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Discurso sobre o método

(Descartes, parte |).

“INEXISTE NO MUNDO coisa mais bem distribuida que o bom senso,
visto que cada individuo acredita ser tdo bem provido dele que
mesmo os mais dificeis de satisfazer em qualquer outro aspecto

nao costumam desejar possui-lo mais do que ja possuem.”

Calvin Coolidge

“Nothing in the world can take the place of Persistence.

Talent will not; nothing is more common than unsuccessful men with talent.
Genius will not; unrewarded genius is almost a proverb.

Education will not; the world is full of educated derelicts.

Persistence and determination alone are omnipotent.

The slogan ‘Press On’ has solved and always will solve the problems of the

human race.”
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http://www.quotationspage.com/quotes/Calvin_Coolidge/
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Resumo

Mercurio: Validacao de método para determinacao em peixe e camarao e avaliacao da
sua distribuicao em tecidos de caranguejos e efeito da presenca de selénio

A primeira etapa deste trabalho consistiu no desenvolvimento e na validagdo de um
método para a determinacdo de mercurio total em peixe e camardao por espectrometria de
absorcdo atdmica com decomposicao térmica/amalgamacado (TDA AAS). O método foi
validado segundo legislacbes nacionais e internacionais, especificas para géneros
alimenticios, e utilizado para a analise de amostras de peixe e camardo, atendendo o Plano
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC), do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Para tanto, foram avaliadas a linearidade, efeitos de
matriz/ interferéncias, limites de deteccdo e de quantificacdo, precisdo (repetitividade e
reprodutibilidade intra-laboratorial), robustez e exatiddao (recuperagcédo). Na segunda parte
deste trabalho, desenvolvida no periodo de doutorado sanduiche na Universidade de
Aberdeen, na Escécia, buscou-se avaliar as caracteristicas da exposicao de caranguejos a
mercurio inorganico ou metilmercurio, com ou sem co-exposicao a selenato, através da dieta,
com a finalidade de avaliar o efeito do selénio em neutralizar a toxicidade do mercurio, bem
como o efeito da razdo molar Hg:Se nas dietas e tecidos dos caranguejos expostos. Para os
caranguejos expostos a mercurio inorganico, a acumulacdo do mesmo foi estatisticamente
confirmada (p-valor < 0,05 para a comparacao dos tecidos dos caranguejos expostos com
aqueles dos caranguejos controle) no hepatopancreas, musculo da carapaga, guelra e
coracao, ao passo que para o caso da co-exposicao a selénio, a acumulagdo de mercurio foi
significativa somente no coracdo. Diferentemente, quando se considera a exposicao a
metilmercurio, a acumulacdo de mercurio foi estatisticamente significativa no musculo da
carapaca e das pernas, hepatopancreas, guelra, coragao e testiculo/ovario. Entretanto, para
a co-exposicao a selénio, a acumulagéo de mercurio foi somente significativa no musculo da
carapaca e guelra. Desta forma, o acumulo de mercario e as interacdes Hg-Se no
hepatopancreas, coracdo e musculo dos caranguejos foram altamente significativas para as
exposicoes as espécies de Hg sem co-exposicdo a Se. Assim, a co-exposicdo a selénio
através da dieta desempenhou um papel importante na reducdo do impacto da toxicidade
das espécies de mercurio investigadas neste trabalho, mostrando uma mudanca nos padroes
de absorcdo e acumulacao desses compostos nos tecidos dos caranguejos.
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Abstract
Mercury: Method validation for determination in fish and shrimp samples and
evaluation of its distribution in tissues of crabs and effect of the selenium presence

In the first step of this work the development and validation of a method for the
determination of total mercury in fish and shrimp by thermal decomposition/ amalgamation
atomic absorption spectrometry (TDA AAS) was accomplished. This methodology, validated
according to national and international foodstuff protocols, has been employed for the
analysis of fish and shrimp from the National Residue Control Plan, from the Ministry of
Agriculture of Brazil. To comply with the international protocols, linearity, interferences/ matrix
effects, detection and quantification limits, precision (repeatability and within-laboratory
reproducibility), robustness and accuracy (recovery) of the method have been evaluated. The
second step of this work, developed during a period of Sandwich Ph.D. at the University of
Aberdeen, Scotland, aimed to evaluate the features between dietary inorganic mercury or
methylmercury, with or without selenate co-exposure, in order to examine dietary selenium’s
role in counteracting mercury toxicity as well as the effect of Se:Hg molar ratio in the diets and
tissues of exposed crabs. For the crabs exposed to inorganic mercury, the accumulation was
statistically confirmed (p-value < 0.05 for the comparison of the tissues from the exposed
crabs to those from the control crabs) in the hepatopancreas, muscle from thorax, gill and
heart, whereas for the co-exposure to selenium, the accumulation of mercury was significant
only in the heart. In contrast, when considering the methylmercury exposure, the Hg
accumulation was statistically significant in the muscle from thorax and legs, hepatopancreas,
gill, heart and testis/ovarium. However, for the co-exposure to selenium, the Hg accumulation
was only significant in the muscle from thorax and gills. Therefore, the accumulation of Hg
and the Hg-Se interactions in the hepatopancreas, heart and muscle of the crabs were highly
significant for the exposures to Hg species without co-exposure to Se. Thus, the dietary
exposure to Se played a very important role reducing the impact of the toxicity of the Hg
species investigated in the present work, showing to change their toxicokinetics and

toxicodynamics in crabs tissues, and in consequence their uptake and accumulation patterns.
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Capitulo 1 — Introducao

1.1 Mercurio, selénio e organismos marinhos

Mercurio € um componente natural das esferas da Terra, ou ecosfera (atmosfera,
geosfera, hidrosfera e biosfera), com wuma abundancia relativamente baixa
(classificacao 622). O mercurio ocorre em varias formas fisicas e quimicas no ambiente:
minerais (cinabar, HgS), mercurio metalico (Hgo), formas inorganicas (mercurosa, Hg(l),
e mercurica, Hg(ll)) e organomercuriais (metilmercurio, dimetilmercurio), entre outras.
Essas diferentes formas e suas associacbes com ligantes regulam as vias de
transporte, tempos de residéncia dentro de diferentes compartimentos do ciclo
biogeoquimico (ecosfera), bioacumulagéo e transferéncias tréficas ao longo das cadeias
alimentares, bem como efeitos toxicos sobre os organismos vivos (Boudou & Ribeyre,
1997).

Todas as formas de mercurio induzem efeitos toxicos em espécies mamiferas,
incluindo o ser humano. A extensdo e os efeitos adversos induzidos pelo mercurio
dependem da forma do mercurio e sua concentragdo no tempo de exposicao, a duracao
da exposicdo e a rota da mesma. A absorcdo de mercurio metalico por via oral é
desprezivel, sendo inferior a 0,01% da dose ingerida. Dependendo da solubilidade,
acredita-se que cerca de 2 a 10% dos sais de mercurio sejam absorvidos por aquela via
no estbmago. Para o metilmercurio observa-se, tanto em animais como em humanos,
uma alta porcentagem de absorcdo no trato gastrointestinal, entre 90 e 100%,
relacionada a sua ingestdo tanto na forma de sais como ligado a proteinas, por
exemplo, em peixes. A afinidade do mercurio pelo enxofre e grupos sulfidrila € um fator
fundamental que delineia as propriedades bioquimicas do mercurio e seus compostos.
A fragdo contendo mercurio se liga ao grupo sulfidrila de proteinas, em membranas e
enzimas, interferindo, assim, com a estrutura e funcdo da membrana e com a atividade
da enzima. Salienta-se que a constante de formacéo para a ligacao tiol-mercurio é até
10 ordens de magnitude maior do que a constante para as ligacées formadas entre os
ions de mercurio e outros nucledfilos presentes no mesmo ambiente. Além disso,

mercurio é o unico metal atualmente identificado como capaz de sofrer biomagnificacao



na cadeia alimentar através da biometilacdo a metilmercurio, o qual é considerado uma
neurotoxina (Nordberg, Fowler, Nordberg, & Friberg, 2007) (Azevedo, Nascimento, &
Chasin, 2003).

O problema da contaminagdo por mercurio € realgcado quando este entra na
cadeia alimentar via processos de biometilagdo e bioacumulacao. Apesar de mercurio
inorganico ser a forma predominante em agua de mar (cerca de 95%), organismos
marinhos, especialmente aqueles que ocupam os niveis tréficos mais altos, geralmente
acumulam mercurio na forma orgéanica a niveis mais elevados do que o acumulo para
mercurio inorganico (Costa, Viegas, Pereira, Duarte, Palmeira, & Pardal, 2011). As
formas orgénicas do mercurio, formadas no sedimento do oceano e em sistemas de
agua doce, sao enriquecidas a um alto grau na cadeia alimentar aquatica, com o0s
maiores niveis ocorrendo em peixes predadores. A partir do ambiente aquatico, o
metilmercurio se incorpora ao ambiente terrestre pelas espécies que se alimentam de
organismos aquaticos. A concentragao de mercurio em produtos alimenticios, excluindo
peixe, varia de alguns microgramas a 50 pg kg'. Assim, a ingestdo diaria de
metilmercurio depende do consumo de peixe e da concentracdo do mesmo no peixe
consumido (Nordberg, Fowler, Nordberg, & Friberg, 2007) (Fischer, Rapsomanikis, &
Andreae, 1993).

Sendo assim, a distribuicdo e especiacdo de mercurio sdo de grande interesse,
pois 0 metilmercurio neurotdxico é a principal espécie de mercurio na biota aquatica e
também a de maior interesse, em se tratando de avaliacdo de risco para a saude
humana. Os riscos envolvidos na ingestdo em longo prazo de alimentos contendo
metilmercurio e na exposicao ocupacional a metilmercurio sao devidos a eficiéncia de
absorcao dessa espécie de mercurio no homem, de cerca de 90%, e ao longo tempo de
retencdo (meia-vida de 70 dias), sendo o cérebro o local de acumulagdo de
metilmercurio (Nordberg, Fowler, Nordberg, & Friberg, 2007) (Torres, Borges, Frescura,
& Curtius, 2009).

Entretanto, ha evidéncias que o selénio reduz os efeitos toxicos do metilmercurio,
podendo haver um efeito antag6nico. Esse efeito de neutralizacdo parece surgir devido
a alta afinidade de ligacdo entre o mercurio e o selénio, por meio da qual o
metilmercurio se liga covalentemente ao selénio nos sitios ativos de enzimas selénio-

dependentes (selenoenzimas) inibindo assim a atividade das mesmas (Ralston, 2008).



Por exemplo, o grafico apresentado na Figura 1 ilustra, entre outras coisas, a formacgao
de um composto de mercurio-selénio de razdo molar 1:1, o qual ndo é biodisponivel
(Khan & Wang, 2009). Esta razdo esté localizada em uma regido onde ha deficiéncia de
selénio. A regido branca, onde ha predominancia de selénio em relagao ao mercurio,
denota a condicdo 6tima. Adicionalmente, seguindo a seta “A”, em uma concentragao
especifica de mercurio, aumentando-se a concentracao de selénio inicialmente ocorrera
uma diminui¢do da toxicidade do mercurio, aliviando entao a deficiéncia de selénio, mas

eventualmente resultara na toxicidade do selénio.

Concentragao de Se
w
B

[Sel,
0
0 [Hgl,
Concentracéo de Hg
Figura 1 — Efeitos biol6gicos potenciais a partir da exposicdo a diferentes

concentragdes de mercurio e selénio. Formacao do composto Hg-Se de razdo molar
1:1, 0 qual ndo € biodisponivel. [Hg]:: concentracao de limiar de toxicidade de Hg; [Se]q
e [Se]:: concentragdes limiares de deficiéncia e toxicidade de Se, respectivamente.
(Adaptacao de Khan, & Wang, 2009).

Selénio é um elemento nutricionalmente essencial, que esta presente em todos
os alimentos, mas é particularmente abundante em peixes oceéanicos e é absolutamente
necessario para a atividade de 25 a 30 enzimas geneticamente Unicas (selenoenzimas).
Todas as formas de vida que tém sistema nervoso possuem selenoenzimas para
proteger o cérebro de danos de oxidacdo. Mecanismos homeostaticos normalmente
mantém a atividade das selenoenzimas em um nivel 6timo nos tecidos do cérebro, mas

a exposi¢ao a altas concentragbes de metilmercurio sequestram o selénio e inibem
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irreversivelmente a atividade das selenoenzimas. As formas moleculares de selénio que
predominam em alimentos sdo o0s aminoacidos selenocisteina e selenometionina
(Ralston, 2008). Embora a selenocisteina seja estruturalmente analoga a cisteina,
selenocisteina é genética, bioquimica e estruturalmente unica. O grupo tiol da cisteina é
protonado (pKa ~ 8,5) no pH celular e o seu potencial redox n&o é tdo elevado quanto o
da selenocisteina. Esse alto potencial redox permite que as selenocisteinas conduzam
reacdes que a cisteina nao pode efetuar. Uma vez que o selénio da selenocisteina (pK,
~ 5,7) é ionizado em pH fisiologico, ela é muito mais bioquimicamente ativa que a
cisteina. Infelizmente, essas caracteristicas que tornam esse aminoacido tao valioso,
também o tornam muito vulneravel a toxicidade do metilmercurio. A ligacao do
metilmercurio a fragdo de selénio de uma selenocisteina inibe diretamente a atividade
de enzimas que desempenham func¢des antioxidantes. A consequéncia da formacéo de
metilmercurio-cisteina € que o metilmercurio ganha fécil ingresso no corpo e é
rapidamente redistribuido através de barreiras biologicas. Bioguimicamente, um inibidor
irreversivel é aquele que forma uma ligacéo covalente com componentes do sitio ativo
de uma enzima. Uma vez que a selenocisteina € o principal sitio ativo componente de
selenoenzimas, o metilmercurio €, por definicdo, um inibidor irreversivel de
selenoenzima altamente especifico, pois forma ligagdes covalentes entre a sua fracdo
de mercario e o0 selénio da selenocisteina da enzima. Entretanto, neste caso, o
complexo inibidor da enzima n&o somente anula a atividade da selenoenzima inibida,
mas também restringe a liberacdo de selénio a partir do complexo metilmercurio-
selenocisteina, limitando severamente a biodisponibilidade daquela forma de selénio
para participacdo nos ciclos intracelulares posteriores da sintese da selenocisteina
(Ralston, Ralston, Blackwell, & Raymond, 2008).

Visto que o monitoramento da concentragdo de mercurio, especialmente em
amostras de alimentos, é um topico de relevancia fundamental, técnicas analiticas
confiaveis e com alta sensibilidade sao requeridas para a sua determinagdo. Umas das
técnicas mais populares para a determinacdo de mercurio é a geracado de vapor frio,
seguida pela deteccao por espectrometria de absorcéo atémica (Torres, Vieira, Ribeiro,
& Curtius, 2005), (Tao, Willie, & Sturgeon, 1999) ou por espectrometria de fluorescéncia
atdmica (Cava-Montesinos, Dominguez-Vidal, Cervera, Pastor, & De la Guardia, 2004).
Frequentemente, com a finalidade de se alcancar as melhores condi¢des para analisar
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diferentes amostras, a literatura sugere uma etapa de decomposicdo das mesmas,
geralmente com acidos especificos para diferentes matrizes, como o uso de agua régia
ou acido nitrico com adicdo de peroxido de hidrogénio (Welz, & Sperling, 1999),
(Ribeiro, Vieira, & Curtius, 2004).

