro-ondas, bloco

digestor e microextracdo em fase sélida*.

O processo de digestdo em bloco digestor consiste na reacdo de uma

aliguota da amostra com solucdes &cidas concentradas, destacando-se &cidos
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cloridrico** e nitrico*?, misturas de acidos com a inclusdo do acido perclérico® e
sulfarico*® ou digestdio em meio alcalino®, com posterior aquecimento em

recipientes semiabertos a temperaturas moderadas, em torno de 70 - 95 °C**®

em
bloco digestor. Esse processo pode ser utilizado em ampla variedade de amostras,
de solos e biossélidos, exemplificado pelos trabalhos de Robins et al.*?, Park et al.*®,
e Hylander et al.** e tecidos organicos animais, como observado nos trabalhos de

41 43 48
l. l. [,

Voegborlo et al.**, Ortiz et al.**, Mailman et al.*®, OdZak et al.*’, e Currey et a

No processo de digestdo em micro-ondas ocorre a adicdo de solucdo acida
concentrada a uma pequena aliquota da amostra, com posterior aquecimento por
micro-ondas, utilizando-se sistemas fechados em alta pressdao ou em caso de
sistemas mais avancados, refluxo de oxigénio®. Preferencialmente utilizado em
amostras com composi¢do de dificil digestdo, destacando-se amostras de solo,
|_51;

como nos trabalhos de Picoloto et al.*, Hellings et al.® e Murphy et al.>*; amostras

organicas vegetais, como observado em Hellings et al.*® e Silva et al.>? e animiais,

como destacado nos trabalhos de Augelli et al.>®, Shah et al.>* e Eperesi et al.*°.
Destaca-se também a presenca de métodos padronizados para a andlise de
amostras de mercurio em micro-ondas, com destaque para as variagdes do método
USEPA 3050°°, que s&@o os métodos 3051°" e 3052°® que sdo particularmente

otimizadas para amostras organicas.

O processo de microextracdo em fase soélida consiste na utilizacdo de colunas
extremamente finas recobertas com um filme de polimero, nas quais € realizada a
passagem da solucdo contendo analito. O analito é retido na camada polimérica e é
posteriormente transferido para o sistema de andlise através de fluxo de liquido ou
gas. Esse processo de extracdo comumente é utilizado em conjunto com técnicas de
cromatografia gasosa com baixo teor de amostra disponivel®®.

A escolha por métodos de digestdo das amostras utilizadas no estudo, com o
uso de acido nitrico puro em sistemas de bloco digestor e micro-ondas foi realizada
devido a simplicidade desses métodos em conjunto com ampla utilizacdo, presente
em literatura, de processos de analise de amostras organicas contendo mercurio

utilizando esses métodos, com excelentes teores de recuperacdo, acima de 90%*"
55
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2.4. OTIMIZACAO DO PROCEDIMENTO

Para uma técnica possuir um bom desempenho € necessario que esta
apresente os melhores valores de resposta possiveis, que sdo obtidos através de

um processo experimental definido por otimizac&o*.

A otimizacdo de variaveis experimentais € realizada por meio de
procedimentos que avaliam o efeito das variaveis presentes em relacdo aos valores
de resposta apresentados. Essa avaliacdo é feita a partir do planejamento de
experimentos que realizem a observacédo do efeito dessas variaveis sobre o valor de
resposta, que pode ser feita ao se observar o efeito de uma variavel por vez,
definido nesse caso como otimizagéo univariada, ou os efeitos podem ser avaliados
utilizando por vez um conjunto de variaveis simultaneamente, sendo denominada

otimizacao multivariada®.

O planejamento por otimizacdo univariada ocorre a partir da atribuicdo de
uma faixa de valores para cada variavel presente e observacdo dos valores de
resposta apresentados resultando na observacdo do efeito de cada variavel
isoladamente em relacdo a resposta. O planejamento univariado destaca-se pela
sua simplicidade de execucéao, entretanto esse modelo de planejamento ndo avalia
qualquer efeito de interacdo entre as variaveis presentes e a possibilidade de
realizacdo de uma quantidade elevada de experimentos para um modelo de

planejamento univariado com quantidade elevada de variaveis®.

A opgao de planejamento multivariado utiliza a alteragdo simultdnea de
valores de um conjunto de variaveis com observacdo dos efeitos na resposta
apresentada. Devido a alteracdo simultanea, esse modelo de planejamento
possibilita a observacdo de possiveis efeitos de interacdo entre variaveis e a partir
do conhecimento prévio da faixa de variagdo das variaveis apresentadas e
montagem de modelos de planejamento fatorial, pode resultar em reducgao
consideravel da quantidade de experimentos. Entretanto alguns meétodos de
planejamento fatorial, como o planejamento 2%, n&o permitem estudar o efeito de
valores quantitativos intermediarios e o planejamento composto central, ndo é
adequado em estudos com varidaveis qualitativas, devido a impossibilidade de

atribuicdo de valores intermediarios a essas variaveis®.
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Assim, no estudo apresentado houve a escolha de otimizacdo univariada
devido a utilizacdo de muitas variaveis qualitativas, como presenca ou nhao de
dicromato, isopropanol e simeticona e, principalmente a variacdo de valores em uma
faixa extensa de alguns fatores quantitativos a serem analisados, como o teor da
concentracdo de borohidreto, temperaturas de amalgamacdo e atomizacao

inviabilizam a utilizac&o técnicas multivariadas de planejamento fatorial.

2.5. VERIFICACAO DO PROCEDIMENTO

Uma vez definidos os parametros otimizados, devera ser garantida a
qualidade dos resultados apresentados, ou seja, se 0 método escolhido e otimizado
apresenta confiabilidade nos resultados apresentados e a checagem desses valores
é feita a partir da verificacdo de um conjunto de parametros através do processo
definido por validacdo. Os parametros avaliados no processo de validacdo sdo
seletividade, linearidade, faixa de trabalho e faixa linear, limite de deteccéo, limite de
quantificacao, tendéncia/recuperacéo, precisao (repetitividade, precisao

intermediaria e reprodutibilidade) e robustez3*°2,

A seletividade define a capacidade de determinacdo do analito mediante a
acdo de interferentes presentes na matriz, que podem aumentar ou diminuir o sinal
referente ao analito. A seletividade pode ser determinada a partir da utilizacdo de
materiais de referéncia certificados, e quando na falta destes, a comparacdo de
comparacdo de amostras com e sem a adicdo de analito, através de curvas de

adicdo de analito®*°12,

Para uma quantificacdo adequada do analito, além de uma boa seletividade, é
necessario que a relacéo entre o sinal do equipamento e a concentracao do analito
apresente uma faixa linear dinAmica adequada. A linearidade, ou a medida da
correlacdo entre a resposta média e a concentracdo do analito e feita a partir de
padronizacdo interna ou externa, formulada a partir de uma funcgéo linear definida

pela equagéo 134612
y =a+ bx (equacéo 1)

Onde:
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y = resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.)
X = concentracao

a = intersecdo com o eixo y, quando x =0

b = inclinagdo da curva analitica = sensibilidade

Um método é mais sensivel quando pequenas variacfes de concentracao (x)
resultam em grandes variacdes de resposta (y), determinado através da inclinagcéao

da reta ou slope (b)3*51%2,

A determinacdo da linearidade e feita a partir da realizacdo de curvas de
calibracdo, onde se realiza a regressao linear por método de minimos quadrados da
leitura de diferentes concentracdes de padrdo, onde recomenda-se ao menos 5
niveis de padrdes diferentes, com o numero de repeticdes mais proximo possivel do
efetuado nas rotinas experimentais. Uma vez construida a reta, é realizada a
adequacdo da reta com a analise de residuos e o teste de correlacdo linear (r), que

7

indicam qudo adequada é a reta obtida para utilizacgio como modelo

matematico>*%1:62,

Também deverd ser definida a faixa de trabalho do método, ou seja, o
intervalo de concentragcdes as quais 0 método pode ser aplicado. Sempre que
possivel, a faixa de trabalho escolhida a concentracdo esperada devera se situar no
meio da faixa de trabalho aplicada. Para garantia da adequacao da faixa de trabalho,
deverd ser determinado os teores de concentracdo minimos nos quais o analito
pode ser detectado, determinado pelo limite de deteccdo (LD) e a menor
concentracdo na qual o analito pode ser quantificado adequadamente, determinado

pelo limite de quantificacdo, sendo esses valores definidos pela equacdo 234%+°3:

L=k.spy/S (equacéo 2)
Onde:
L = limite a ser mensurado

k = constante determinada a partir do nivel de confianca a ser usado (por padrao

usa-se k =3 para o LD e k =10 para o LQ para um intervalo de confianca de 90%)



30

Sp = desvio-padréo das leituras do branco
S = sensibilidade (definida pelo slope)

Para a afericdo da eficiéncia do método é necessaria a afericdo da eficiéncia
do método através de testes de tendéncia ou recuperacdo analitica, que pode ser

definida pela equagéo 3%*°1%%:
tendénCIa = Vobservado/ Vesperado . 100% (eqanaO 3)

Quando utilizados materiais de referéncia certificados (MRC), método que
deverd ser utilizado preferencialmente, a tendéncia pode ser feita através do célculo

do erro relativo, z-score e erro normatizado>*°?,

Na falta de um MRC completamente compativel, o que ocorre no estudo
realizado, o célculo da tendéncia podera ser feito a partir de ensaios de
recuperacdo, onde sado utilizadas amostras fortificadas com uma concentracao
conhecida (spike) em baixo, médio e alto teor de mercurio da faixa de utilizacdo do
método. Entretanto esse ensaio possui um problema: a forma do analito utilizada no
spike pode ndo ser a mesma presente na amostra, o que pode ocasionar resultados

otimistas, mas nao reais. O teor de recuperacédo € calculado conforme a equacao
634, 61, 62,

Recuperagéows = [ (C1- C2) / C3] . 100 (equacéao 4)
Sendo:
C1 = concentracao do analito na amostra fortificada
C, = concentracao do analito na amostra nao fortificada
C3 = concentracao do analito adicionada a amostra fortificada

Para a finalizacdo dos testes de validagdo sdo executados ensaios de precisdo, que
sdo representados pelos testes de repetitividade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade. O resultado desses testes sado expressos através do coeficiente de

variacdo (CV), calculado conforme a equacéo 734162

Cv=DPR.DP/CMD. 100 (equacéo 5)
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Sendo:
DP = desvio-padrao
CMD = concentracdo média determinada

Os critérios de aceitacdo para aprovacdo dos valores de precisdo variam

mediante o teor de analito presente na amostra, e estdo apresentados na tabela

334,64

Tabela 3. Critérios de aceitacéo para a exatid&o>**.

Concentracao Recuperacdo média (%)
100 % 98 — 102
10 % 98 — 102
1% 97 - 103
0,1 % 95 - 105
100 ppm 90 — 107
10 ppm 80 - 110
100 ppb — 1ppm 80 -110
10 ppb 75-120
1 ppb 70 -125

O teste de repetitividade consiste na avaliacdo da variacdo da resposta do
método quando utilizadas as mesmas condi¢cdes experimentais, procedimento de
medicao, observador, instrumento sob mesmas condicdes, local e com repeti¢cdes no
menor espaco de tempo possivel. Para a execucdo do teste de precisao
intermediéria, devera ocorrer a mudanca de alguns dos fatores de analise, como
diferentes analistas, equipamentos ou diferentes tempos de andlise. O teste de
reprodutibilidade € executado a partir da variacdo de resultados de ensaios

interlaboratoriais®*%%:62,
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3. OBJETIVOS

Este estudo possuiu como objetivo otimizar e verificar um procedimento para
determinar teores de mercurio em tecidos de ratos expostos de forma cronica a este
elemento a partir da técnica de geracdo quimica de vapor frio de mercurio acoplado
a espectrometria de absorcéo atdbmica com forno de grafite (CV-GF AAS) utilizando
digestao acida em bloco digestor como preparo de amostra.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Otimizar o preparo de amostras de figado e rins de rato utilizando digestao

acida por aguecimento em bloco digestor ou em micro-ondas.

- Otimizar um procedimento para determinar teores de mercurio em figado e
rins de rato utilizando a técnica de geracdo quimica de vapor frio de mercurio

acoplado a espectrometria de absorcéo atdmica com forno de grafite (CV-GF AAS).

- Realizar a verificagcdo do procedimento otimizado para determinar teores de
mercurio em figado e rins de rato por CV-GF AAS utilizando a avaliacao de figuras

de mérito: limite de deteccao, limite de quantificacdo e ensaios de recuperacao.

- Determinar o teor de mercurio em amostras de figado e rins de ratos

controles e de ratos dopados com mercurio.
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4. METODOLOGIA

4.1. EQUIPAMENTOS

Para digestdo em micro-ondas foi utilizado um aparelho modelo MD-4531, da
CEM Corporation (Figura 3) e para a digestdo em bloco digestor foi utilizado um

aparelho Marconi MA4005/ME com acessorio para aquecimento por banho-maria

(Figura 4).

MARS

MARSY

Figura 3. Micro-ondas modelo MD-4531, da CEM Corporation.

Figura 4. Bloco digestor Marconi MA4005/ME com acessério para banho-maria.
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As andlises dos teores de mercurio foram realizadas utilizando um gerador de
vapor frio Analytik Jena HS55 (Figura 5) acoplado, através de um capilar de
politetrafluoretilieno (PTFE) e uma ponteira de titdnio, a um espectrémetro de
absorcao atbmica com forno de grafite Zeiss AAS5 EA (Figura 6) com correcao de

fundo por lampada de deutério.