1.2 Espectrometria atomica

A espectrometria atdbmica abrange trés técnicas para uso analitico: emissao
atdbmica, absorcdo atdbmica e fluorescéncia atdmica. Quando energia eletromagnética
de determinada magnitude é aplicada a um atomo, a energia sera absorvida pelo atomo
e um elétron da camada externa sera promovido a uma configuracado menos estavel, ou
estado excitado, 0 que esta de acordo com a equagdo para o calculo da energia
térmica, Ewmica = V2 x KT, sendo K a constante de Boltzmann, e T a temperatura. Além
disso, quando um atomo absorve energia maior ou igual a sua energia de ionizacao, o
elétron da camada externa sera arrancado do mesmo, gerando desta forma ions, os
quais também tém capacidade de absorver e emitir radiagdo. Como o estado excitado €
instavel, o atomo retornara imediata e espontaneamente para a sua configuragdo no
estado fundamental. O elétron retornara ao seu estado inicial e energia radiante,
equivalente a quantidade de energia inicialmente absorvida no processo de excitacao,
sera emitida. Uma vez que cada elemento tem uma estrutura eletrénica Unica, o
comprimento de onda da radiacdo emitida é uma propriedade Unica de cada elemento.
Como a configuracdo do orbital de um atomo pesado é complexa, muitas transicdes
eletrbnicas podem ocorrer, cada uma delas resultando na emissao de radiacdo de
comprimentos de onda caracteristicos. O processo de excitacdo e decaimento ao
estado fundamental estd envolvido em todos os trés campos da espectrometria
atdmica. Ambas, a energia absorvida no processo de excitacdo e a energia emitida no
processo de decaimento, sdo medidas e usadas para finalidades analiticas (Beaty &
Kerber, 1993).
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1.2.1 Espectrometria de emissao atobmica

A emissao atdbmica remonta em suas origens ao trabalho de Bunsen e Kirchhoff,
na metade do século XIX (Bings, Bogaerts, & Broekaert, 2004). Em emissao atdmica, a
amostra € submetida a alta energia em um ambiente térmico, com a finalidade de
produzir a&tomos no estado excitado capazes de emitir radiagdo. A fonte de energia
pode ser uma chama ou um plasma, por exemplo. O espectro de emissdao de um
elemento exposto a tal fonte de energia consiste de uma coletdnea de comprimentos de
onda permissiveis, chamados linhas de emiss&o, devido a natureza discreta dos
comprimentos de onda emitidos. Esse espectro de emissdo pode ser usado como uma
caracteristica Unica para a identificacao qualitativa de um elemento, mas também pode
ser usado para determinar quanto de um elemento esta presente na amostra. Para uma
andlise quantitativa, a intensidade da radiacdo emitida no comprimento de onda do
elemento a ser determinado é medida. A intensidade de emissdo neste comprimento de
onda serd maior quanto maior for o numero de atomos do elemento de interesse. A
técnica de fotometria de chama é uma aplicacdo da emissdao atdbmica para a analise
quantitativa (Beaty & Kerber, 1993).

1.2.2 Espectrometria de absorcao atébmica

Espectrometria de absorcdo atémica (AAS) € uma técnica para a determinacéo
de elementos baseada na absorcdo de radiacdo por atomos livres. No atomizador,
energia (geralmente térmica) € fornecida a amostra a fim de converter o analito em uma
populacdo de atomos livres (vapor atbmico). Uma vez que o atomo esta no estado
fundamental, o mesmo € capaz de absorver a radiacdo de ressonancia. Uma fonte de
linha — uma lampada de catodo oco ou uma lampada de descarga sem eletrodo, ambas
contendo o elemento a ser determinado — emite uma radiagdo caracteristica, isto €, o
espectro do elemento (Tsalev & Zaprianov, 1985). A medida que o nimero de atomos
no caminho da radiacdo aumenta, a quantidade de radiacdo absorvida aumenta de uma
forma previsivel. Pela medida da quantidade de radiagdo absorvida, uma determinacao
quantitativa do elemento de interesse presente pode ser feita. O uso de fontes de linha
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e a selecao cautelosa de comprimento de onda permitem a determinacdo quantitativa
especifica de elementos individuais na presenca de outros. A facilidade e rapidez com
que determinacdes exatas e precisas podem ser feitas com esta técnica tornaram a
espectrometria de absor¢cdo atdbmica uma das técnicas mais populares para a
determinacdo de elementos metalicos (Beaty & Kerber, 1993). A espectrometria de
absorcao atémica em forno de grafite (GF AAS) é uma das técnicas mais empregadas
para a determinacao de baixas concentracdes de elementos potencialmente téxicos, o
que se deve especialmente a sua alta seletividade e sensibilidade (Welz & Sperling,
1999).

1.2.3 Espectrometria de fluorescéncia atomica

A técnica de fluorescéncia atdbmica incorpora aspectos de ambas, absorcéo e
emissao atbmica. Assim como em absorcao atdmica, atomos no estado fundamental
sao excitados pela focalizacdo de um feixe de radiacdo na nuvem atémica. Entretanto,
ao invés de monitorar a quantidade de radiacdo que é absorvida neste processo, € a
emissao resultante do processo de decaimento dos atomos excitados pela fonte que é
medida. A fonte de radiacdo para fluorescéncia atdmica € montada a um certo angulo
em relagdo ao resto do sistema éptico e, desta maneira, o detector enxerga somente a
fluorescéncia e ndo a radiacdo da lampada em si (Beaty & Kerber, 1993). A
fluorescéncia é mais sensivel que a absor¢ao porque é possivel observar um fraco sinal
de fluorescéncia sobre um fundo escuro. Em absorcdo sdo procuradas pequenas
diferencas entre grandes quantidades de radiacado alcan¢ando o detector (Harris, 2011).

1.2.4 A técnica do vapor frio

A técnica do vapor frio (CV) € aplicada quase exclusivamente para a
determinacdo de mercurio e esta baseada em um numero de caracteristicas tipicas
deste elemento. A Unica exceg¢do é o cadmio, que também pode ser determinado por
essa técnica. Visto que o mercurio pode ser facilmente reduzido a partir de seus
compostos ao estado elementar e exibe uma pressao de vapor de 0,0016 mbar a 20 °C,
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ele pode ser determinado diretamente sem necessidade de uma unidade de atomizacao
especial. Depois de uma etapa de reducdo, o mercurio deve simplesmente ser
transportado por uma corrente de gas até o atomizador. Nesta técnica, o mercurio
presente na amostra forma mercurio metalico, espécie bastante volatil, ao reagir em
meio acido com o agente redutor tetrahidroborato de sodio, NaBH4, ou cloreto estanoso,
SnCl,, em um sistema de reacao fechado. Os atomos de mercurio sao transportados
por um fluxo de ar ou argdnio através da tubulacdo conectada a célula de absor¢ao, a
qual é colocada no caminho 6éptico do espectrobmetro de AA. Todo o processo de
geracao de vapor frio pode ser automatizado pelo emprego de técnicas de injecdo em
fluxo (Welz & Sperling, 1999).

A alta sensibilidade € uma grande vantagem da técnica de CV. Isto é atingido,
primeiramente, pela eficiéncia de transporte do mercurio de até 100% do frasco
reacional a célula de absorcao, mas também pela pré-concentracao in situ do analito. A
sensibilidade pode ser ainda mais pronunciada pelo emprego de grandes volumes de
amostra. Considerando-se que todo o mercurio contido na amostra é liberado para a
medida, aumentar o volume da amostra significa que mais atomos de mercurio estarao
disponiveis para serem transportados a célula de absorcdo e serem medidos. Além
disso, o vapor formado pela reacado de reducdao é homogéneo, o que implica em alta
precisao e seletividade (Welz & Sperling, 1999) (Beaty & Kerber, 1993). Finalmente, a
técnica do vapor frio pode ser acoplada a diferentes técnicas para a deteccéo, além de
AAS ou AFS, como ICP-MS (Rodrigues, et al., 2009) ou ICP OES (dos Santos,
Herrmann, Vieira, Frescura, & Curtius, 2005).

Uma desvantagem desta técnica é que o mercurio ndo pode ser reduzido a
mercurio elementar a partir de varios de seus compostos, particularmente os compostos
organicos, pelo emprego dos agentes redutores tetrahidroborato de sédio ou cloreto
estanoso. O cloreto estanoso, em particular, ndo é capaz de formar mercurio elementar
a partir de compostos organicos de mercurio, devido ao seu baixo potencial de reducao,
em comparagao aquele do tetrahidroborato. A determinacdo deve entdo ser precedida
por um tratamento da amostra, que tem uma influéncia definitiva na exatiddo da
medida. Para o tratamento da amostra, que deve solubilizar completamente a mesma,
parametros como perda do analito e contaminacao da amostra desempenham um papel
fundamental (Welz & Sperling, 1999).
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1.3 Emprego de TDA AAS para a determinacao de mercurio

Uma vez que as lampadas de mercurio emitem somente um numero limitado de
linhas espectrais e, em se tratando de ferramentas que promovem a formagéo
praticamente exclusiva de vapor de mercurio, é possivel dispensar os elementos
Opticos e monocromadores em sistemas especialmente desenhados para a
determinacao desse elemento (Welz & Sperling, 1999). Este é o caso do analisador
direto de mercurio, DMA-80 (Milestone, Itélia), o qual trata da técnica de espectrometria
de absorcdo atbmica com decomposicdo térmica/amalgamacao (TDA AAS). Esta
técnica pode ser usada para a analise de amostras sélidas e liquidas. Neste sistema o
tratamento da amostra consiste em etapas de secagem e combustao. O carater seletivo
da determinacdo de mercurio do instrumento assegura uma sensibilidade ainda maior
do que aquela obtida pelas técnicas de GF AAS (espectrometria de absorcao atbmica
com forno de grafite) ou CV AAS (espectrometria de absorcao atbmica com vapor frio).
Para a determinacdo de mercurio utilizando o DMA-80, uma aliquota de amostra,
previamente pesada, é seca e, a seguir, térmica e quimicamente decomposta em um
forno de decomposicdo com fluxo de oxigénio. Os produtos remanescentes da
decomposicao sdo entdo carreados para um amalgamador que retém seletivamente o
mercurio. O fluxo de oxigénio arrasta o vapor de mercurio através das duas células de
absorcao, que estdo em uma razdo de comprimento de 10:1 (U.S.EPA 7473, 2007). A
Figura 2 apresenta um esquema da configuracdo do equipamento.

Duas curvas analiticas sdo necessarias para trabalhar com o DMA-80, uma vez
que existem duas células de absor¢ao no equipamento, conforme ilustrado na Figura 2.
A primeira faixa de trabalho, relativa a absorvancia da célula 1, inclui respostas de 0,01
ng a cerca de 20,00 ng de mercurio (faixa baixa). A segunda faixa de trabalho, relativa a
absorvancia da célula 2, inclui respostas de cerca de 20 ng a 1000 ng de mercurio
(faixa alta). Uma curva de calibragdo para ultratragos também €& possivel no inicio da
célula 1.
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Figura 2 — Representacao esquematica do equipamento DMA-80 (Milestone).

O emprego da técnica de TDA AAS para a analise de amostras soélidas
proporciona vantagens para o processo analitico, j& que ndo ha necessidade de adotar
procedimentos de preparo da amostra. A simples homogeneizagdo da amostra é
suficiente para a sua andlise. Desta forma, as amostras sdo facil e rapidamente
analisadas, sem necessitar um pré-tratamento quimico agressivo, além de diminuir a
susceptibilidade a contaminagdo e perda do analito antes da determinagéo.
Adicionalmente, o equipamento permite que padrdes aquosos sejam usados para a
calibracao (U.S.EPA Method 7473, 2007). Tais qualidades tornaram o seu emprego
frequente para a determinacdo de mercurio em varias matrizes (Mcclain, Chumchal,
Drenner, & Newland, 2006) (Maggi, Berducci, Bianchi, Giani, & Campanella, 2009)
(Ikem & Egilla, 2008) (Haynes, Gragg, Johnson, Robinson, & Orazio, 2006) (Carbonell,
Bravo, Fernandez, & Tarazona, 2009).

1.4 Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado

O plasma indutivamente acoplado (ICP) é uma descarga sem eletrodo em um
gas a pressao atmosférica, mantido pela energia acoplada a ele a partir de um gerador
de radiofrequéncia. O plasma é gerado dentro e na extremidade final de um conjunto de

tubos de quartzo conhecido como tocha, de acordo com a Figura 3. O tubo central,
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através do qual a amostra € introduzida no plasma, esta localizado ao longo do eixo
central da tocha. A vazao de gas externo, chamado de gas de resfriamento, protege as
paredes do tubo e age como o principal gas de suporte para o plasma, geralmente com
vazdo de 10 a 15 L min™. A segunda vazdo de gas que é introduzido no espaco anelar
interior, chamado vazéo auxiliar, € usado principalmente para assegurar que o plasma
quente seja mantido longe da extremidade do tubo injetor capilar central, para prevenir
a sua fusdo. A vazao de gas central, ou injetor, transporta o aerossol a partir do sistema
de introducdo de amostra, com uma vazao de cerca de 1 L min™'. Este é suficiente, no
tubo injetor de diametro pequeno, para produzir um jato de alta velocidade de gas que
penetra um canal mais frio através do centro do plasma, chamado canal axial ou central
(Jarvis, Gray, & Houk, 1992).

Cones amostrador

Detector Quadrupolo Lentes e skimmer
Channeltron idnicas .
F Bobinade
| | ,I S inducdo de RF
7 Amostra
Light [ L +Argb6nio
stop™>— TENY i o— ) o D | RS : =
:‘::‘1'/...:7 l:l:lI Fir r _,_]| |'r
| ‘ | | ‘ Tocha T
Plasma Gas Gas
T T T externo auxiliar
Bombade Bombade Bombade
alto vacuo vacuo baixo vacuo

intermediario

Figura 3 — Representacdo esquematica de um equipamento de ICP-MS com analisador
de quadrupolo (MS, Radiogenic Isotope Geology).

O acoplamento de duas a quatro voltas de tubo de cobre de alta qualidade,
resfriado por um fluxo de gas ou agua, esta localizado com sua volta externa alguns
milimetros abaixo da boca da tocha. A corrente de radiofrequéncia fornecida a partir de
um gerador produz um campo magnético que varia no tempo de acordo com a

frequéncia do gerador, geralmente 27 ou 40 MHz, e assim, dentro da tocha, o campo
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permanece ao longo do eixo. A descarga é geralmente iniciada na tocha fria por uma
faisca a partir da bobina de Tesla, a qual fornece elétrons livres para acoplar com o
campo magnético. Uma vez que o plasma ultrapassa a boca da tocha, ele se torna
acessivel para extrair os ions para o espectrdbmetro de massas. Argdnio é o gas mais
comumente utilizado para alimentar o ICP. A temperatura na regido de inducao pode
ser tao alta quanto 10000 K. No canal central, a temperatura do gas € de cerca de 5000
K, e na boca da tocha, de 7000 K (Jarvis, Gray, & Houk, 1992). Deste modo, o plasma é
formado pela interagdo de um intenso campo magnético (produzido pela
radiofrequéncia que passa através da bobina de cobre) em um fluxo tangencial de gas
(geralmente argonio) de cerca de 15 L min™ fluindo através de um tubo de quartzo
concéntrico (tocha). Isso tem o efeito de ionizar o gas, que quando é semeado com uma
fonte de elétrons a partir de uma faisca de alta voltagem, forma uma descarga de
plasma de temperatura muito alta na extremidade final do tubo. A tocha em ICP-MS,
que é posicionada horizontalmente, € usada para gerar ions positivamente carregados,
e nao fétons. De fato, todo esforco € feito para impedir os fétons de alcangar o detector,
pois eles t&ém o potencial de aumentar o sinal de ruido. E a producédo e deteccdo de
altas quantidades desses ions que dado ao ICP-MS sua capacidade caracteristica de
deteccao da ordem de parte por trilhdo. Assim, o equipamento de ICP-MS emprega o
plasma como uma fonte de ionizacao e um analisador de massas para detectar os ions
produzidos. Pode medir simultaneamente (na pratica) a maioria dos elementos da
tabela periddica e determinar a concentracdo dos analitos abaixo de sub-nanograma
por litro (Thomas, 2008).

Nesse sistema, a amostra, a qual geralmente estd na forma liquida, é
comumente bombeada por uma bomba peristaltica para o nebulizador, onde esta é
convertida a um fino aerossol pela acdo de um fluxo de argdnio de cerca de 1 L min™.
As menores goticulas do aerossol, as quais representam somente de 1 a 2% da
amostra, sao separadas das goticulas maiores por meio de uma camara de
nebulizacdo. O fino aerossol emerge a partir do tubo de saida da cémara e é
transportado para a tocha. Uma vez que os ions sdo produzidos no plasma, eles sdo
direcionados para o espectrdmetro de massas através da regiao de interface (entre os
cones amostrador e skimmer), a qual é mantida a um vacuo de 1-2 Torr com o auxilio

de uma bomba mecéanica. Uma vez que os ions foram extraidos para a regidao de
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interface, eles sao direcionados para a camara de vacuo intermediario por uma série de
lentes eletrostaticas. O vacuo nesta regido é mantido em cerca de 10 Torr com uma
bomba turbomolecular. A funcao desse conjunto de lentes é focalizar eletrostaticamente
o feixe iGnico através do dispositivo de separacdo de massa. O feixe i6nico, contendo
todos os analitos e ions provenientes da matriz, deixa a regido de lentes e passa para o
coracao do espectrébmetro de massas — o dispositivo de separacdo de massas, que €
mantido em um vacuo de aproximadamente 10° Torr pela acdo de uma segunda
bomba turbomolecular. Existem varios tipos de dispositivos de separacdo de massas,
sendo os trés tipos mais comuns o quadrupolo, o setor magnético e o tempo-de-véo
(time-of-flight). Todos servem basicamente para a mesma finalidade, que € permitir que
os ions dos analitos de uma razdo massa/carga especifica alcancem o detector, assim
como excluir todos os outros ions e interferentes. O processo final € converter os ions a
um sinal elétrico. Esse sinal é entdo processado pelo sistema e convertido a
concentracdao do analito pelo uso de solugcées padrao de calibracdo. A maioria dos
sistemas de deteccado pode manipular até oito ordens de faixa de concentracao, o que
significa que eles podem ser usados para analisar amostras com analitos a partir de
niveis de parte por trilhdo até algumas centenas de parte por milhdo (Thomas, 2008).

1.4.1 Analisador de massas com tecnologia de quadrupolo

O dispositivo de separacdo de massas mais comumente empregado em ICP-MS
€ analisador de massas com tecnologia de quadrupolo. Um quadrupolo consiste de
quatro hastes metalicas cilindricas ou hiperbélicas de mesmo comprimento e diametro.
Quadrupolos usados em ICP-MS tém tipicamente de 15 a 25 cm de comprimento, cerca
de 1 cm de didametro, e operam a uma frequéncia de 2-3 MHz. Um quadrupolo opera
pela aplicacado de ambos, um campo de corrente direta (DC) e uma corrente alternada
(AC) dependente da frequéncia de radiofrequéncia, nos pares opostos das quatro
hastes. Pela selecdo de uma razédo étima de AC/DC em cada par de hastes, ions de
uma determinada razao massa/carga podem passar através das hastes e alcancar o
detector, ao passo que o0s outros ions sao instaveis e, assim, ejetados do quadrupolo.
Na pratica, vinte e cinco elementos podem ser determinados em duplicata com boa
precisdo em 1-2 minutos, dependendo dos requerimentos analiticos. Sistemas de ICP-
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MS baseados nesse analisador de massas tipicamente oferecem uma resolucéo de 0,7-
1,0 u.m.a., a qual é bastante adequada para a maioria das aplicacdes de rotina, mas
provou ser inadequada para muitos elementos que sao propensos as interferéncias

espectrais provenientes do argbnio, do solvente e/ou da amostra (Thomas, 2008).

1.4.2 Analisador de massas com tecnologia de setor magnético de
dupla focalizacao

Embora o0s analisadores de massas de quadrupolo representem
aproximadamente 85% de todos os equipamentos de ICP-MS instalados no mundo,
limitac6es no seu poder de resolugdo levaram ao desenvolvimento de espectrdmetros
de alta resolucao baseados no arranjo de setor magnético de focalizacao dupla. Esse
arranjo consiste em dois analisadores, um eletromagnético convencional e um
analisador eletrostatico. Pelo emprego deste arranjo, os ions sdo amostrados a partir do
plasma, da maneira convencional (assim como no quadrupolo — pela aplicagdo de uma
diferenca de potencial de alguns kilovolts), e entdo acelerados na regiao de lentes
ibnicas por alguns kilovolts antes de eles entrarem no analisador de massas (Thomas,
2008).

Esse potencial fornece a voltagem de aceleragcdo idbnica necessaria para a
formacao de um feixe ibnico apropriado para os analisadores subsequentes. Depois da
interface, lentes sdo usadas para mudar o formato do feixe a partir de um formato secéo
transversal circular, para outro com um formato semelhante a fenda, para a transmisséo
ibnica eficiente. O feixe passa através de um analisador de energia eletrostatica que
seleciona somente ions dentro de uma faixa de energia cinética para transmissao
através da fenda de saida. Esses ions selecionados por energia sdo, entdo, analisados
com base na razdo massa/carga (m/z) em um setor magnético e, finalmente,
detectados. Assim, a focalizacdo da direcdo e velocidade € fornecida (Jarvis, Gray, &
Houk, 1992).
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1.5 Validacao de métodos para contaminantes inorganicos

A presenca de residuos em produtos de origem animal € um motivo de
preocupacao para a saude publica (2002/657/CE, 2002). Assim, é essencial, a fim de se
proteger a saude publica, manter os contaminantes em niveis que s&o
toxicologicamente aceitaveis (CE 1881, 2006). Por causa da toxicidade de alguns
elementos, incluindo o mercurio, a sua presenca em géneros alimenticios deve ser
cuidadosamente avaliada para prevenir riscos toxicoldgicos (Noél, Dufailly, Lemahieu,
Vastel, & Guérin, 2005). A fim de manter os contaminantes em alimentos em um nivel
minimo, muitos paises tém estabelecido teores maximos para contaminantes em
produtos alimenticios. Os regulamentos da Comissdo (CE) N.° 1881 de 19 de
Dezembro de 2006 e N.° 629/2008, e Codex Alimentarius (Codex Standard, 2010)
estabelecem os teores maximos para certos contaminantes em géneros alimenticios.
Complementarmente, o Regulamento da Comissdo N.° 333, de 28 de Marco 2007,
relata cuidadosamente os métodos de amostragem e andlise para o controle oficial dos
teores de contaminantes como chumbo, cadmio e mercurio, entre outros, em alimentos,
assim como a Decisdo da Comissdo de 12 de Agosto de 2002, (2002/657/CE) e
MERCOSUL\GMC\RES N¢ 57/94 (MERCOSUL, 1993), que descrevem o desempenho
de métodos analiticos e a interpretacao dos seus resultados.

Com o objetivo de garantir a qualidade e comparabilidade dos resultados
analiticos gerados por laboratorios autorizados para realizar o controle oficial de
contaminantes, os métodos devem ser validados. A validacdo de um método é um
processo estabelecido que fornece prova documental que um sistema cumpre a sua
especificacdo pré-definida, e um método analitico é aceitavel para a finalidade
pretendida. Também € uma etapa necessaria no controle de qualidade de uma anadlise
quantitativa (Ertas & Tezel, 2004). Tais medidas incluem o estabelecimento da
rastreabilidade das medidas, além do uso de métodos de analise validados, de
procedimentos de controle de qualidade internos, da participacdo em ensaios de
proficiéncia e da acreditagdo para um padrdo internacional, normalmente na norma
ISO/IEC 17025.

A fim de atingir a validacdo do método, varios critérios considerados
compulsoérios (linearidade, repetitividade, reprodutibilidade intralaboratorial, exatidao,
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robustez e avaliacdo de efeitos de matriz/ interferéncias) devem ser avaliados. Além
disso, os limites de deteccao e de quantificacdo sdo componentes fundamentais desse
processo e podem ser estabelecidos de acordo com recomendacgdes do Regulamento
da Comissao (CE) N.° 333/2007. Além dos regulamentos citados da Comissédo das
Comunidades Europeias, neste trabalho também foram seguidos o documento DOQ-
CGCRE-008, do organismo de acreditacao do Brasil, INMETRO, e também pela norma
ABNT NBR ISO/IEC 17025, 2005.

1.6 Objetivos gerais

O analisador direto de mercurio, DMA-80 (Milestone, Itélia), que trata da técnica
de espectrometria de absorcao atdmica com decomposi¢ao térmica/amalgamacao (TDA
AAS), foi empregado na primeira etapa deste trabalho para a determinacao de mercurio
em peixe e em camarao de origem brasileira, visando o atendimento ao Plano Nacional
de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC), do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), sendo a parte experimental desenvolvida no
Laboratério Nacional Agropecuario — Sao Paulo (Lanagro-SP).

Na segunda etapa deste trabalho, desenvolvida em um periodo de doutorado
sanduiche na Universidade de Aberdeen, na Escécia, as técnicas de espectrometria de
fluorescéncia atébmica com vapor frio (CV AFS) e espectrometria de massas de alta
resolucdo com plasma indutivamente acoplado (HR-ICP-MS) foram empregadas para a
determinacao de mercurio e selénio, respectivamente, nos tecidos de caranguejos

expostos através da dieta a compostos de mercurio e/ou selénio.
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Capitulo 2 — Determinacao de mercurio para o seu controle oficial em
peixe e camarao de origem brasileira por TDA AAS

2.1 Consideracoes

Os organismos marinhos contribuem significativamente para a exposicao a
contaminantes inorganicos, principalmente a mercurio. Mesmo ap6s o marcante
incidente de Minamata, em 1953, no Japao, o qual vitimou cerca de mil japoneses que
se alimentavam de peixes de uma baia contaminada com metilmercurio, muitos casos
de violacao dos teores maximos permitidos para este metal continuam acontecendo no
mundo todo, devido as suas propriedades de bioacumulacdo associadas ao
permanente risco de contaminacdo ambiental antropogénica (Azevedo, Nascimento, &
Chasin).

Nesse contexto, € fundamental que os laboratérios oficiais disponham de meios
e critérios objetivos para demonstrar, por meio de validagdo, que os métodos de ensaio
executados conduzem a resultados confiaveis e adequados a qualidade pretendida,
neste caso, o atendimento ao Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC), do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) (Mauricio, Lins, & Alvarenga, 2009). O laboratério deve assegurar que as
caracteristicas de desempenho do método atendam aos requisitos para as operacoes
analiticas pretendidas (DOQ-CGCRE-008, 2010).

O PNCRC é um programa federal de inspecao e fiscalizacdo de alimentos,
baseado em analise de risco, que visa verificar a presenca de residuos de substancias
quimicas potencialmente nocivas a saude do consumidor (PNCRC-MAPA). Ademais, o
PNCRC visa fornecer garantias de um sistema que forneca seguranca e inocuidade dos
alimentos disponibilizados aos consumidores e que seja equivalente aos requisitos
sanitarios internacionais estabelecidos pelo MERCOSUL, CODEX, OMC e érgaos
auxiliares (FAO, OIE, WHO).

Assim, esta parte do trabalho foi desenvolvida no Laboratério Nacional
Agropecuario — Sao Paulo (Lanagro-SP), visando o atendimento ao Plano Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes para o controle oficial de mercurio em pescados

(peixe e camarao) do Brasil.
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2.2 Objetivos

O objetivo desta etapa do trabalho foi desenvolver um método rapido, simples,
com desempenho analitico adequado e de baixo custo para o controle oficial e analise
de rotina para a determinacdo de mercurio em peixe e camardo de origem brasileira,
usando espectrometria de absorcédo atbmica com decomposi¢ao térmica/ amalgamacéao
(TDA AAS) pela andlise direta de sélidos. De acordo com pesquisas bibliograficas, um
estudo completo sobre os parametros envolvidos em TDA AAS ainda néo existia e, em
se tratando do propdésito de segurancga alimentar, é conveniente verificar a viabilidade
da técnica, para um melhor uso do equipamento. Apés esta etapa, foi feita a validacao
completa do método de acordo com legislagdes nacionais e internacionais sobre
alimentos, visando a acreditacdo do método pela norma (ABNT NBR ISO/IEC 17025,
2005) e atendimento ao PNCRC.

2.3 Parte experimental

2.3.1 Instrumentacao

Para a determinacdo de mercurio total foi utilizado o equipamento DMA-80
(Direct Mercury Analyzer, Milestone, Sorisole, Italia), equipado com um sistema
catalisador (DMA 8333, Milestone) que tem a fungédo de liberar o mercurio a partir da
matriz da amostra, e um sistema amalgamador de ouro (DMA 8134, Milestone),
empregado para a retengdo dos vapores de mercurio. O instrumento é equipado com
pequenos containers, de quartzo ou niquel, usados para pesar e acondicionar as
amostras a serem analisadas no amostrador automéatico. Neste trabalho, containers de
quartzo para a pesagem e analise das amostras foram usados em todas as medidas,
exceto para o experimento de robustez, no qual foram feitas medidas especificas
empregando containers de niquel. As temperaturas e os tempos de secagem e de
pirélise empregados foram de 200 °C, por 90 segundos, e 650 °C, por 120 segundos,
respectivamente. O amalgamador retém o mercurio seletivamente depois que o sistema

24



€ purgado com oxigénio, para a remocao de gases remanescentes e/ou produtos de
decomposicado. A seguir, este é aquecido e libera o vapor de mercurio. A linha de
ressonancia empregada foi 253,7 nm, usando a altura de pico para o processamento do
sinal. Oxigénio (White Martins, Sado Paulo, Brasil) foi usado como gas reagente e
carreador para os vapores de mercurio. Para a avaliagdo da necessidade de liofilizagao
das amostras foi empregado o liofilizador LS3000 (Terroni, Sao Carlos/SP, Brasil).