Figura 5. Gerador de vapor frio Analytik Jena HS55. 1 - tubulacdo de saida de gases do reator do

gerador.

Figura 6. Espectrobmetro de absorcéo atdmica com forno de grafite Zeiss AAS5 EA. 1 — ponteira do

auto-amostrador. 2- auto-amostrador.
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O acoplamento consiste na retirada da ponteira do sistema do auto-
amostrador (figura 6 — indicador 1) com a substituicdo pela ponteira de titanio que
esta conectada diretamente a saida de gases do reator do gerador de vapor frio
(figura 5 — indicador 1). O controle da movimentacdo da ponteira realizado através
do braco do sistema de auto-amostragem do forno de grafite (figura 6 — indicador 2)
que possui o carrossel de auto-amostragem desativado durante a utilizacdo do

gerador de vapor frio.

Os parametros gerais usados no espectrOmetro estdo apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4. Parametros do espectrdmetro de absor¢cédo atbmica.

Parametro Valor
Linha espectral (nm) 253,7
Fenda espectral (hm) 0,8

Tipo de lampada HCL de Hg
Corrente da lampada (mA) 3,0

Tempo de integracéo (s) 4

Corrente da lampada D2-HCL (mA) 13,2
Ganho da lampada D2-HCL Minimo

4.2. REAGENTES E SOLUCOES

A &gua utilizada nas diluicbes e preparo de solucdes foi purificada por um
sistema de deionizacdo Quimis Q180 seguido de um sistema de osmose reversa
Quimis Q342 (Figura 7).
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Figura 7. Sistema de deioniza¢do Quimis Q180 seguido de um sistema de osmose reversa Quimis
Q342.

O gés inerte utilizado para analise foi o Argénio ICP 5.0 da Tecnocryo. Para o
preparo dos padrées de mercurio foi usada a solucdo estoque padrdo de mercurio
1000 mg/L PAHG1000-0125 Qhemis High Purity (Brasil). O padrdo de ouro usado no
recobrimento do forno de grafite foi proveniente do padrdo Gold Standard for ICP
TraceCERT®, 1000 mg L* Au em A&cido cloridrico da Sigma-Aldrich (Estados
Unidos). O iridio usado para o recobrimento dos tubos de grafite foi proveniente do
padrdo ICP-Standard Iridium 1000 mg L™ da Bernd Kraft GmbH (Alemanha). Foi
utiizado uma rede de ouro de aproximadamente 4x1 cm (~0,29) para realizar
amalgamacéo. Para o preparo das solu¢bes redutoras foram usados o borohidreto
de sbdio P.A.- ACS da Dinamica Quimica Conteporéanea Ltda (Brasil). O hidréxido
de sddio P.A., dicromato de potassio P.A., solu¢do de perdxido de hidrogénio P.A. e
o isopropanol P.A. usados no processo de analise foram provenientes da Vetec
(Brasil). O antiespumante utilizado foi proveniente de uma solucdo comercial de
simeticona 75 mg mL™ do Laboratério Medley (Brasil). O acido nitrico P.A. utilizado
para a descontaminacdo, preparo de solucdes e andlise foi proveniente da Vetec
(Brasil), sendo que nas aliquotas de acido utilizadas para preparo das solucbes
padrées e para digestdo de amostras o acido foi inicialmente destilado em um
destilador de quartzo (Figura 8). Posteriormente a purificacdo do &cido passou a ser
realizada em um Subboiling Destillacid BSB-939-IR da Berghof (Figura 9).
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Figura 8. Subdestilador de quartzo.

Figura 9. Subdestilador Subboiling BSB-939-IR da Berghof.

4.3. LIMPEZA DOS MATERIAIS UTILIZADOS

Para limpeza e descontaminagéao, principalmente para eliminacéo de metais e
material organico contaminante, das vidrarias e outros materiais (como béqueres,
bal6es volumétricos, ponteiras, frascos de Teflon do forno de micro-ondas, frascos

de polietileno, etc.), tais itens foram lavados previamente em &agua corrente,
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detergente neutro e deixados por imersédo em solugcdo de HNO3; 5 % (v / v) durante o
periodo de 24 h. Posteriormente, foram enxaguados exaustivamente com agua

ultrapura® .

4.4. TRATAMENTO DOS ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus albinus) machos, com idade
aproximada de trés meses (250 e 300 g) (Figura 10). Esses animais foram
fornecidos pelos biotérios do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Fisiol6gicas
da Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais foram mantidos em gaiolas
com livre acesso a agua e ragao, sob controle da temperatura e ciclo claro-escuro de
12 horas®®.

VA~

Figura 10. Rato de laboratério  Wistar (Rattus novergicus albinus).  Fonte:

http://en.wikipedia.org/wiki/Laboratory rat#mediaviewer/File:Wistar_rat.jpg

Os animais foram divididos em trés grupos que foram tratados por 30 dias
com inje¢des intramusculares: grupo controle, que foi tratado com solucdo salina-
NaCl 0,9 %; grupo tratado com concentracdo reduzida de cloreto de mercurio - 10

nM; e grupo tratado com concentracéo elevada de cloreto de mercurio — 50 nM**.

Os ratos pertencentes ao grupo tratado com mercurio receberam, no primeiro
dia do tratamento, uma injecao intramuscular contendo quantidade suficiente de
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solucéo de cloreto mercurico 4,86 pg kg™ (HgCly), dissolvido em solucéo salina, para
atingir a concentracdo plasmatica de 10 nM e 50 nM. Nos dias subsequentes,
levando em consideracdo que a meia-vida do HgCl, é 37 dias, os ratos receberam
doses diarias de reforco (0,17 ug kg™') contendo somente a quantidade que eles
excretariam em um dia, segundo protocolo experimental desenvolvido por Wiggers
etal®.

Apds o abate dos animais, preferencialmente foram escolhidas amostras
condizentes com a distribuicio de mercurio observada em organismos Vivos

derivadas de mercurio ingerido, como figado e rins®®.

4.5. PREPARO DAS AMOSTRAS

O método preferencial para o tratamento das amostras para analise consiste
na utilizacdo de métodos semelhantes aos ja utilizados em outros trabalhos com
digestdo acida*® %% °9>* As amostras, compostas por figado (peso tipico do érgdo
6 g) e rins (peso tipico do érgéo 0,6 g) integros, foram macerados em gral de vidro
para homogeneizacéo, para posterior retirada das aliquotas. O processo de digestéao
das amostras foi realizado conforme os métodos de preparo por micro-ondas ou por

bloco digestor.

Devido ao numero limitado de amostras de rins, e a pequena massa de cada
uma, juntamente a similaridade de composicdo entre rim e figado (tecidos com
capsula fibrosa, estroma e parénquima densos)®®, a otimizacéo e verificagéo foi

realizada utilizando apenas amostras de figado.