2.3.2 Reagentes

Os seguintes reagentes foram empregados: &acido nitrico 65% (Merck,
Darmstadt, Alemanha), o qual foi destilado abaixo do ponto de ebulicao no equipamento
DuoPUR (Milestone). A agua foi desionizada em um sistema Milli-Q Integral 5 (Millipore,
EUA, resistividade de 18,2 MQ cm). Solucbées de referéncia de mercurio inorganico
foram preparadas diariamente pela diluicdo sequencial de uma solucdo estoque de
concentragdo 1000 mg L (Fluka, Buchs, Suica). O material de referéncia analisado
durante a otimizacdo deste método foi o tecido de peixe IAEA-407 (Analytical Quality
Control Services, Austria).

2.3.3 Procedimento de preparo de amostra

As amostras de peixe foram preparadas com base na simples homogeneizacao
do musculo com o auxilio de uma faca de ago inoxidavel (30 cm, Mundial, Brasil) ou um
miniprocessador de carne doméstico (Black & Decker, Brasil), depois da remocéao da
pele, espinhos e visceras, também com a faca de ago inoxidavel. O muasculo foi cortado
em pequenos pedagos antes de ser transferido para o miniprocessador. Trés amostras
de musculo de peixe foram utilizadas para a otimizacdo do método, adquiridas em
supermercados da cidade de Campinas (Sao Paulo, Brasil), as quais foram
denominadas como LG (Lophius gastrophysus), ON (Oreochromis niloticus) e SP
(Sardina pilchardus). A amostra LG era naturalmente contaminada com mercurio, e as
amostras ON e SP tinham baixa concentracdo de mercurio, o que foi confirmado pela

analise dessas amostras pela técnica de CV AAS no Lanagro-RS (LOQ = 11 pg kg™,
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cujo método é validado e acreditado pelo INMETRO na norma ABNT NBR ISO/IEC
17025.

A amostra ON e uma amostra de camardo designada por LV (Litopenaeus
vannamei), a qual também possui baixa concentracdo de mercurio, obtida da fazenda
Primar, em Goianinha (Rio Grande do Norte, Brasil), foram empregadas para a
validacdo do método. As amostras foram homogeneizadas com faca de aco inoxidavel
ou com o uso do miniprocessador doméstico (no caso da avaliacao da robustez).

Uma massa de cerca de 100 mg do musculo homogeneizado foi pesada no
container de quartzo e inserida no sistema do DMA-80 a fim de determinar a
concentracdo de mercurio total. Todas as determinacdes se referem a massa umida. No
decorrer da otimizacdo do método, as amostras ON e LG também foram submetidas a
um procedimento de preparo alternativo: liofilizagao do musculo ap6s homogeneizacao

no miniprocessador.

2.4 Resultados e discussao
2.4.1 Desenvolvimento do método

2.4.1.1 Otimizacao da quantificacao de mercurio em peixe fresco por
TDA AAS

A viabilidade da liofilizagdo das amostras de musculo de peixe foi avaliada para a
amostra naturalmente contaminada, LG, bem como para a amostra com baixo teor de
mercurio, ON, ambas homogeneizadas no miniprocessador doméstico. O liofilizador foi
empregado nesta etapa. Mercurio foi adicionado em uma aliquota de aproximadamente
10,0 g dessas amostras, a fim de se obter uma concentragao final de cerca de 100,0 ug
kg™'. Deste modo, a concentragdo calculada para a amostra LG foi 99,54 pg kg™, e para
a amostra ON foi de 99,87 g kg™'. Esses valores foram considerados como 100% para
o calculo da recuperacao para as amostras fortificadas e liofilizadas, sendo que para a
amostra LG foi descontado o valor medido para a concentracdo de mercurio na amostra
sem adicdo de mercurio (liofilizada ou in natura) para o calculo da recuperagido. Os
resultados obtidos para a concentracdo de mercurio na amostra LG liofilizada, sem
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adicao (LGL) e com adicao (LGLA) de mercurio, e na amostra ON liofilizada sem adi¢édo
de mercurio (ONL) e com adicdo de mercurio (ONLA), com base de massa fresca, séo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Valores de concentracdo de mercurio, na base de massa fresca, coeficiente
de variacdo e recuperagdo, obtidos para a avaliacdo da liofilizacdo de amostras de

musculo de peixe (n = 4).

Concentragdo CV  Recuperagao

Amostra p

(Mg kg™) (%) (%)
LGL? 207,19 1,94 95,6
LGLA 210,38 13,04 105,1
ONL? 103,16 0,25 103,2
ONLA 113,32 10,14 113,5

4 Adicao de 10 ng de Hg no momento da medida sobre a aliquota de amostra pesada.

Os resultados apresentados, referentes ao processo de liofilizacdo, néao
apresentaram nenhuma melhora ou vantagem em comparagdo com aqueles obtidos
para a analise direta das amostras frescas, e valores de CV maiores que 10,0% foram
obtidos para as amostras liofilizadas, os quais podem ser considerados altos. A analise
da amostra fresca foi, entdo, a condicdo empregada para as analises subsequentes.
Desta forma, a analise do peixe fresco foi a condicdo adotada para os experimentos
posteriores. Assim, a analise tornou-se mais simples, sem a necessidade de nenhum
pré-tratamento quimico das amostras, o que também contribuiu para diminuir a
susceptibilidade a contaminagdo da amostra e a perda do analito. Adicionalmente, o
equipamento utilizado permite o0 emprego de solugbes padrdo aquosas para 0 processo
de calibracao. Outros parametros foram avaliados, incluindo a faixa linear das curvas de
calibracdo, a pré-concentracdo de mercurio no sistema amalgamador, o efeito de
meméria do sistema e a robustez do método, conforme relatado no trabalho de Torres
et al. (Torres, Martins-Teixeira, Silva, & Queiroz, 2012).
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2.4.1.2 Pré-concentracao de mercurio no sistema amalgamador

A ferramenta de multiplas etapas de pré-concentragdo de mercurio no sistema
amalgamador do DMA-80 foi avaliada pela medida de 40,0 uL de uma solucdo padrao
de mercurio de 500,0 ug L, o que implica em 20,0 ng de mercurio. Os resultados,
mostrados na Tabela 2, demonstram que uma etapa extra de pré-concentracéao de 20,0
ng de Hg, o que resulta em 40,0 ng de Hg, fornece o mesmo valor de concentragéo, ou
seja, 500,0 ug L™, que aquele da medida direta de 20,0 ng de Hg (uma Unica etapa de

amalgamacéo, condi¢cao padrao do equipamento).

Tabela 2 — Valores de massa, em ng, e concentracdo de mercirio, em pg L7,
coeficiente de variagdo (CV) e valor de recuperacdo, obtidos para a avaliacdo da

ferramenta de pré-concentragdo do equipamento (n = 2).

Pré S m encontrada Concentragdo CV Recuperagao
ré-concentracao

(ng de Hg) (ng L) (%) (%)
Nao 19,87 496,79 1,11 99,36
Sim (uma vez) 39,68 496,05 3,58 99,21

*20,0 ng de mercurio.

Para a medida de 20,0 ng de Hg, a curva analitica empregada foi com regressao
quadratica na faixa de 2,5 a 20,0 ng (faixa baixa), e para a medida com a etapa extra de
pré-concentracdo (40,0 ng) foi empregada a curva analitica com regresséo linear da
faixa alta (25,0 na a 150,0 ng). Tal constatagédo possibilita a aplicagdo da ferramenta de
pré-concentracdo quando a concentracdo de mercurio em uma amostra estiver situada

entre 20,0 ng e 25,0 ng, ou seja, a lacuna entre as células 1 e 2 do equipamento usado.

2.4.1.3 Efeito de memoria

O efeito de memodria foi investigado pois, apés medidas de concentragdes altas
de mercurio, valores de absorvancia bastante altos foram registrados para a medida do
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sistema vazio, ou seja, sem nenhuma solucdo de mercurio ou amostra. Neste sentido,
depois da leitura de oito solugbes padrao para a construcdo de uma curva analitica na
faixa alta, as quais tinham massas de mercurio entre 100,0 ng e 400,0 ng, observou-se
qgue os valores de absorvancia registrados para onze medidas sequenciais do sistema
sem nenhuma solugdo ou amostra foram bastante altos, sendo as duas primeiras,
obtidas logo apés a medida do ponto de 400,0 ng de Hg, iguais a uma massa de Hg de
7,5 ng, o que implica em 75 pg kg™, sob as condigdes empregadas (100 mg de amostra
ou 100 uL de solugédo padréo). Mesmo depois das onze medidas do sistema vazio, o
valor de absorvancia foi correspondente a uma massa de Hg de cerca de 1,0 ng (10 ug
kg™"). Essa investigagdo mostra a importancia da remocdo do merclrio remanescente
no sistema antes de se iniciar a medida de uma amostra ou solugcao subsequente,
especialmente se esta tiver uma concentracdo de mercurio menor que a da amostra
antecedente, o que pode resultar em um erro sistematico. Assim, constatou-se que o
forte efeito de meméria apresentado foi uma consequéncia de um lote antigo do
catalisador empregado (responsavel pela conversao dos vapores de mercurio liberados
a partir da amostra a mercurio elementar). Como seria esperado, o efeito de memoria
se torna mais pronunciado com o envelhecimento do catalisador e depois da medida de
amostras com uma alta concentragdo de mercurio. Nestas situagdes foi comum que os
valores de absorvancia para o sistema vazio alcancassem de 10-20% do teor de
mercurio da amostra previamente analisada.

Com o envelhecimento do catalisador, outra dificuldade encontrada foi a
obtencao do parametro de verificacao diario da curva de calibracao. Assim, a frequéncia
da calibragéo se torna mais alta. Apés a troca do catalisador, o valor de absorvancia do
sistema vazio indicado pelo fabricante € 0,0030 (para a célula 1). O tempo de vida do
catalisador depende da frequéncia de analise de amostras no DMA-80 e também, no
caso de um equipamento utilizado com baixa frequéncia, do tempo decorrido apds a
instalagdo do catalisador, sendo portanto, dificil de ser estimado. Fazer a leitura de
solucbes de reagentes a cada 10 medidas € uma boa pratica e também uma
recomendacgédo de U.S.EPA Method 7473. Além disso, fazer a analise de brancos de
reagentes, geralmente &cido nitrico 5% v/v, antes do inicio do trabalho é aconselhavel
como parte da rotina na operagéo do equipamento.
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2.4.1.4 Robustez do método

O programa para calculos de estatistica STATISTICA 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa,
EUA) foi usado para a otimizagdo por andlise fatorial de sete fatores experimentais
através da ferramenta Experimental Design. O teste de Youden, um planejamento
fatorial fracionario 2”*, foi empregado nesta etapa. Este teste permite avaliar ndo
somente a robustez do método, mas também a influéncia de cada uma das variaveis no
resultado final (2002/657/CE, 2002). Assim, a Tabela 3 foi preenchida com o valor
nominal para os sete fatores, ou nivel 1 (aqueles que estavam sendo adotados durante
a otimizacdo do método), e suas variacdes, ou nivel 2, propostas para a avaliacao da
robustez do método. Valores nominais sao representados por letras maiusculas e suas
variagdes por letras minusculas. Esses fatores devem ser combinados para a avaliagao
da robustez. As medidas foram feitas com a adi¢cao de 50,0 ng de Hg em cada aliquota
de amostra, o que corresponde a 500,0 ug kg™, teor maximo para Hg em peixe de
cultivo, estabelecido pelo regulamento CE N° 1881/2006. A Tabela 3 também apresenta
os resultados para essas combinagdes, de acordo com a variagdo dos fatores, bem
como a estimativa dos efeitos do planejamento fatorial fracionario. O efeito de cada
fator é, por definicdo, a média dos resultados deste nos dois niveis avaliados, ou seja, a
média para os quatro valores correspondentes as letras maiusculas, menos o valor
médio resultante dos quatro valores correspondentes as letras minusculas. Cada efeito
é a diferenca de duas médias. Assim, para calcular qualquer efeito sdo usadas todas as
respostas observadas (Barros Neto, Scarminio, & Bruns, 2007).

Os ensaios da robustez foram feitos em duplicata (repeticdo auténtica) e
aleatoriamente para que se pudesse estimar o erro experimental, e a partir dai avaliar a
significancia estatistica dos efeitos. Admitindo-se que a varidncia das repeticdes € a
mesma em toda a regido investigada, € possivel combinar a variagdo de todos os
ensaios e obter uma estimativa da variancia experimental com mais graus de liberdade.
No presente caso, cada ensaio foi repetido duas vezes e houve oito ensaios diferentes,
pelo uso da equagéo:

32 = (V1S12+ V2822+...+ VgSgZ)/ Vit Vvot..t+ Vg
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Onde:

s = variancia experimental, e v= numero de graus de liberdade.

s% = 848,3935 (Média quadratica do erro puro)

§=29,1272

Erro puro = s/2 = 29,1272/2 = 14,5636

O valor da estimativa do efeito padronizado de um fator ((8)) € obtido pela

relagédo entre o valor do efeito de cada fator, dividido pelo erro puro.

Tabela 3 — Valores nominais para os sete fatores, descritos pelo presente método, bem

como suas variagdes, para a avaliagdo da robustez do método para a determinagéo de

Hg em peixe fresco por TDA AAS e estimativas do efeito para o planejamento 2" .

-95% +95%

Fator Nivel 1 Nivel 2 Efeito t(8) Limite de  Limite de
confianga confianca

'(\:'na;)sa deamostta 41650 (A) 500 (a) 46250 3,176 12,666 79,834

Homogeneizagao da  yiorB) Faca(b) 14710 1,010 48203 18,874

amostra

(Tseimpo desecagem o)) B6(c) 16664 1144 -16920 50,247

Tempo de 120 (D) 140 (d) 12,977 0,891 -20,607 46,560

combustao (s)

Container Quarzo  Niquel g o9 0391 -390283 27,884

(E) (e)

(E;ﬁ;ra para leitura 0(F)  30(f) -14462 -0,993 -48,046 19,122

Espécie do peixe ON (G) SP (9) 8,350 0,573 -25,234 41,934

Interagdo média i i 490,293 67,331 473,501 507,085

Média quadrada do erro puro = 848,3935.

A Figura 4 mostra o grafico normal para o valor dos efeitos referente aos fatores

experimentais na investigacdo da robustez do método. Esse grafico € obtido dividindo

cada valor de efeito pelo seu erro puro, o que resulta no valor absoluto (t(8)). Como é

possivel observar, o gréafico resultante ajusta muito bem os pontos a uma linha reta, que
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cruza o valor normal igual a zero (ou probabilidade acumulada de 50%) sobre o ponto
zero do eixo horizontal. Faz sentido, portanto, considerar esses pontos provenientes de
uma populagdo normal de média zero. Ou seja, eles representam efeitos nao
significativos. O mesmo nao se pode dizer do efeito do fator A. Esse ponto, tdo afastado
da reta, dificilmente pertenceria a mesma populagdo que produziu os pontos centrais, ja
que o experimento foi realizado aleatoriamente (Barros Neto, Scarminio, & Bruns,
2007). Essa conclusao foi confirmada pelo calculo dos efeitos usando o programa
estatistico mencionado. A estimativa do efeito padronizado, t(8) na Tabela 3, para o
fator massa de amostra foi #(8)=3,176, o Unico valor mais alto que aquele para oito
graus de liberdade a um nivel de confianca de 95%, a saber, 2,306 (Barros Neto,
Scarminio, & Bruns, 2007).

Probability Plot; Var.:Var9; R-sqr=,64721; Adj:,33852
2**(7-4) design; MS Pure Error=848,3935
DV: Var9
3.0 T
25} 1
.99
20}
15} (HA | =%
P o
Q s
Tju 1.0} (3yC
g e 75
% 05 /’(43:[) 1’
5 0,0 RS 1495
z (5E .7
2 o5 e 1,35
3] (B)F e
§ 1,0 ° el
@ 0 E 287 15
1510 iy _
= -7 .05
20}
01
25 ]
-3,0
-1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 35 4.0
Standardized Effects (t-values)

Figura 4 — Grafico normal dos valores dos efeitos referentes aos fatores ensaiados na
robustez. S6 o efeito (1)A parece ser significativo.

Nesse contexto, a variagdo da massa de amostra foi o fator investigado mais
importante e existe uma restricdo experimental na sua variagcdo quando a mesma foi
diferente de 100 mg. Isso porque nesta situagdo ha variacdo da quantidade de matéria

organica a ser calcinada. Adicionalmente, para um nivel de confianca de 95%, o
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intervalo para o fator massa de amostra foi [12,666; 79,834], o Unico no qual o zero nao
estava contido, conforme Tabela 3. Assim, a hipétese nula foi rejeitada, ou seja, a
existéncia da significancia do fator A foi provada. Levando esses fatos em
consideracao, a massa de amostra foi fixada em 100 = 5 mg. Tal constatacdo mostra
claramente a restricdo do uso de materiais de referéncia solidos para a calibragao do
equipamento DMA-80, uma vez que nesta situagdo massas de amostra
significativamente diferentes de 100 mg devem ser empregadas, a qual ndo se mostrou

uma condigao confiavel, diante dos resultados apresentados.

2.4.1.5 Aplicacao analitica

Trés amostras reais e a amostra certificada IAEA-407 foram analisadas nas
condi¢cbes experimentais otimizadas. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4. O
teste de adicdo e recuperacgao foi aplicado para as amostras ON e LG e valores de
recuperacao entre 95,6% e 103,2% foram obtidos, sendo o coeficiente de variagcao
sempre menor que 8%. Igualmente, o valor determinado para a concentragcdo de
mercurio total no material de referéncia esta de acordo com o valor de referéncia, para

o intervalo de confianca de 95%, demonstrando a exatiddo do método desenvolvido.

Tabela 4 — Valores de concentragcdo de mercurio na base de massa fresca (média *
intervalo de confianca), em pg kg™, coeficiente de variagdo e de recuperagéo, obtidos
para amostras analisadas no DMA-80. n = 3.

Amostra  Certificado  Encontrado  CV (%) Recuperacao (%)

LG N.A. 111,54 £+12,07 4,4 N.A.
LG® N.A. 207,19 £ 9,96 1,9 95,6
ON N.A. <LOQ N.A. N.A.
ON? N.A. 103,16 + 0,63 0,2 103,2
SP N.A. 13,55 £ 2,63 7,8 N.A.
IAEA-407 222 +6 2257 1,3 101,4

2 Adicdo de 10,0 ng de Hg (100,0 pg kg™') no momento da medida sobre a aliquota da amostra

(aproximadamente 100 mg). N.A.: ndo aplicavel.
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Deste modo, pode-se concluir que as amostras desconhecidas do PNCRC estao
sendo analisadas com seguranca, no que concerne a determinacao da concentracao de
mercurio pelo emprego desse método robusto e simples, o qual tem uma ampla faixa de

calibracao.

2.4.2 Validacao do método

Todos os dados referentes ao procedimento de validacdo do método para a
determinacao de mercurio em peixe e camardao por TDA AAS foram verificados pelo
teste de Dixon, para valores discrepantes (outliers). Além do musculo de peixe, matriz-
alvo do estudo, o musculo de camarao também representa grande interesse para o
PNCRC, e por isso esta matriz também faz parte da validagéo, especificamente quando
se avaliam os possiveis efeitos de matriz e interferéncias. Assim, nesta parte do
trabalho, desenvolvida no Lanagro-SP, foram avaliadas a linearidade, efeitos de matriz/
interferéncias, limites de deteccdo e de quantificacdo, precisdo (repetitividade e
reprodutibilidade intra-laboratorial), robustez e exatidao (recuperagéo).

Esses critérios, avaliados no presente estudo de validagdo, sdo apresentados na
Tabela 5, assim como os ensaios que devem ser feitos para as suas avaliagées. De
fato, esse processo de validagao foi iniciado seguindo-se o trabalho de Torres et al.
(Torres, Martins-Teixeira, Silva, & Queiroz, 2012).
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Tabela 5 — Critérios adotados para a validacao do método para a determinacao de mercurio em peixe e camarao por TDA AAS

com base nos teores maximos de contaminante (TMCs) estabelecidos para esse contaminante nas matrizes de interesse.

Parametro Procedimento Numero de determinacoes
7 solugdes padrao para cada nivel de concentragéao,
Linearidade Analise de solucdes padrao os quais foram: 25, 50, 100, 150, 200, 250, 500, 750,

Andalise de matriz de amostra
com baixo teor do analito

Limites de quantificacao e
de deteccéo

Analises replicadas de
solucdes padrao e matriz(es)

Interferéncias, efeitos de .
de amostra com baixo teor do

matriz analito, fortificada(s) no nivel
dos TMCs
Mesmo teste para
Repetitividade interferéncias, mas somente

com matriz de amostra

Mesmo teste que para

Reprodutibilidade repetitividade, mas em dias

intralaboratorial diferentes, com diferentes
analistas
Anélise de matriz de amostra
i com baixo teor do analito
Exatidao

fortificada e/ou material de
referéncia (certificado)

1000, 1500 e 2000 pg L™ de mercurio

No minimo 21 amostras com baixo teor do analito

No minimo 7 solucbes padrao e 7 amostras com
baixo teor do analito, fortificadas nos niveis 0,2; 1,0 e
1,5* dos TMCs da(s) matriz(es)

No minimo 7 amostras com baixo teor do analito
fortificadas nos niveis 0,2; 1,0 e 1,5 dos TMCs da
matriz e analisadas em curto periodo de tempo

No minimo 7 amostras com baixo teor do analito
fortificadas nos niveis 0,2; 1,0 e 1,5 do TMC,
analisadas por diferentes analistas ao longo de um
periodo de alguns dias

No minimo 7 andlises do RM/CRM ou amostras com
baixo teor do analito fortificadas nos niveis 0,2; 1,0 e
1,5 do TMC

* Os niveis 0,2; 1,0 e 1,5 representam, respectivamente, o valor maximo permitido para o LOQ do método, o proprio valor do TMC, e uma
condicdo de amostra violada.
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2.4.2.1 Linearidade, faixa de trabalho e curva analitica de calibracao

Linearidade é a capacidade de resultados de ensaios serem, diretamente ou por
meio de aplicagdo de transformagbes matematicas bem definidas, proporcionais a
concentragdo do analito na amostra, dentro de uma dada faixa. Considerando que a
maioria dos métodos analiticos usa relacao linear, a avaliacdo da fungdo de calibragéao
para a linearidade é um parametro importante na validacdo de um método, assim como
uma tarefa diaria nas operagdes analiticas de rotina (de Souza & Junqueira, 2005). A
maioria dos equipamentos de medicdo existentes estabelece a sua faixa dinamica
linear. E necessario, entretanto, verificar até que ponto a faixa de concentragdo do
analito coincide com a faixa dindmica linear e assegurar que nenhum outro fenémeno
tenha impacto indesejavel na resposta. Deste modo, a linearidade pode ser obtida por
padronizagao externa e formulada como expressdo matematica usada para o célculo da
concentracao do analito a ser determinado na amostra real (DOQ-CGCRE-008, 2010).

Um procedimento detalhado para testar a linearidade das curvas de calibracéo
para a validagcdo do método e andlise de rotina pelo modelo dos minimos quadrados
ordinarios (MMQO), incluindo avaliacdo de valores discrepantes (outliers) e das
suposicdes para o modelo, foi feito no presente trabalho. O método dos minimos
quadrados ordinarios apresenta o inconveniente de ser muito sensivel a presenca de
outliers e/ou pontos de alta influéncia. Neste sentido, apds a obtengcdo dos dados da
linearidade, deve-se verificar a auséncia de valores discrepantes para cada nivel de
concentragdo, averiguar a variancia dos residuos e verificar se 0s residuos séo
independentes e tém distribuicdo normal. Descartados os valores discrepantes, em se
tratando de homogeneidade da varidncia dos residuos, bem como residuos
independentes e distribuicdo normal dos dados, pode-se definir a equagdo da
regressao linear e o coeficiente de correlagdo, R? a partir do método dos minimos
quadrados ordinarios (de Souza & Junqueira, 2005). As suposicoes consideradas foram
normalidade (p-valor = 0,05), homocedasticidade (Fcaiculado < Ftabelado) € independéncia
dos residuos (D = 1,5), bem como ajuste dos dados ao MMQO (R? = 0,995).

A calibracdo do equipamento foi feita para ambas as faixas, baixa (célula 1, de
2,5 a 20,0 ng) e alta (célula 2, de 25,0 a 150,0 ng), embora a massa final de mercurio

de 200 ng nao tenha sido excedida, visando minimizar o efeito de meméria do sistema,
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o qual é acentuado para massas relativamente altas de Hg. Neste trabalho, a
linearidade do equipamento DMA-80 foi avaliada com base em onze niveis de
concentracdes de mercurio, excluindo o zero, com no minimo sete replicatas para cada
nivel de concentragédo. Esses niveis foram estabelecidos de acordo com o teor maximo
de contaminante para mercurio em peixes de cultivo e de captura, de 500 e de 1000 ng
kg™, respectivamente, impostos pelos Regulamentos da Comissdo (CE) N.° 1881/2006
e N.° 629/2008, segundo orientagdo da Decisdo da Comissao (2002/657/CE, 2002).
Além disso, o INMETRO recomenda que o primeiro ponto da curva de calibracdo seja
correspondente ao limite de quantificagdo do método (DOQ-CGCRE-008, 2010).

As Tabelas 6 e 7 apresentam os valores dos parametros das curvas construidas
para as células 1 e 2, aleatéria e sequencialmente, avaliadas neste estudo. Os dados
obtidos foram testados para homoscedasticidade, independéncia dos residuos e
distribuicdo normal. A avaliacdo da regressdo linear para a calibragdo de forma
aleatoria da faixa de 2,5 a 20,0 ng de Hg apresentou residuos homoscedasticos e
normais, entretanto os residuos foram dependentes e o coeficiente de correlacdo
insatisfatorio, sendo menor que 0,995. O mesmo se aplica para a avaliacao aleatéria da
faixa de 25,0 a 200,0 ng de Hg, exceto pela heterocedasticidade dos residuos. Esses
resultados sugerem que a regressao quadratica é mais apropriada para a faixa baixa,
uma vez que todos 0s requisitos sao cumpridos para esta condigcdo. Uma justificativa
para a necessidade da inclusao do componente quadratico na regressao da faixa baixa,
0 que é bastante incomum para propostas de AAS, é que para esta técnica as curvas
analiticas sao lineares apenas para valores de absorvancia de cerca de 0,5-0,8 (Welz &
Sperling, 1999), e para a célula 1 esses valores sédo alcangados para cerca de 10 ng de
Hg, basicamente a metade da faixa. Por outro lado, como a curva analitica da célula 2
foi explorada até 200 ng, 0 componente quadratico ndo poderia ser justificado e o ajuste
para esse modelo demandaria mais informacgéo para o calculo da regressao. De acordo
com Welz e Sperling (1999), os desvios padrdo para todos os niveis da calibracdo em
AAS exibem valores muito similares, e a funcdo da calibragcdo pode ser geralmente
descrita por uma simples regressao linear.

De outra forma, para contornar o problema com a regressao na faixa alta, o nivel
de 200,0 ng de Hg foi excluido. Uma explicagdo razoavel para este inconveniente é que
as solucbes de referéncia empregadas para estabelecer o nivel de 200,0 ng de Hg
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foram preparadas através de uma Unica diluicdo, a partir da solucao estoque de 1000
mg L7, devido a restricdes de pipeta e frascos volumétricos certificados em
conformidade com a norma ABNT NBR ISO/IEC 17025, resultando em um fator de
diluicdo de 500, o qual é sabidamente inadequado para o propésito (Welz & Sperling,
1999). As discrepancias em ambas as faixas de calibragédo, entretanto, ndo poderiam
ter sido constatadas somente levando em consideracao o coeficiente de correlacdo da
curva, 0 que induziria a um julgamento incorreto. Em conclusdo, a verificacdo dos
parametros do modelo para a curva quadratica (faixa baixa) e para a curva linear (faixa
alta) sem o nivel de 200,0 ng de Hg foram satisfatérios, apresentando independéncia e
homoscedasticidade dos residuos, bem como distribuicdo normal dos residuos e
coeficiente de correlacao adequado. Assim, pode-se inferir que o modelo de minimos
quadrados ordinarios € adequado e representa corretamente a relagdo entre a massa
de mercurio e a absorvancia nos niveis avaliados.