4.5.1. Digestédo das amostras em micro-ondas

Usou-se aliquotas de 0,250 + 0,025 g e 0,500 + 0,050 g de figado
previamente macerado. As amostras foram pesadas em tubos de teflon e foram
adicionados 5 mL de acido nitrico subdestilado (modificacdo do método USEPA
3052°° que preconiza a utilizagdo de 10 mL para determinacédo de Hg em matrizes
com conteudo orgéanico) e 1 mL de peréxido de hidrogénio. Os tubos foram lacrados
e colocados em aquecimento utilizando-se a programacdo EPA3051°° XPRESS

presente no aparelho de micro-ondas. Apos a rotina de aquecimento, foi esperado o
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tempo de pelo menos 12 h em resfriamento a temperatura ambiente para a abertura
dos tubos de teflon. Apdés o resfriamento, as solucdes resultantes foram
acondicionadas em tubos de prolipropileno e diluidas para 14,0 mL com agua de

osmose reversa.

4.5.2. Digestao das amostras em bloco digestor

Usou-se aliquotas de 0,250 + 0,025 g de figado ou 0,200 + 0,020 g de rim
previamente macerado. As amostras foram pesadas em tubos de polipropileno de 15
mL e foram adicionados 2 mL de &cido nitrico subdestilado. ApGs essa adicdo as
amostras foram deixadas em repouso por pelo menos 12 h em tubos semiabertos.
Apoés o periodo de repouso, as amostras foram aquecidas em banho-maria durante
60 min a 80 °C (x 5°C). A solucéo obtida foi resfriada a temperatura ambiente e
foram adicionados 1 mL de solucao de peroxido de hidrogénio 30% e realizado um
novo aquecimento durante 60 min a 50 °C. As soluc¢Ges resultantes foram diluidas

para 14,0 mL com agua de osmose reversa.
4.6. ANALISE ESPECTROMETRICA

4.6.1. Sistemas de pré-concentracao

Foram utilizados dois tipos de sistema de recobrimento do forno de grafite, um
com iridio'® e outro com ouro®. O recobrimento do forno de grafite foi realizado
utilizando-se uma aliquota de 50 pL da solucéo padréo de Ir 1,0 g L™ ou da solucéo
padrdo de Au 1,0 g L™, usando o programa de aquecimento apresentado na Tabela

5. O processo foi repetido até a utilizacdo de 250 pL de solugcéo padrao.

Tabela 5. Programa de temperatura para recobrimento do forno de grafite com ouro® ou iridio®.

Etapa Temperatura (°C)  Taxa de aquecimento (°C/s) ~ Tempo (s)  Fluxo de gas
Aquecimento  60%/90° 50%/5° 53/40° min

Secagem 120%110° 0%1° 60%/40° 0

Autozero 120%/130° 0%1° 58/40° 0

Atomizacdo  900%/1200° 950%/300° 53/26° 0

Limpeza 1050%/2100° 200%/500° 32/8" max
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Para a realizacdo dos testes de otimizacdo do método de amalgamacéo com
ouro, houve também a utilizacdo de uma rede de ouro no interior do forno de grafite.
A rede de ouro de aproximadamente 4x1 cm (~0,2 g) foi dobrada e inserida no
interior do forno de grafite (Figura 11) sem e com o recobrimento prévio com ouro

para verificar a melhor eficiéncia de amalgamacéao.

rede de ouro

Figura 11. Esquema de insercdo da rede de ouro no forno de grafite. Fonte: Cerveny et al.
Spectrochim. Acta B, 2007, Vol.62(3), pp.317-323 (adaptado).

4.6.2. Analise CV-GF AAS

Para a construcao das curvas de calibracdo, foram utilizadas soluc¢des padrao
de mercurio em meio de solugéo de &cido nitrico 3 % v v, com concentracdes de
1,0 a 5,0 ng mL™? de mercurio. Uma aliquota de 3 mL da solucdo é colocada no
reator, juntamente com 200 pL de solucéo de K,Cr,O; 0,03 % m v que é encaixado
no gerador de vapor frio. Automaticamente € iniciado o bombeamento da solugéo
redutora, composta por NaBH4 1,0 % m v' e NaOH 0,5 % m v, e purga do vapor
frio para o forno de grafite através do gas H, gerado e do fluxo de argbnio durante o
tempo programado. O vapor carreado € pré-concentrado no forno de grafite, e apos
aguecimento, a analise é realizada. As amostras foram analisadas utilizando-se dos
mesmos parametros que os utilizados para os padrdes de calibracdo, porém com a
adicdo conjunta de 3 gotas de solugéo de simeticona 75 mg mL™ e de 1 mL de
isopropanol.

Salienta-se que foram analisados brancos para todos os testes realizados e

gue, no minimo, as analises foram realizadas em triplicata.
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As andlises foram realizadas utilizando-se os parametros apresentados na

Tabela 6 para a programacdo do gerador de hidretos e na Tabela 7 para a

programacao de aquecimento do forno de grafite.

Tabela 6. Pardmetros utilizados no gerador de hidretos.

Parametro Valor
Tempo de bombeamento (s) 40
Tempo de purga 1 (s) 20
Tempo de purga 2 (s) 10
Taxa de bombeamento (mL/min) 18

Tabela 7. Programa de temperatura do forno de grafite para a determinagéo de Hg.

Etapa Temperatura (°C)  Taxa de aquecimento (°C/s)  Tempo (s)  Fluxo de gas
Aquecimento  80%/150° 25%/300° 10%10° min

secagem 80°%/150" 0%0° 60%/20°

Autozero 80%/150° 0%/0" 5°%/5"

Atomizacdo  750%/800° 1400%/1500" 3%5°

Limpeza 900%/2100° 200%/1000° 42/5° Max

# Revestimento com ouro

P Revestimento com iridio
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CHECAGEM DOS PARAMETROS PREVIAMENTE OTIMIZADOS

Inicialmente foram utilizados parametros previamente otimizados por estudos

anteriores®>%°

através de planejamento fatorial: a otimizacdo do programa de
aguecimento (temperaturas de amalgamacédo e atomizacdo), concentracdo da
solugéo de NaBH, e do processo de calibragao para o forno de grafite recoberto com
iridio. Os valores apresentados por esse estudo foram checados com o objetivo de
confirmar as melhores respostas de absorbancia observadas e certificar que esses
valores obtidos fossem adequados para utilizacdo no estudo atual. Durante os testes
de sensibilidade das curvas de calibragdo com comparacdo de curvas sem e com
uso conjunto dos padrdes de mercurio com dicromato de potéssio (0,03 % m v'Y), foi
decidido por ndo acrescentar o dicromato aos padrdes, pois ndo havia mudancas
significativas no sinal quando comparado aos padrdes sem a adicdo de dicromato, o
que é justificado pelo fato dos padrbes de calibracdo de mercurio apresentar
somente fons Hg®* forma méxima de oxidagdo, ndo apresentando funcdo nesse
caso>*. Posteriormente, os testes com dicromato foram retomados.

Com a continuacdo da checagem foi constatado um problema: os brancos de
calibracdo e preparagcdo dos testes de calibragdo e recuperacdo iniciais
apresentavam concentracdes consideravelmente elevadas, comprometendo o0s
limites de deteccdo, obtendo-se com isso valores pouco aceitaveis para o estudo,
acima de 0,5 ng mL™. Ao procurar a solucéo desse problema foi constatado que o
sistema de subdestilacdo de quartzo utilizado ndo era capaz de remover residuos de
Hg do acido nitrico com muita eficiéncia (brancos de preparacdo de amostra com
teores de até 2,48 ng mL™) algo que poderia ser justificado por problemas no
processo de limpeza do destilador, sendo necesséria a utilizagdo de um sistema de
subdestilagdo que n&o estivesse apresentando esses problemas, no caso um
subdestilador por infravermelho (brancos de preparacdo de amostra com teores
abaixo de 0,50 ng mL™).
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5.2. PREPARO DAS AMOSTRAS

Foram testados dois métodos de digestdo de amostras, um utilizando
radiacdo por micro-ondas e outro com aquecimento em bloco digestor.

Inicialmente, foram realizados ensaios de recuperacdo para as amostras
digeridas por micro-ondas, utilizando 0,500 + 0,05 g de amostra de figado e adicéo
de 200 pL de padrdo 100 ng mL™* de Hg em diferentes replicatas antes e apés o do
processo de digestdo com abertura dos frascos de teflon assim que alcancassem a
temperatura ambiente, com posterior transferéncia da solugéo e diluicdo em frascos
de polipropileno para 14,0 mL. A pré-concentracdo do Hg foi realizada por
amalgamacdo em tubo de grafite recoberto com iridio. Os testes apresentaram
resultados insatisfatorios com teor de recuperacao inferior a 50%, fora dos critérios
de aceitacao, e coeficiente de variacdo maior que 30%, o que poderia ser justificado
pela formacgao, durante o aquecimento, de pressao excessiva no sistema de micro-
ondas, resultando em perdas elevadas do analito. E importante salientar que,
mesmo apos alcancar a temperatura ambiente, aguardando o tempo de resfriamento
indicado pelo programa, ao se abrir 0s frascos ainda se percebia pressédo. Para
tentar minimizar este problema, foi 0 aumentado o tempo de espera de abertura dos
frascos de digestao de micro-ondas apos 12 h do resfriamento ao invés da abertura
logo que os frascos alcancassem temperatura ambiente, o que diminuiu

consideravelmente a perda de mercurio (Figura 12).
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Figura 12. Comparacao dos teores de recuperacéo com diferentes tempos de espera de abertura dos

frascos apoés digestdo com micro-ondas.
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Foram realizados novos testes de recuperacdo com adicdo de padrdo, com
replicatas de 0,500 + 0,05 g e 0,250 + 0,025 g de amostra, com 0 objetivo diminuir 0s
efeitos de uma possivel fonte de formagdo excessiva de pressdo no sistema de
micro-ondas e com isso, resultar em melhora dos valores de recuperacao. A reducao
de massa resultou em aumento significativo nos teores de recuperacédo (72,3 + 16,9

% versus 48,0 = 36,3 %) (Figura 13), porém ainda nao satisfatorio.
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Figura 13. Comparacéo dos teores de recuperacdo com utilizagdo de 0,250 e 0,500 g de amostra na
digestdo com micro-ondas.

Aumentando ainda mais o rigor analitico, o teste de recuperacdo com
digestdo por micro-ondas foi repetido, mas ndo foi obtido melhoras no teor de
recuperacdo e o desvio padréo das triplicatas se apresentou muito alto (71,4 £ 29,7
%).

Foi testado também o método de digestdo de preparo de amostra utilizando
digestdo acida em bloco digestor. Realizando a comparacéo dos resultados obtidos
por esse método com os valores apresentados pelo método de digestao por micro-
ondas verificou-se que a utilizacado do bloco digestor se demonstrou mais vantajoso
por apresentar teores de recuperacdo um pouco superior ao obtido com a digestéao
por micro-ondas (78,4 + 13,3 % versus 71,4 + 29,7 %) (Figura 14).

Verificou-se que o preparo da amostra em bloco digestor apresentou algumas
vantagens em relagdo ao processo de digestdo por micro-ondas, tais como: menor
variancia dos resultados; maior frequéncia analitica (40 amostras simultaneas versus

16); e reducdo potencial do risco de perda ou contaminacdo do analito, devido
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principalmente ao uso de temperaturas e pressées menores e a possibilidade do
processo de digestdo ocorrer diretamente nos tubos de polipropileno graduado.

A principal desvantagem do uso do bloco digestor seria o tempo maior do
processo de digestdo, porém como percebeu-se que para se trabalhar com o micro-
ondas seria conveniente aguardar um longo periodo para abertura dos tubos apos o

resfriamento, a frequéncia analitica obtida com o bloco digestor justificou o seu uso.
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Figura 14. Comparacdo entre os teores de recuperacdo por digestdo em micro-ondas e bloco
digestor.

Apesar das mudancas no processo de digestdo terem melhorado os
resultados gerais, o método utilizado ainda apresentavam problemas que
comprometiam a aceitagcdo do método, pela presenca de teores de recuperacao
considerados baixos, com valores abaixo de 80 %, combinado com flutuacdo de
valores elevado, com coeficiente de variacao de 7,5 a 32,7 %.

Para a verificagdo da possivel causa desse problema, que poderia ser
derivado do processo de preparo de amostras ou do processo de analise das
amostras, foram construidas curvas de adicéo de analito (1,42; 2,13 e 2,84 ng mL™),
com adicdo de mercurio realizada antes e ap0s do processo de digestdo das
amostras. As curvas de adicdo de analito (pré-digestdo: y=0,007x+0,024 e
R?=0,9827; pos digestdo y=0,008x+0,019 e R?=0,9856) apresentaram sensibilidade
e coeficiente de correlagdo inferiores as curvas de calibracdo (y=0,026x e
R%=0,9993), sugerindo possivel interferéncia por efeitos de matriz. Com esses

resultados foi também verificado que o processo de digestdo utilizando bloco
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digestor ndo estava apresentando perdas de analito, pois as sensibilidades das
curvas de adicdo ndo apresentaram diferenca estatistica ao adicionar analito pré e

pds o processo de digestdo (Figura 15).
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Figura 15. Comparacdo entre as curvas de adicdo de analito pré e pés digestdo e curva de

calibracéo.