Além disso, para avaliar uma condicao de linearidade mais semelhante aquela
empregada na rotina, calibracées sequenciais foram estabelecidas para as mesmas
faixas estudadas na forma aleatéria, conforme Tabela 7. Para alcancar esta condicao,
as faixas baixa e alta foram calibradas pelo uso de diferentes volumes de duas solu¢des
de referéncia de mercurio, de 100,0 pg L' e 500,0 pug L', respectivamente. A
verificacdo dos parametros do modelo para ambas as faixas, incluindo o nivel de 200,0
ng de Hg, foram satisfatorias, apresentando independéncia e homoscedasticidade dos
residuos, bem como distribuicdo normal dos dados. Assim como observado na
calibracao de forma aleatéria para a faixa baixa, o modelo linear ndo representa
corretamente a relagdo entre a massa de mercurio e a absorvancia nos niveis avaliados
de forma sequencial, portanto, também para a analise de rotina a regressao quadratica
deve ser adotada. Assim, também para a condi¢cao sequencial, é possivel afirmar que o
MMQO representa corretamente a relagdo entre a massa de mercurio e a absorvancia
nos niveis estudados. Um ponto a ser destacado € que o estudo da calibragédo
sequencial foi concretizado um longo tempo apds o estudo completo da linearidade, o
que justifica a diferenga na inclinacao das curvas de calibracao.
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Tabela 6 — Testes estatisticos para a verificagdo das suposi¢cdes dos modelos cobrindo as faixas de calibragao para
mercurio no DMA-80. Leituras aleatérias para os niveis de concentracdo. Condigdes: n = 7 para cada nivel de

concentracao.
Durbin-
Anderson- .
Teste Levene Watson _ Coeficiente L Niveis de
. . Darling _ Inclinagao .
estatistico (homoscedasticidade)  (residuos . de correlacao concentracao
o (normalidade)
aleatérios)
Critério /
Regressao- a 5
. Fencontrado Ftabela D p-valor R (0} -
faixa de
calibracao
Linear —
2,0310 2,6896 0,5483 0,1481 0,9914 0,0382 5
2,5-20,0 ng
Quadratica — )
2,0310 2,6896 1,6282 0,0987 0,9984 0,0530 5
2,5-20,0ng
Linear —
25,0 - 150,0 1,3923 2,7014 1,7138 0,1030 0,9964 0,0008 5
ng
Linear —
25,0 —200,0 4,4265 2,4851 1,0598 0,0000 0,9877 0,0008 6
ng

3 Critério: D = 1,5 — residuos independentes. ® Componente linear. Trés leituras para cada solucéo de referéncia.
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Tabela 7 — Testes estatisticos para a verificagdo das suposigdes dos modelos cobrindo as faixas de calibragao para
mercurio no DMA-80. Leituras sequenciais para os niveis de concentracdo. Trés leituras para cada nivel de

concentragao.
Durbin-
Anderson- .
Teste Levene Watson _ Coeficiente L Niveis de
. . Darling _ Inclinagao .
estatistico (homoscedasticidade)  (residuos . de correlacao concentracao
o (normalidade)
aleatérios)
Critério /
Regressao- a 5
. Fencontrado Ftabela D p-valor R (0} -
faixa de
calibracao
Linear —
3,2866 3,6331 1,7287 0,1561 0,9972 0,0496 5
1,0-5,0 ng
Linear —
1,3649 4,1203 0,8216 0,0418 0,9930 0,0373 5
2,5-20,0ng
Quadrética — b
1,3649 4,1203 3,0482 0,1189 0,9994 0,0530 5
2,5-20,0ng
Linear —
25,0 - 200,0 1,0281 3,2039 1,7157 0,2163 0,9978 0,0009 6
ng

2 Critério: D = 1,5 — residuos independentes. ° Componente linear.
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A Tabela 7 também apresenta dados para a verificacao da suposicao do modelo
para a curva de ultratracos de Hg, baseados em cinco niveis de solucbes padrdo de
mercurio, com trés leituras para cada solugcédo. Pode-se observar que o MMQO atingiu o
critério requerido do coeficiente de correlagdo maior que 0,995, bem como normalidade,
independéncia e homoscedasticidade dos residuos. De acordo com esses resultados,
foi estabelecido que: para massas de Hg até 20,0 ng, a regressdao quadratica é
empregada (célula 1); para massas de Hg a partir de 25,0 ng a regressao linear foi
escolhida (célula 2). Por causa da ampla faixa de calibragao do DMA-80, a sua
calibracao € bastante trabalhosa, exigindo um dia inteiro ou mais para a sua finalizacao.
Por outro lado, as curvas obtidas podem ser usadas por varios meses, contanto que o
procedimento de verificacdo diario gere um fator de correcéo entre 0,9 e 1,1 para a
curva analitica gravada no equipamento (U.S.EPA 2007).

Uma consideracgéo final sobre 0 DMA-80 e os testes estatisticos para estimar as
melhores regressbes é desencorajar 0S USUArios a usar regressao com componente
quadratico para curvas analiticas na faixa alta, e em qualquer uma das faixas a
regressdo polinomial de terceiro grau, designada como S-curve pelo fabricante, as
quais podem ndo ser condicdes seguras, além de forcar os dados a parecerem
melhores do que realmente sido. Adicionalmente, o emprego do teste Dixon para a
avaliagdo de valores discrepantes ndao mostrou o efeito esperado para os dados do
estudo de linearidade. Observando-se que em um grupo de valores de absorvancia do
mesmo nivel de concentragcdo, havia alguns valores que causavam um coeficiente de
variagdo (CV) maior que 10% e ainda assim ndo eram eliminados pelo referido teste.
Para contornar essa situacdo foi adotada a seguinte condicdo, com base nas
recomendagdes do fabricante: valores de absorvancia que causam um CV maior que

5,0% devem ser eliminados, sem empregar o teste de Dixon.

2.4.2.2 Limite de deteccao e limite de quantificacao

O limite de detecgao do método (LDM) é a concentragdo minima de uma medida,
declarada com 95% de confianga, em que a concentragéo do analito € maior que zero,

demonstrando a sensibilidade do método. E numericamente igual a trés vezes o desvio
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padrdao das medidas de uma amostra branca (n > 20). Ja o limite de quantificacao
(LOQ) é a menor concentracdo do analito a partir da qual se pode determinar sua
concentragcdo com um nivel de confianca de 95%. Se a exatidao e a precisdo séo
constantes nas faixas de concentragdao em torno do LDM, entédo o LOQ é igual a seis ou
dez vezes o desvio padrdo da andlise de amostra branca (n > 20), de acordo com 0s
requisitos estabelecidos pelo Regulamento N.° 333/2007 da Comissdo (CE). Essa
definicao leva em consideracédo a matriz da amostra e também os procedimentos para o
seu preparo, o que torna os limites de quantificagéo e de detecgdo do método bastante
realisticos quando comparado ao procedimento que emprega apenas solugoes
reagentes para o estabelecimento dos mesmos. Neste caso, os resultados sao afetados
pela variacdo diaria da sensibilidade do equipamento, flutuacdes do branco e
concentragao do elemento (Noél, Dufailly, Lemahieu, Vastel, & Guérin, 2005).

Para estabelecer o LDM foram feitas vinte e duas leituras da amostra ON, com
baixo teor de mercurio, tomada como amostra branca. A partir dos valores obtidos para
a concentracdo de mercurio nessa amostra e do desvio padrdao das analises em
replicata, o LDM calculado foi 0,78 pg kg~ (designado como 1,0 ug kg”'). O LOQ
calculado foi de 2,59 pg kg™ (designado como 3,0 ug kg'). Esses valores estdo de
acordo com os requisitos estabelecidos no Regulamento (CE) N.° 333/2007, o qual
demanda um valor de limite de deteccdo menor que um quinto do valor do TMC, que
para merclrio sdo 500 pg kg' e 1000 pg kg', para peixe de cultivo e captura,
respectivamente. Para confirmar o valor obtido do LOQ, uma solu¢cdo padrdo de
mercurio foi adicionada sobre uma aliquota da amostra ON de cerca de 100,0 mg para
uma concentracdo final de 5,0 ug kg”', de acordo com a disponibilidade de pipetas
certificadas do laboratorio. Esse procedimento foi realizado quinze vezes e o valor
médio de recuperagado encontrado foi 93,5%, com o coeficiente de variagcdo menor que
5%, o qual é compativel com o requisito das normas de validacdo das legislacdes
2002/657/CE e CE N.° 333/2007.

2.4.2.3 Repetitividade e reprodutibilidade intralaboratorial

Precisdo é o grau de concordancia entre resultados de ensaios independentes

obtidos em condicdes especificas, pré-estabelecidas. O valor da precisdo é geralmente
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expresso em termos de imprecisao e normalmente calcula-se sob a forma de um desvio
padrdao do resultado do ensaio. A repetitividade trata da precisdo de um método
considerando as condigdes de obtencao de resultados de ensaios independentes em
um curto periodo de tempo com o mesmo método, material de ensaio idéntico, no
mesmo laboratério, pelo mesmo operador e utilizando o mesmo equipamento. Ja a
reprodutibilidade trata das condicbes de obtencédo de resultados de ensaios com o
mesmo método, com material de ensaio idéntico, em laboratérios diferentes, com
operadores diferentes e utilizando equipamento diferente (2002/657/CE, 2002). A
reprodutibilidade deve ser considerada no caso de padronizagdo de um procedimento
analitico (Noél, Dufailly, Lemahieu, Vastel, & Guérin, 2005). Como esta é uma condi¢do
nem sempre factivel, a reprodutibilidade intralaboratorial, que sdo as condi¢des de
obtencéo de resultados de ensaios independentes com 0 mesmo método, com material
de ensaio idéntico, no mesmo laboratério, por diferentes operadores e utilizando o
mesmo equipamento, assume um papel bastante importante na avaliacdo da precisao
do método.

Para o estabelecimento da repetitividade do método foram analisadas sete
replicatas da amostra ON, em seis niveis de concentragéo, os quais foram 100,0; 200,0;
500,0; 750,0; 1000,0 e 1500,0 pg kg'1, 0 que corresponde a leitura no equipamento de
10,0; 20,0; 50,0; 75,0; 100,0 e 150,0 ng de Hg, uma vez que a massa de amostra
analisada é aproximadamente 100,0 mg. Os valores de concentracao foram baseados
nos valores de TMC de mercurio de 500 pg kg™ e 1000 pg kg, em peixe de cultivo e
de captura, respectivamente, multiplicados pelos fatores 0,2; 1,0 e 1,5. Esses fatores
representam, respectivamente, o valor maximo permitido para o LOQ do método, o
préprio valor do TMC, e uma condigdo de amostra violada. Esse estudo foi feito em um
unico dia e os dados obtidos também subsidiam as investigacées de recuperacédo, o0
que sera tratado adiante. A estratégia de combinar experimentos é encorajada na
Decisdo da Comissao 2002/657/EC, a fim de minimizar a carga de trabalho do processo
de validacdo tanto quanto possivel. Para que a reprodutibilidade intralaboratorial
pudesse ser estabelecida, a andlise realizada para o ensaio da repetitividade foi
repetida em dois dias diferentes, com analistas distintos.

Ap6s esta etapa, foi possivel comparar o desvio padrdo relativo (RSD) ou
coeficiente de variacdo (CV), obtido em condicdes de repetitividade, com aqueles
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obtidos pela equacao de Horwitz (valor teérico de CV, Equacao 1) (2002/657/CE, 2002),
assim como valores de Horrat, sob condicbes de repetitividade (Horrat,) e
reprodutibilidade intralaboratorial (Horratg). O valor de Horrat, € obtido pela razédo do CV
(em condicoes de repetitividade) pelo CVyomitz- DO mesmo modo, o valor de Horratg é
obtido pela razdo do CV em condi¢des de reprodutibilidade intralaboratorial pelo valor
do CViomitz (CE N.° 333/2007).

Equacao 1 - CViomir, = 217021090

Em que C é a fragdo massica expressa sob a forma de uma poténcia de dez.

Os dados da Tabela 8 apresentam os valores para o coeficiente de variacao
teérico e experimental dos niveis ensaiados em condicoes de repetitividade e
reprodutibilidade intralaboratorial, bem como os valores de Horrat. Os critérios de
aceitabilidade, de acordo com o Regulamento CE No. 333/2007 e a Decisdo da
Comissao 2002/657/CE, sao: CV menor ou igual a 15% para concentracées entre 100
ug kg™ e 1000 pg kg™'; CV menor ou igual a 10% para concentragdes maiores que 1000
ug kg'; o CV experimental (CV g ¢ ) deve ser menor ou igual a 0,66 x CViomwitz, ©
valores de Horratr ) menores que 2.

Tabela 8 — Valores de recuperacdao de mercurio e comparagao dos valores de CV
obtidos pela equacédo de Horwitz e pelos ensaios de repetitividade e reprodutibilidade
intralaboratorial para seis niveis de concentragdo de mercurio, estabelecidos de acordo
com os valores de TMC, e valores de Horrat. n=7.

CVhorwi . Reprodutibilidade
Ho (ug  CViomi orwitz Repetitividade . .
0,66 intralaboratorial
kg™) (%)
(%) Recup. (%) CV, (%) Horratr CVg (%) Horratg
100,0 22,63 14,94 92,2 3,4 0,15 5,4 0,24
200,0 20,39 13,46 98,5 3,1 0,15 4,0 0,20
500,0 17,76 11,72 89,0 1,7 0,10 3,0 0,17
750,0 16,71 11,03 94,7 2,0 0,12 2,4 0,14
1000,0 16,00 10,56 93,0 1,2 0,08 2,7 0,17
1500,0 15,05 9,93 93,7 1,7 0,11 2,3 0,15
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Levando-se em consideracao os dados obtidos para os ensaios de repetitividade
e reprodutibilidade intralaboratorial, todos os valores experimentais foram menores que
0s seus correspondentes aceitaveis tedricos, apesar da variacdo do dia, do analista e
da solugcao-mae de referéncia do analito. Para o ensaio de repetitividade, o coeficiente
de variagao foi sempre menor que 3,5%, com valores de Horrat, menores que 0,15.
Para o ensaio de reprodutibilidade intralaboratorial, os valores de CV foram menores
que 5,4%, com Horratg menor que 0,24. Assim, € possivel afirmar que o método
desenvolvido € preciso em condicbes de repetitividade e reprodutibilidade
intralaboratorial.

Neste contexto, salienta-se que a avaliacdo do parametro Horrat, apesar de
mandatdria pelo regulamento CE N.? 333/2007, consiste em um teste contraditério, uma
vez que seu critério de aceitabilidade € 2. Isso implica que os valores de CV obtidos sob
condi¢des de repetitividade e reprodutibilidade (intra ou interlaboratorial) poderiam ser
até duas vezes maiores que os respectivos valores de CV teoérico, ou seja, CVyomwitz, O
qgue certamente seria um valor inconvenientemente alto para CV, independente do nivel

de concentragéo.

2.4.2.4 Recuperacao e exatidao

Um dos critérios mais importantes que um processo de medida deve assegurar
para receber a denominagao de “amplamente aceito” ou “de referéncia” € que este seja
capaz de produzir resultados com exatidao e precisao suficientes para o uso pretendido
quando executado por um operador qualificado. A exatiddao é o grau de concordancia
entre um valor experimental obtido e o valor de referéncia aceito como verdadeiro. Esta
pode ser verificada pela analise de materiais de referéncia, quando disponiveis, que
contenham o0s analitos em concentracbes adequadas. Se ndo ha materiais de
referéncia disponiveis, a recuperacao do analito pode ser determinada com a finalidade
de estimar a exatidao, assim como a comparagdo com métodos oficiais (2002/657/CE,
2002).

Neste trabalho, a exatiddo do método foi avaliada a partir do teste de adicao e
recuperagado do analito, calculado com os dados gerados no ensaio de repetitividade.

Assim, foi possivel calcular os valores de recuperacdo média e CV em cada nivel, os
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quais também sdo apresentados na Tabela 8. De acordo com o critério de
aceitabilidade para o ensaio de adicdo e recuperagcao estabelecido pela Decisdo da
Comissao 2002/657/CE, pode-se concluir que a mesma foi satisfatéria em todos os
niveis de concentracdo, ficando dentro do intervalo esperado de 80 a 110% para
concentragdes do analito de 100,0 pug kg™ a 1500 pg kg, podendo-se também inferir
que o método € exato. Além disso, um aspecto importante da recuperagdo para a
determinacao de contaminantes inorganicos é que fatores de recuperagao para corrigir
os resultados finais dessas analises ndo sdao recomendados, a menos que o método

inclua alguma etapa de extragéo (Noél, Dufailly, Lemahieu, Vastel, & Guérin, 2005).