Outro problema constatado foi o aumento de pressdo nas solucbes de
amostras armazenadas, ja digeridas, o que poderia ser causado por reacao
incompleta de H,O, na digestdo. Inicialmente, a digestdo era realizada pelo
aquecimento da amostra com HNO3 a 80 °C por 30 min e posterior adicdo de H,O, a
temperatura ambiente. Como possivel solugdo para o problema apresentado
aumentou-se a etapa de aquecimento no bloco digestor de 30 min para 1 h e adicao
de uma etapa adicional de aquecimento de 30 min a 50 °C apds a adicdo de
peréxido para a eliminacdo do excesso desse composto. Desta forma, as solucbes
digeridas apresentaram-se totalmente translicidas (digestédo total) e adequadas para

armazenamento.
5.3. PRE-CONCENTRACAO DE MERCURIO E USO DE REAGENTES
AUXILIARES

Visto que as modificagfes realizadas no método ainda ndo apresentaram
resultados que possibilitassem a aceitacdo do método, foi estudado outro método de
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amalgamacdo realizando testes utilizando recobrimento do forno com ouro,
substituindo o iridio. Foi observado que o recobrimento de ouro para amalgamar o
vapor de Hg resultou em uma pequena melhora dos teores de recuperacao (80,7 +
19,4 % versus 72,3 + 21,4 %), porém pouco significativa, principalmente
considerando a variacao dos valores (Figura 16). Entretanto foi escolhido continuar
0os estudos usando recobrimento com ouro devido as temperaturas menores de
atomizagdo e de limpeza do forno e a menor necessidade de rotinas de

recobrimento do tubo, diminuindo consideravelmente o desgaste do forno de grafite.
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Figura 16. Comparagdo do teor de recuperacdo entre o recobrimento do forno com iridio e

recobrimento do forno com ouro.

Foram realizados novos testes em busca de melhores resultados. O primeiro
foi a realizacdo de teste de recuperacdo com adicao de 200 pL de padréo de 100 ng
mL™ de Hg antes e ap6s o processo de digestéo e adicdo de 3 gotas de solucéo de
simeticona 75 mg mL™ no reator. Este teste foi proposto devido a propriedade da
simeticona (dimetilpolissiloxano) em reduzir a formacdo de espuma (antifoam),
podendo facilitar a liberacdo de mercurio da solugdo e melhorar os teores de
recuperacdo. Porém ndo houve diferenca significativa quando comparado com 0s

ensaios realizados sem adicao de simeticona (Figura 17).
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Figura 17. Comparativo de teores de recuperacdo dos testes sem e com a adicdo de simeticona.

A seguir foi feito o teste de recuperagao com adi¢éo de isopropanol (1mL) no
reator, devido a possibilidade do isopropanol reduzir a tensdo superficial da
solugéo’ facilitando a liberacdo do merctrio da solucdo, fato constatado pelo

aumento dos teores de recuperacao (Figura 18).
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Figura 18. Comparativo dos teores de recuperacdo dos testes sem e com a adi¢éo de isopropanol.
O terceiro foi um teste de recuperagdo com adicdo combinada de simeticona

(3 gotas de solucdo 75 mg mL™), isopropanol (1 mL) no reator devido a possibilidade

de ocorrer uma acdo sinérgica com a adicdo simultdnea de isopropanol e



simeticona, resultando em teores de recuperacdo melhores que os testes que
possuiam adicdo isolada dos dois reagentes. Houve aumento dos valores de
recuperacdo (88,8 + 20,5 %), entretanto ainda ndo sao satisfatérios devido a
flutuacdo elevada dos valores obtidos (Figura 19).
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Figura 19. Comparativo de teor de recuperacao médio dos testes sem e com a adicdo de isopropanol

+ simeticona.

Deste modo, buscou-se melhorar o processo de amalgamac¢cdo com ouro,
realizando testes utilizando trés modos de amalgamag&o. O primeiro consistiu na
utilizacdo de um forno de grafite recoberto com ouro como método de amalgamacéao
(j& trabalhado anteriormente). O segundo consistiu em utilizacdo de uma rede de
ouro dentro do forno de grafite, sem recobrimento, como método de amalgamacéao.
O terceiro método foi a combinacdo com o uso simultaneo do recobrimento do forno
de grafite com Au e introducdo da rede de ouro. Comparando os valores de
absorbancia apresentados, o método de uso combinado de recobrimento e rede de
ouro apresentou os maiores valores de resposta quando comparados com 0S
valores obtidos com a rede de ouro e recobrimento do forno (Figura 20). Essa
melhora pode ser justificada pela maior area de superficie de contato disponivel para
amalgamacéao do Hg nesse método, quando comparado aos outros dois executados.
Sendo assim, foi definido como método de amalgamacdo a combinacdo do

recobrimento do forno com ouro e a inser¢éo da rede de ouro.
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Figura 20. Valores de absorbéancias obtidos para os diferentes métodos de amalgamacao com ouro.

5.4. OTIMIZACAO UTILIZANDO AMALGAMACAO EM FORNO COM
RECOBRIMENTO DE OURO E REDE DE OURO

Devido a possibilidade dos parametros utilizados para técnica de
amalgamacédo com iridio ndo serem compativeis com a técnica com amalgamacao
em forno com recobrimento de ouro e rede de ouro, foi realizado um novo processo
de otimizacdo, baseado no estudo de Duarte et al.”?. Foram estudados o programa
de temperatura do forno, o teor de borohidreto da solugao redutora, o volume de
acido nitrico usado na digestdo e a adicao de reagentes auxiliares. Estes testes
foram realizados com cinco replicatas para cada ponto. Devido ao numero limitado
de amostras de rins, e a pequena massa de cada uma, juntamente a similaridade de
composicao entre rim e figado (tecidos com cépsula fibrosa, estroma e parénquima
densos)®, a otimizacdo e verificacdo foi realizada utilizando apenas amostras de

figado.

5.4.1. Temperaturas de amalgamacéao e atomizacao

Primeiramente foram realizados os testes com a variagdo da temperatura de
amalgamacéo de 60 a 300 °C em passos de 20 graus. Como demonstrado na Figura

21 a temperatura de 80 °C demonstrou maior valor de resposta em absorbancia,
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com observacao de decréscimo rapido dos valores de resposta a partir de 160 °C,
pela dificuldade em formar amalgama em temperaturas mais elevadas.

Definida a temperatura de amalgamacdo (80 °C), o proximo passo foi a
otimizacdo da temperatura de atomizacdo. Foram realizados os testes com a
variacdo da temperatura de atomizacdo de 450 a 800 °C em passos de 50 graus.
Com os resultados apresentados na Figura 21, verificou-se que a partir de 700 °C

ndo houve diferenga estatistica entre os valores, sendo escolhido o valor de 750 °C.
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Figura 21. Otimizac&o das temperaturas de amalgamacéo e atomizacao.

5.4.2. Concentracdo da solucéo redutora — borohidreto de sédio

Primeiramente foi verificado o fluxo de bombeamento de borohidreto. Apoés
ajustes manuais de compressdo do capilar na bomba peristaltica foi verificado o
fluxo de 17 mL min™, confirmados com afericdo em proveta do teor bombeado
cronometrado em 60 s. Como o tempo de bombeamento definido em 40 s, através
de um calculo de proporcdo resulta em bombeamento efetivo de 11,33 mL de
solucéo de borohidreto para o reator.

Verificado o fluxo da solucéo, foi realizada a otimizagcado da concentracao da
solucdo de borohidreto a ser utilizada. Foram executados testes usando como
amostra uma aliquota de 3 mL de uma solucdo padrdo 2 ng mL™* de Hg e variando
as concentracdes de solucdo de borohidreto de 0,6 % a 3,0 % m v*. Conforme
demonstrado na Figura 22, os valores de absorbancia apresentaram os melhores
resultados entre concentracdes de 1,0 e 1,5 %, m v, ndo havendo mudancas
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significativas de resposta entre teores de 1,0 a 2,5 % m v'. Houve uma reducéo
consideravel do valor da absorbancia em concentracéo de 3 % m v*, podendo ser
justificado pelo aumento excessivo da vazao de gas formado, que pode dificultar a
pré-concentracdo do Hg. Assim, foi escolhido 1,0 % m v para utilizacdo em testes

posteriores.
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Figura 22. Variagdo do sinal da absorbancia com a concentracao de borohidreto.

5.4.3. Volume de acido nitrico utilizado no processo de digestéo

Utilizando o procedimento de preparo de amostra em bloco digestor foi
testado a variagcdo do volume de acido nitrico usado na digestdo de 2 a 5 mL
utiizando amostras de figado de rato, em aliquotas de 0,250 + 0,025 g. Até o
momento utilizava-se 5 mL de HNO3. O resultado do teste (Figura 23) demonstrou
que a eficiéncia de digestdo foi semelhante em todos os volumes (desvio padrao
relativo de 8,0 %), sendo que as amostras digeridas com 2 mL de &cido nitrico

apresentaram o melhor valor de resposta, sendo este fixado para o procedimento.
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Figura 23. Variagdo do sinal da absorbancia com volume de acido nitrico usado na digestao.

5.4.4. Adicao de reagentes auxiliares

Foi verificado a influéncia da adicdo de dicromato de potassio (200 uL de
solucéo 0,03 % m v''), simeticona (3 gotas de solugdo 75 mg mL™) e do isopropanol
(1 mL) no sinal de resposta. O dicromato foi usado com intuito de garantir que todo o
mercUrio presente no meio antes do processo de reducéo esteja na forma de Hg*"; a
simeticona (antiespumante)’® e o isopropanol (diminuir tensdo superficial da
solucdo)’* foram utilizados visando facilitar o arraste do Hg° formado apés a

reducao.

Foram realizados testes utilizando-se amostras digeridas de 0,250 = 0,025 g
de figado de rato. Apdés o processo de digestdo foram realizadas leituras com a
adicdo dos reagentes complementares no reator. simeticona; dicromato e

simeticona; e dicromato, simeticona e isopropanol.

Observando os resultados (Figura 24), verificou-se que a adicdo conjunta de
dicromato, simeticona e isopropanol resultou em aumento significativo do sinal em
conjunto com a reducgao dos coeficientes de variacao relativo, quando comparados

com a adicao de dicromato e simeticona e somente simeticona.
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Figura 24. Resultados do teste de adicdo de dicromato e isopropanol.

5.5. VERIFICACAO DO METODO

Para confirmacédo da validade do método para a analise de tecidos contendo
mercurio foi realizada a verificacdo do método utilizando a avaliacdo de figuras de

mérito: limite de detecc¢ao, limite de quantificacdo e ensaios de recuperacao.

5.5.1. Limites de deteccao e quantificacao

Os limites de deteccao e quantificacdo foram calculados mediante a utilizacao
da férmula citada no processo de validacédo (equacéo 2), utilizando a média e desvio
padrdo de 10 leituras de branco. A partir da utilizacdo da férmula descrita nos
ensaios, foram encontrados os valores de Limite de deteccdo (LD) médio do método
de 0,035 ng mL™ e limite de quantificacdo (LQ) médio de 0,118 ng mL™, valores

73-76

inferiores aos reportados na literatura e considerados adequados para o estudo

realizado.
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5.5.2. Ensaios de recuperacéo e teste de precisado intermediéria

Devido a falta de um material certificado de referéncia completamente
compativel com as amostras em estudo, neste trabalho com o intuito de realizar a
verificagcdo do procedimento foram realizados ensaios de recuperacdo e teste de
precisdo intermediaria.

Para processos de validacdo sdo considerados o valor recomendado de 7
repeticdes®.

Os ensaios de recuperacdo foram realizados utilizando-se brancos de
preparacao e digestdes de 0,250 + 0,025 g de figado de rato com adicdo de solugéo
de mercurio de 100 ng mL™* antes do inicio do processo de digestdo, de modo que
resultassem em valores de fortificacdo de 0 a 5 ng mL™ na solucdo da amostra final.

Foram realizadas 3 digestdes em dias diferentes com adicdo de Hg nas
amostras de figado em cinco niveis (0, 1, 2, 3, 4 e 5 ng mL™), construindo-se curvas
de adicdo de analito. Para cada digestao e cada nivel, as amostras foram digeridas
em triplicata. De cada triplicata, foram realizadas trés leituras. Assim, em um mesmo
dia, para cada nivel de adi¢do foram realizadas 9 andlises.

Foram obtidos valores de recuperacdo meédios entre 92 e 114% (Tabela 8),

considerados aceitaveis para a aprovacao do procedimento.

Tabela 8. Resultados dos testes de recuperacao e valores de recuperacdo médio

Adicéao Recuperacao (%) Coeficente de

(ng mL™) digestédo 1 digestéo 2 Digestéo 3 média (%) variacao (%)
1,0 70,2+115 86,1+7,0 121,0+£19,5 92,4 +16,7 16,2
2,0 89,2+144 1245+ 3,1 100,4 +£17,0 108,1 £ 23,6 17,2
3,0 108,8 £ 9,4 118,1+4,5 1144+ 7,3 113,7+4,7 4,1
4,0 99,1 +3,7 111,1+19 98,1 +6,8 102,7+ 7,3 7,1
5,0 99,8+ 2,4 114,771 96,0+2,9 103,5+9,9 9,5

Ao construir as curvas de adigdo de analito foi verificado que a interferéncia

de matriz antes observada foi contornada pelas otimizacdes realizadas, visto que as
(y=0,030x+0,072; R?=0,9970) né&o
apresentaram diferenca estatistica em relacdo as curvas de calibracdo (y=0,030x;
R?=0,9974) (Figura 15).

sensibilidades das curvas de adicdo
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Figura 25. Comparacao entre as curvas de adicdo de analito e curva de calibracao.