2.4.2.5 Interferéncias e efeitos de matriz

Um método deve ser livre de interferéncias espectrais ou de efeitos de matriz, ou
seja, 0 mesmo deve ter a capacidade de distinguir o analito das outras substancias
presentes na amostra (CE N.° 333/2007). Neste sentido, a resposta analitica de
solugbes padrao do elemento de interesse é comparada com a matriz da amostra na
qual se pretende validar o método, fortificada em niveis de concentracao especificos do
analito. Apesar de a matriz alvo da validagdo ser musculo de peixe, o musculo de
camarao também é de grande interesse para esse processo de validacdo. Assim, a
comparacdo do sinal analitico gerado a partir de uma solugdo padrao de certa
concentragdo do analito com o sinal analitico da matriz da amostra fortificada (musculo
de peixe), no mesmo nivel de concentragdo da solu¢do padréo, caracteriza o estudo de
interferéncias e efeitos de matriz. A comparacao deste com o sinal analitico do masculo
de camardo, ambos com baixo teor do analito e fortificados no mesmo nivel de
concentracao, caracteriza a extensao da aplicacao do método (ou extensao do escopo),
0 que visa a ampliagdo da validacdo para outra espécie. A combinacdo desses
experimentos garante uma grande economia de tempo e reagentes, uma vez que a
matriz alvo da validacdo sera analisada uma Unica vez para a concretizacdo da
investigacéo de varios parametros de grande importancia na validagdo de um método.

Para tanto, as amostras de peixe, ON, e de camarao, LV, foram analisadas em
sete replicatas para trés niveis de concentragao diferente de cada TMC, os quais foram

100,0, 200,0, 500,0, 750,0, 1000,0 e 1500,0 ug kg, o que corresponde a 10,0, 20,0,
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50,0, 75,0, 100,0 e 150,0 ng de Hg para uma massa de amostra de cerca de 100,0 mg.
Esses niveis de concentracdo sdo baseados no TMC para camardo (500 ug kg') e
peixe (500 pg kg e 1000 pg kg™, de cultivo e de captura, respectivamente) multiplicado
pelos fatores 0,2; 1,0 e 1,5. Para esse estudo foram necessérios trés dias de anélise. A
partir dos dados obtidos foram calculados a média, o desvio padrao relativo (RSD) e a
recuperacao, para todas as espécies. A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos para
esse estudo, em que o valor de concentracdo do analito medido nas amostras
consideradas brancas foi subtraido dos célculos da concentracdo nas amostras
adicionadas.

O critério de aceitabilidade para esse experimento € que a média de
concentracdo do analito obtida para as matrizes em cada nivel de concentracao
avaliado nao deve apresentar diferenca maior que 10% para a recuperacédo do analito.
Além disso, o CV deve ser menor ou igual a 15% para concentragdes entre 100 pg kg™
e 1000 pg kg™, ou CV menor ou igual a 10% para concentragées maiores que 1000 g
kg', além de uma faixa de recuperacdo de 80 a 110% para concentragdes do analito
maiores que 100 ug kg™'. Considerando-se que os dados obtidos para todos os niveis
avaliados nas amostras e nas solugcbes de referéncia apresentaram um valor de CV
menor que 3,5% e uma faixa de recuperacao entre 96,9% e 106,2%, € possivel assumir
que nao ha diferenca significativa na analise de peixe ou camarao para a determinacao
de mercurio por TDA AAS, empregando-se calibracdo contra padrdes aquosos, uma
vez que ndo houve diferenga entre o sinal do analito a partir da solugdo aquosa e/ou da
matriz pescado. Esse aspecto € valioso e fundamental para a analise de rotina e

controle oficial do mercurio no peixe e no camarao brasileiro.
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Tabela 9 — Resultados de concentracdo média de mercurio, em pg kg™, desvio padrao (SD), RSD e recuperacao, obtidos para

0 ensaio de avaliacdo de interferéncias e efeitos de matriz nas amostras de peixe e camarao e em solucéao padrao, nos niveis
0,2,1,0e1,5do TMC 1 (500 pug kg™') e TMC 2 (1000 pg kg '). n = 7.

Matriz Solucgéo padrao Peixe Camarao
Multiplos TMC 1 0,2 1,0 1,5 0,2 1,0 1,5 0,2 1,0 1,5
Média® 100,44 502,19 74191 (103,32 507,97 788,03 | 104,84 513,11 770,83
SD 1,02 7,11 10,16 | 2,215 10,71 12,31 2,13 10,99 11,48
RSD (%) 1,0 1,4 1,4 2,1 2,1 1,6 2,0 2,1 1,5
Recuperacdo (%) 100,4 100,4 98,9 102,9 101,2 106,2 | 1044 102,2 96,9
Multiplos TMC 2 0,2 1,0 1,5 0,2 1,0 1,5 0,2 1,0 1,5
Média® 203,58 1023,54 1470,27 | 206,17 1022,35 1494,26 | 208,23 1006,89 1490,92
SD 2,85 7,31 25,38 6,89 22,95 37,95 3,83 30,25 18,58
RSD (%) 1,4 0,7 1,7 3,3 2,2 2,5 1,8 3,0 1,2
Recuperagdo (%) 101,8 1024 98,0 101,3  103,9 101,6 | 102,3 102,3 101,4

# Concentracdo média obtida pela adicdo de solugéo de referéncia de mercurio na aliquota de amostra, no méaximo trinta minutos antes da

medida.
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2.5 Conclusao

A otimizacdo do método para a determinacdo de mercario em peixe pelo
emprego do DMA-80 foi bem sucedida, assim como a sua validagdo. A analise das
amostras de peixe e camardo empregando este equipamento € rapida e néo requer
procedimentos trabalhosos de preparo de amostra, o que torna o método atrativo para a
analise de rotina. Alguns cuidados devem ser tomados para a utilizacdo do
equipamento, como avaliacdo da linearidade da curva analitica antes da andlise, efeito
de memoria (principalmente para altas concentracbes de Hg), bem como
homogeneizagdo e massa da amostra. Esses aspectos nao haviam sido discutidos por
nenhum usuério do DMA-80, de acordo com pesquisa na literatura.

Para a curva analitica da faixa baixa, de 2,5 a 20,0 ng de Hg, a regresséo
quadrdtica foi mais adequada. Os graficos dos residuos para as curvas quadratica
(faixa baixa) e linear (faixa alta) mostraram que o0s residuos sdo aleatérios e
homoscedasticos, com distribuicdo normal para as faixas adotadas. O LOQ obtido foi
satisfatorio, ja que ficou muito abaixo do valor exigido pelos regulamentos CE 333/2007,
DOQ-CGCRE-008 e 2002/657/CE. Os ensaios de repetitividade e reprodutibilidade
confirmaram a precisdo do método proposto, 0 que também foi complementado pelos
valores adequados de recuperacao encontrados. Por fim, o ensaio da robustez
comprovou a adequabilidade do DMA-80 em analise de rotina visando a determinagao
de mercurio em amostras de peixe e camarao frescos.

Os critérios adotados neste estudo de validagcdo para a determinagdo de
mercurio em peixe e camarao por TDA AAS confirmaram a confiabilidade do método no
tocante as legislagbes nacionais e internacionais para alimentos, através das
investigacbes de linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, precisao
(repetitividade e reprodutibilidade intralaboratorial), robustez, exatiddo (recuperacao) e
efeitos de matriz/ interferéncias do método.

O método desenvolvido, validado e implantado na rotina do Laboratério Nacional
Agropecuario - Sao Paulo (Lanagro-SP) desde Junho de 2010, para controle da
concentracdo de mercurio em peixe e camardao provenientes de todo o Brasil, foi
acreditado em Agosto de 2011 pelo INMETRO na norma ABNT NBR ISO/IEC 17025.

49



Capitulo 3 — Avaliacao da exposicao de caranguejos, através da dieta,
a mercurio inorganico ou metilmercurio, com ou sem co-exposicao a

selénio

3.1 Consideracoes

Espécies predadoras, tanto vertebradas como invertebradas, estdo sujeitas a
processos de biomagnificagdo (principalmente do metilmercurio) ao longo da cadeia
alimentar e, potencialmente, apresentarao teores de mercurio mais elevados no corpo.
Uma vez que caranguejos sao frequentemente consumidos pelo homem e também
usados como isca para peixe, essa espécie pode, direta ou indiretamente, representar
uma importante rota para a contaminagcdo humana (Coelho, Reis, Ventura, Pereira,
Duarte, & Pardal, 2008). O caranguejo Carcinus maenas € um predador onivoro,
agressivo e voraz, que se alimenta de uma grande variedade de presas, e encontra-se,
assim, em um alto nivel tréfico da cadeia alimentar (Baeta, Cabral, Marques, & Pardal,
2006). Ele estd amplamente distribuido nos litorais e estuarios da Europa, sendo
também encontrado no sul da Africa, Austrélia e costa do Pacifico dos Estados Unidos
(Baeta A., Cabral, Neto, Marques, & Pardal, 2005).

Levando em consideracdo esses fatores, o crustaceo caranguejo, da espécie
Carcinus maenas, foi selecionado para a realizacdo dos experimentos de exposicao a
compostos de mercurio e/ou selénio e avaliacao da distribuicAo do mercurio nos seus
diferentes tecidos. Os caranguejos também sao relativamente grandes e, por isso,
fornecem uma quantidade razoavel de cada um de seus tecidos, o que € importante
para a etapa analitica das investigacbes. Adicionalmente, considerando que o
experimento foi realizado no Reino Unido, na Universidade de Aberdeen, Escécia, a
exposicao de animais a compostos toxicos € muito menos burocratica naqueles que
nao possuem espinha dorsal, que é o caso dos caranguejos. Desta forma, o trabalho foi
feito seguindo os procedimentos aprovados pelo Comité de Etica da School of
Biological Sciences, da Universidade de Aberdeen, Escécia.
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3.2 Objetivos

Considerando o carater toxico do mercurio e a possibilidade de ocorréncia de
efeito antagdnico quando ha co-exposicdo a selénio, este estudo visa explorar as
caracteristicas para a exposicdo de caranguejos, através da dieta, a mercurio
inorganico ou metilmercurio, com ou sem co-exposicao a selenato, com a finalidade de
avaliar o papel do selénio fornecido pela dieta em neutralizar a toxicidade do mercurio,
bem como o efeito da razdo molar Se:Hg nas dietas e tecidos dos caranguejos

expostos.

3.3 Parte experimental

3.3.1 Instrumentacao

A determinacao de mercurio foi feita por espectrometria de fluorescéncia atémica
com vapor frio (CV AFS) e conduzida no equipamento de fluorescéncia atdmica PSA
10.025 Millennium Merlin (P S Analytical, Londres, Inglaterra), equipado com um
sistema em fluxo continuo de geracado de vapor frio, usando o agente redutor cloreto
estanoso e um amostrador automatico ASX-510 (CETAC Technologies, Omaha, EUA).
O espectrometro foi empregado no modo de emissao e a altura de pico foi selecionada
para a avaliacdo do sinal analitico. Além disso, 0 equipamento possui duas bombas
peristalticas para as solugdes redutora e carreadora, as quais foram configuradas para
a vazao de 100%, um separador gas-liquido de 17 mL de capacidade, uma unidade
desumidificadora Permapure, um detector ultravioleta e um sistema de aquisicdo de
dados. Os tempos de espera, analise e coleta de dados foram de 28, 60 e 90 segundos,
respectivamente. Os tubos empregados sédo de politetrafluoretileno (PTFE) com 0,8 mm
de diametro. Uma solucao de cloreto estanoso dihidratado 2,0% m/v, dissolvida em HCI
10,0% v/v, foi usada como agente redutor e uma solucao a 5,0% v/v de acido nitrico de
alta pureza foi empregada como carreador. As vazdes para as solu¢des de redutor e
carreador foram 4-5 mL min™ e 8-10 mL min™, respectivamente. Argonio (Pureshield,
99,998%, BOC, Reino Unido) foi empregado como gas carreador do vapor de mercurio,
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sendo a pressao ajustada em 40 Psi. A determinacdo do mercurio total foi alcancada
pela analise em duplicata das amostras digeridas com agua régia. Cada amostra ou
solugéo padrdo foi medida no sistema CV AFS duas vezes. Aliquotas de amostra e de
solucdo padrao, bem como de reagentes, foram pesados em uma balanca analitica AB
204-S/FACT (Mettler Toledo, Greifensee, Suica). Uma chapa de aquecimento SCT1
(Stuart, Reino Unido) foi empregada para a digestdo das amostras e também para o
preparo do agente redutor. O banho ultra-sénico digital XUB25 (Grant Instruments,
Cambridge, Reino Unido) foi usado no procedimento de descontaminagdo dos
materiais.

A determinacdo de selénio nas amostras digeridas no forno de micro-ondas
Mars-5 (CEM Corporation, Buckingham, Reino Unido) foi feita com o emprego do ICP-
MS de alta resolucdo Element 2 (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Alemanha),
equipado com um amostrador automatico ASX-260 (CETAC Technologies). A poténcia
de radiofrequéncia adotada foi de 1350 W. Todas as medidas ("’Se, "®Se e "?Ge) foram
feitas no modo de alta resolugdo (m/Am ~ 9000) do espectrémetro com a finalidade de
separar o sinal analitico de sérias interferéncias espectrais, como por exemplo aquelas
causadas por “°Ar*’Cl e *°Ar®®Ar. O instrumento foi otimizado para a intensidade mais
alta possivel (107 cps para uma solugdo de In 1 ug L) e a massa calibrada todos os
dias. Cones de niquel e tocha de quartzo foram empregados. O nebulizador Meinhard
foi alimentado por uma bomba peristéltica a uma vazdo de solucdo de 1,0 mL min™.
Germanio, na concentragdo de 10 pg L™, foi usado como padréo interno para todas as
solucdes. Amostras, solucdes padrao e reagentes foram pesados na balanca analitica
AB 204-S/FACT (Mettler Toledo).

3.3.2 Reagentes

Todos os reagentes usados foram no minimo de grau analitico e as solucdes
foram preparadas com agua bidestilada obtida a partir do sistema Aquatron water still
A4000D (Stuart). Uma solucédo de cloreto estanoso 2,0% m/v em HCI 10,0% v/v foi
preparada a partir de SnCl,.2H,O (ACS reagent, = 98%, Sigma-Aldrich) e acido
cloridrico 37% m/m de grau analitico (Fisher Scientific, Reino Unido). Essa solugao foi

submetida a ebulicdo em chapa de aquecimento por no minimo um minuto antes da
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analise por CV AFS. O mesmo acido cloridrico também foi empregado em uma das
etapas do processo de descontaminagcao dos materiais empregados no processamento
e andlise das amostras para a determinacdo de Hg. Acido nitrico de grau analitico
(ACS, Fisher Scientific, Reino Unido) também foi usado no processo de
descontaminacdo dos materiais em uma etapa para Se e em duas etapas para 0s
materiais destinados as medidas de Hg. Para o preparo da agua régia, usada para a
digestdo das amostras para a determinacao de mercurio e também para o preparo das
solugcbes padrédo de mercurio para a curva analitica, o acido nitrico de alta pureza
(TraceMetal Grade, Fisher Chemical, Reino Unido) e o acido cloridrico concentrado
(AnalaR NORMAPUR ACS, VWS, Reino Unido) foram usados. A solucao carreadora de
acido nitrico 5,0% v/v empregada no sistema de geracdo de vapor frio também foi
preparada com HNOj3 de alta pureza. Solugbes padrdo de trabalho com concentragdes
de mercurio de 0,05, 0,20, 0,50, 1,0 e 1,5 pug L foram preparadas a partir de uma
solugdo padrao de merctrio de 10,0 pg L' em meio de acido nitrico 5,0% v/v. Essa
solucao intermediaria foi preparada a partir da diluicdo sequencial de solucao padrao de
merclrio para ICP de 1000,0 mg L' em meio de &cido nitrico 12% v/v (Fluka).
Entretanto, as solugdes padrdao de trabalho foram preparadas em meio de agua régia,
as quais foram submetidas a mesma condicdo de aquecimento que aquela empregada
para a digestao das amostras, antes da adi¢do do padrao.