5.6. DETERMINACAO DE MERCURIO EM AMOSTRAS DE FIGADO E RIM DE
RATO

Apoés a verificacdo do procedimento, foram realizadas as determinacdes de
mercurio nas amostras de ratos dopados com mercurio, onde foram utilizadas
amostras de figado, em aliguotas de 0,250 + 0,025 g e rins, em aliquotas de 0,200 *
0,020 g. As amostras foram separadas em trés categorias diferentes: amostras de
quatro ratos de controle com tratamento sem adicdo de mercuario; amostras de
quatro ratos com tratamento de dopagem diaria de solucdo de cloreto mercurico
para manutencdo do nivel plasméatico em 10nM; e amostras de quatro ratos com
dopagem diaria de solucdo de cloreto mercirico para manutencdo do nivel
plasmatico em 50 nM. Para cada amostra foram realizadas a digestdo em triplicata e
leitura em duplicata. Os valores encontrados para as amostras de figado estédo

apresentados na Tabela 9 e de rins, na Tabela 10.



Tabela 9. Concentrag8es de mercurio em amostras de figado de rato.
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Amostra Hg (ng 97) V.
Replicata 1 Replicata 2 Replicata 3 Média (%)
Controle 1 156,0+1,8 1749+0,5 190,7£4,1 173,8 £ 15,7 9,0
Controle 2 105,5+4,2 71,7+2,1 102,6 £ 4,6 93,3+18,7 18,3
Controle 3 93,5+0,8 69,7 £ 0,3 82,1+3,8 81,8 +£10,8 13,2
Controle 4 525+4,0 59,5+ 6,3 78,7+1,8 63,6 £ 12,6 19,8
10nM1 92,7+1,8 80,1+1,2 64,6 £2,7 79,1+12;7 16,0
10nM 2 86,2+29 735+4,2 645+29 74,7+10,1 13,5
10nM 3 61,7+1,5 64,6 + 0,6 65,2+ 0,6 63,8+1,9 2,9
10nM4 62,2+21 84,0+29 73,8+1.2 75,7+7,0 9,2
50nM1 82,305 1126 £1,0 83,1+0,6 92,7+ 15,5 16,7
50 nM 2 69,2+ 3,8 524+04 57,013 59,7+8,0 13,4
50nM 3 57,951 419+ 39 60,0+1,1 53,3+9,3 17,5
50nM 4 66,0+0,1 81,8+0,2 88,8 +0,6 78,9+10,5 13,3
Tabela 10. Concentra¢des de mercurio em amostras de rim de rato.
Amostra Hg (ng g7) oV
Replicata 1 Replicata 2 Replicata 3 Média (%)
Controle 1 380,6 + 49,7 355,0+ 15,9 351,9+1,2 362,5 + 27,3 7,5
Controle 2 4575+ 3,1 436,8 + 6,9 367,4 + 13,6 420,6 + 42,8 10,2
Controle 3 391671 362,5+ 14,7 386,2 + 16,9 380,1+174 4,6
Controle 4 143,2+4,9 1499+ 12,7 146,0 £ 10,0 143,4 £ 8,2 5,6
10nM 1 344,8 + 25,4 367,3+5,2 336,3+0,3 3495+ 18,5 53
10nM 2 2822+15 264,4+8,0 2375+0,8 231,4 +20,5 7,8
10nM 3 354,0+5,9 329,8+4,0 334,054 339,3+12,2 3,6
10nM 4 403,6 +7,5 394,2+8,1 366,8+1,6 388,2+17,9 4,6
50nM1 130,4+1,9 118,9+5,6 129,0+6,9 126,0+ 7,0 5,5
50 nM 2 120,6 £ 7,6 141,7+8,4 133,7+9,5 132,0+11,6 8,8
50 nM 3 2112+11 2446 +4,2 225621 227,1+151 6,7
50 nM 4 134,8 +14,1 124,7 + 10,7 110,8+0,9 123,4+13,4 10,9

Observando os valores de concentragdo encontrados, verificou-se uma

pequena variacado entre os resultados de uma mesma replicata para amostras de

figado e rim, e para as triplicatas de rim. Ao se comparar as triplicatas de figado

verificou-se um desvio maior, mas aceitave

Isso pode ter ocorrido devido a
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amostra ser muito fibrosa, o que pode ter levado a uma homogeneiza¢do néo tao

eficiente.

Foi verificado que a concentracdo de mercurio em amostras de figado de rato
€ em média inferior a concentracdo encontrada nas amostras de rim de rato, fato

esse ja verificado em outros estudos’”®.

Foi constatado que ndo houve aumento na concentracdo detectada quando
realizada a comparacao entre as amostras controle e as amostras cujos espécimes
receberam dopagem de mercurio, o que poderia ser justificado pelo composto
utilizado para a dopagem, o HgCl,, apresentar mercirio na forma mercurica (Hg*"),
que possui menor capacidade de difusdo para os tecidos e menor tendéncia a
ligacdo em proteinas. Além disso, o mercurio na forma mercurica possui a maior
capacidade de excrecdo do organismo’®, dificultando a acumulacdo do metal nos
tecidos, e a retencdo de mercurio inorganico em rim é mais acentuado e importante
em humanos do que em rato’’. Além disso, teores reduzidos de merclrio nas
amostras de tecido dos ratos dopados com teor elevado de mercurio (50 nM),
principalmente para os rins, pode ser justificada pela possibilidade desse teor
elevado apresentar efeito de toxicidade aguda resultando em ocorréncia de lesGes
nesses orgdos’®. Essas lesdes podem ser causadas por morte celular® que; resulta

em necrose de tecidos, causando reducdo da atividade renal®

; € possibilitando a
reducao da capacidade de acumulacédo de mercurio nesses orgaos afetados. Porém,
outros estudos deverdo ser realizados para poder dar suporte a essas

especulacoes.
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6. CONCLUSAO

Apés a realizagdo do processo de investigacdo e comparagcdo de métodos de
amalgamacdo e digestdao, em conjunto com a realizacdo dos processos de
otimizacao e verificacdo, obteve-se bons resultados para os testes de recuperacao,
com teores médios entre 92 e 114 %. Assim, o procedimento adotado mostrou-se
adequado para a determinacdo de mercario em amostras de figado e rim de ratos a
partir da técnica de geragdo quimica de vapor frio de mercurio acoplado a
espectrometria de absorcdo atébmica com forno de grafite (CV-GF AAS), apéds
digestao acida das amostras por aquecimento em bloco digestor e amalgamacéao em

forno contendo recobrimento com ouro e rede de ouro.

Considerando os teores de mercurio obtidos nos tecidos dos ratos, ndo houve
aumento na concentracdo detectada quando realizada a comparacdo entre as
amostras controle e as amostras cujos espécimes receberam dopagem de mercurio.
Ao contrario, foi observado teores reduzidos de mercurio nas amostras de tecido dos
ratos dopados com teor elevado de mercurio (50 nM), principalmente para os rins.
Isto pode ter ocorrido pela possibilidade desse teor elevado apresentar efeito de
toxicidade aguda resultando lesdes nesses 6rgdos, causadas por morte celular que
resulta em necrose de tecidos, reducdo da atividade renal e reducédo da capacidade
de acumulacdo de mercurio nesses 6rgaos afetados. Porém, outros estudos deverao

ser realizados para poder dar suporte a essas suposigoes.
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