Para as medidas por ICP-MS, o peréxido de hidrogénio (Fisher Scientific) e o
acido nitrico de alta pureza foram usados para digerir as amostras usando o forno de
micro-ondas. Solucdes de calibragao (branco; 0,1; 0,75; 5,0; 25,0; 60,0 e 100,0 ug L'1)
para selénio foram preparadas diariamente pela diluicAdo apropriada de uma solugao
padrdo multi-elementar 10 mg L™ (Merck), também com 4acido nitrico de alta pureza,
para ser equivalente a concentracdo acida das amostras. Uma solucao padréo de
germanio 10 pg L foi empregada como padrdo interno para todas as solugdes e
preparada a partir de uma solucdo estoque 10.200 mg L' (Aldrich Chemical,
Milwaukee, EUA).

Uma solugdo padrdo de mercurio de 100,0 mg L™, em meio de 4gua bidestilada
e usada nos experimentos de exposicdo dos caranguejos, também foi preparada a
partir da solugcdo de mercurio para ICP, de 1000,0 mg L™,
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Para as exposicoes a metilmercurio, foi utilizada uma solucédo padrao de 100,0
mg kg™, também em meio de agua bidestilada, preparada pela diluicdo de uma solugéo
estoque de cloreto de metilmerctrio 9543 mg kg™, para a qual cloreto de metilmercurio
s6lido (Cloreto de metilmercurio Il, Sigma, Reino Unido) foi dissolvido em metanol
(VWR, BDH Prolabo, Lutterworth, Reino Unido). Para as exposi¢des a selenato, uma
solucdo 40,0 mg L foi preparada a partir do reagente sélido Na,SeOy anidro (99,8%,
Alfa Aesar, Heysham, Reino Unido) em agua bidestilada. Os materiais de referéncia
certificados (CRM) proteina de peixe DORM-3 e figado de cacdo DOLT-4 (National
Research Council of Canada, Ottawa, Canadd) foram empregados em todos os
procedimentos de digestdo para o monitoramento das determinacbes de mercurio e
selénio, respectivamente.

Todos os materiais usados no processamento das amostras e também aqueles
destinados a determinagdo de mercurio nas amostras foram primeiramente lavados
com agua da torneira e deixados durante a noite em um banho de 5-10% v/v de
detergente liquido (5545805, Arco LTD, Reino Unido) preparado com agua de torneira.
Em seguida, foram enxaguados com &gua de torneira até a remocdo total do
detergente, seguido de enxague com agua bidestilada e, entdo, submetidos a um
extenso processo de descontaminacdo de quatro etapas, sendo cada uma delas um
banho de reagente preparado em agua bidestilada em que os materiais foram mantidos
sob ultra-som, durante uma hora. Essas etapas sdo: acido nitrico 10% v/v (Banho 1),
acido nitrico 10% v/v (Banho 2), &cido cloridrico 10% v/v (Banho 3) e finalmente agua
bidestilada pura (Banho 4). Entre essas etapas os materiais foram exaustivamente
enxaguados com agua bidestilada. Os pequenos tanques de plastico usados nos
experimentos de exposicado dos caranguejos foram descontaminados pela limpeza com
solucdo de 5-10% de detergente liquido e em seguida uma solugdo de 10% v/v de
acido nitrico.

Containers de plastico (polipropileno, PP) usados no preparo de amostra para a
determinacao de selénio foram lavados com agua de torneira e em seguida em uma
maquina lava-loucas a 75 °C (AA 15place megaload Nextra, Hoover, Reino Unido) com
sabdao em pd para lava-louca. Posteriormente, os containers foram exaustivamente
enxaguados com agua bidestilada e entao imersos em uma solucao de HNO3; 10% v/v
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durante a noite, e antes do uso, novamente enxaguadas exaustivamente com agua
bidestilada.

3.3.4 Configuracao para os experimentos de exposicao dos
caranguejos

Para os experimentos de exposicdo foram empregados caranguejos Carcinus
maenas, fornecidos pela University Marine Biological Station Millport (Isle of Cumbrae,
Escécia, Reino Unido), capturados na costa oeste da Escécia, os quais apresentavam
tamanhos variados e coloracdo acastanhada, e eram em sua maioria machos. A massa
corporal dos animais variou de 35 a 229 gramas. Todos o0s experimentos tiveram um
grupo controle, o qual foi alimentado com peixe ou lula sem adicdo dos compostos de
mercurio ou selénio, para cada um dos cinco grupos de exposicao, os quais foram: (I)
selenato, (ll) mercurio inorgénico, (lll) mercurio inorganico mais selenato, (IV)
metilmercurio e (V) metilmercario mais selenato. Cada exposicao foi feita como um
experimento independente com, no minimo, quatro caranguejos expostos e dois
caranguejos controle.

No laboratério de aquarios, os caranguejos foram primeiramente colocados em
tanques grandes com agua de mar artificial, suprimento de ar e sistema de recirculagao
de agua a uma temperatura de 154 °C. Para os experimentos de exposi¢cao, um
determinado numero de caranguejos era transferido para pequenos tanques plasticos
individuais estaticos com volume de cerca de 10,0 litros, contendo aproximadamente
5,0 L de 4gua de mar artificial, de salinidade 33. Os caranguejos controle sempre foram
colocados juntos em um dos tanques plasticos. Havia suprimento de ar para todos os
tanques plasticos. A configuracdo dos tanques individuais adotada no experimento
tornou possivel o controle do nivel de exposicdo a mercurio e/ou selénio de cada
caranguejo. A Figura 5 demonstra a configuracdo adotada para a realizacdo dos
experimentos de exposicdo dos caranguejos nos tanques plasticos.
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Figura 5 — Configuragdo dos tanques plasticos para a exposicdo dos caranguejos aos
compostos de mercurio e/ou selénio.

A concentragdo de mercurio testada nesse experimento foi planejada de acordo
com algumas considerac¢oes. A primeira delas foi o teor maximo de mercurio permitido
para crustaceos de 0,50 mg kg' de peso Umido, estabelecido pelo regulamento da
Comissao CE N.% 1881/2006. Entao, fazendo-se uma aproximag¢ao da massa corporal
dos menores caranguejos usados neste experimento, assumiu-se que nenhum deles
pesaria menos de 30,0 g. Assim, pela exposicao dos caranguejos a 15 pug de mercurio
inorganico ou metilmercario, o teor maximo permitido ndo seria excedido e o0s
caranguejos também ndo seriam submetidos a condigbes extremas (15 pg/0,030 kg =
500 pg kg™, ou 0,50 mg kg™).

Para a adicdo dos compostos de mercurio e/ou selénio nas porgdes de peixe ou
lula, foram usados 5,0 ug de mercurio inorganico ou metilmercurio e 2,0 ug de selenato
em cada por¢éo, a qual pesava de 1,0 a 2,0 gramas. O peixe e a lula apresentavam
baixa concentracdo de mercurio e selénio. Esse procedimento foi feito com o auxilio de
uma seringa para cromatografia gasosa de 100 uL, entretanto o volume de 50 uL néo
foi excedido para cada composto, caso contrario ocorria 0 vazamento da solugéo a
partir da porcdo, o que prejudicaria 0 experimento pela perda dos compostos. A
concentragdo das solucdes de merctrio e de selenato empregadas foram de 100 mg L™
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e 40 mg L, respectivamente. Os experimentos de exposicdo duraram 14,2+1,44 dias
(média + desvio médio). Nesse periodo os caranguejos foram alimentados trés vezes.
Sendo assim, ao final de cada exposi¢cdo cada caranguejo foi exposto a 15,0 ug da
espécie de mercurio e/ou 6,0 ug de selenato, 0 que resultou em uma razdo molar
mercurio:selénio de 1:1, quando ambos estavam presentes.

Para efetuar a dissecacdo, os caranguejos foram transferidos dos seus
respectivos tanques para um container com agua de mar artificial limpa, onde eles
foram individualmente submetidos a um processo de limpeza por um periodo de
aproximadamente uma hora. Em seguida, foram pesados e, em um container de
plastico, os caranguejos foram completamente cobertos com nitrogénio liquido. Uma
média de dez amostras pdde ser obtida para cada caranguejo, as quais correspondiam
a carapaca, hepatopancreas, estbmago, intestino, musculo da carapaca e das pernas,
guelras, testiculo/ovario e coracdo, além das fezes, a qual quando disponivel, foi
coletada a partir da agua do tanque plastico onde se deu a exposicdo. Todas as
amostras foram homogeneizadas, com excecado da carapaga e das fezes, e entdo
transferidas para embalagens plasticas do tipo “zip lock” e armazenadas a -20 °C até o
momento da analise. Considerando-se que 0s cinco grupos de exposi¢cao envolveram
34 caranguejos, ao final foram originadas cerca de 350 amostras. Todos os tecidos
foram analisados por CV AFS para a determinacao de mercurio total e por HR-ICP-MS

para a determinacéo de selénio total.

3.3.5 Procedimento de preparo de amostra

As amostras foram preparadas ap6s a homogeneizacdao de cada tecido com o
auxilio de uma faca de ceramica e tabuleiro de plastico, com excec¢ao da carapaca e
das fezes, as quais nao foram homogeneizadas. Uma massa de cerca de 100 mg de
cada tecido foi transferida para um frasco (PP para selénio e vidro para mercurio), 0s
quais foram previamente descontaminados e pesados. Para os CRMs, uma massa de
20,0 a 30,0 miligramas foi usada, pois considerando que o teor natural de agua no
peixe é de aproximadamente 80% (The Composition of Fish), essa massa implica em
aproximadamente 100,0 mg de peixe fresco, assim como a massa adotada para as
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amostras de caranguejo desse estudo. Todas as medidas se referem ao peso fresco, e
a digestdo das amostras e dos CRMs foi feita em duplicata. Com a finalidade do
controle analitico das medidas, em todos os procedimentos de digestao foram incluidos
os materiais de referéncia certificados DORM-3 e DOLT-4.

Para a determinagdo de mercurio, as amostras foram pesadas em frascos de
vidro, aos quais se adicionou um volume de 5,0 mL de &gua régia. Em seguida, as
amostras foram submetidas a aquecimento de cerca de 90 °C, em banho-maria, por um
periodo de duas horas em chapa de aquecimento. Para tanto, os frascos foram
suavemente fechados com as tampas, possibilitando a liberacdo de vapores dos
reagentes. Para a analise, agua bidestilada foi adicionada as amostras até um volume
final de cerca de 25 mL, sendo a massa final da amostra digerida e diluida medida na
balanga analitica. Deste modo, a concentragédo final de agua régia na amostra foi de
aproximadamente 20% v/v. As amostras digeridas apresentaram uma coloragcédo entre
amarelo e marrom, frequentemente contendo pequenas particulas brancas,
especialmente para o CRM DORM-3. Os valores de recuperagéo para mercurio a partir
da analise do CRM ficaram entre 76 e 112%, e o coeficiente de variacdo entre as
duplicatas nunca excedeu 5,0%.

Para a determinacao de selénio, a pesagem das amostras foi feita em frascos de
PP e as amostras foram digeridas em forno de micro-ondas nesses frascos. Acido
nitrico concentrado, de alta pureza, foi adicionado e deixado em contato com a amostra
durante a noite. Pouco antes da digestdo, foi adicionado perdxido de hidrogénio
concentrado, de forma a obter a proporcdo HNO3:H-O, igual a 1:2, v/v. A seguir, a
mistura foi submetida ao seguinte programa no forno de micro-ondas: 5 minutos a 50 °C
(rampa de temperatura de 1 minuto), 5 minutos a 75 °C (rampa de temperatura de 1
minuto), e 30 minutos a 95 °C (rampa de temperatura de 2 minutos), a 1600 W. Para a
andlise, agua bidestilada foi adicionada as amostras para um volume final de
aproximadamente 25 mL, sendo a massa final da amostra digerida e diluida medida na
balanca analitica. Deste modo, a concentracao final de acido nitrico nas amostras foi de
aproximadamente 4% v/v. Uma solucdo da amostra foi obtida a partir desse
procedimento. Os valores de recuperagao obtidos para selénio a partir da analise do
CRM DOLT-4 ficaram entre 70% e 110%, e o coeficiente de variacao entre duplicatas
foi em geral melhor que 12,0%.
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3.4 Resultados e discussao
3.4.1 Desenvolvimento do método

3.4.1.1 Otimizacao da quantificacao de mercurio nas amostras de
caranguejo por CV AFS

Para a determinacao de mercurio por CV AFS a amostra digerida ou a solucéo
padrdo, ambas em meio de agua régia, foi misturada com as solucbes carreadora e
redutora dentro da valvula de mistura. Esta foi transportada para o separador gas-
liquido e o vapor de mercurio gerado foi transportado através de uma membrana
desumidificadora até o detector com o auxilio de um fluxo de argbnio. Tendo em vista
que o instrumento foi operado no modo continuo, a solucédo carreadora, que também é
o branco dos reagentes, foi reciclada.

Para as amostras que excederam a faixa de calibracdo adotada, uma etapa de
diluicao de 1:30 com a solugao de acido nitrico de alta pureza 5,0% v/v foi empregada.
As solucoes de calibracdo foram preparadas em meio de agua régia, exatamente como
as amostras, sendo a agua régia usada nas solugdes padrdo submetida ao mesmo
processo de aquecimento da digestdo das amostras, com a finalidade de igualar a
condicdo do meio do reagente entre as amostras e as solu¢des padrao. As solucdes de
mercurio usadas para a construcdo da curva analitica foram de 0,05; 0,20; 0,50; 1,0 e
1,5 ug L™, além da solugéo do branco. O limite de quantificacdo para mercurio, definido
como dez vezes o0 desvio padrao de oito solugdes do branco dos reagentes submetidos
ao procedimento de digestéo, dividido pela inclinagdo da curva analitica, foi de 43,1 ng
L, ou 10,8 ug kg™, considerando-se o emprego de uma massa de amostrade 0,1 ge a
diluicéo final com agua bidestilada para 25 g.

Durante os primeiros testes usando agua régia para a digestdo das amostras,
investigou-se o emprego de 5,0 mL de agua régia fresca, diluida para 25 g com agua
bidestilada, para o preparo das solugdes padrdo para a construcdo da curva analitica, a
qual em principio foi pensada ter a mesma condicdo acida das amostras. Entretanto,
com esse procedimento, valores de recuperacao para o CRM da ordem de 200% foram
obtidos, demonstrando assim a diferenca da condi¢cdo acida da agua régia antes e
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depois da submissdo ao processo de aquecimento. O problema foi contornado
submetendo aliquotas de 5,0 mL de agua régia ao processo de aquecimento
empregado para a digestao das amostras, em frascos de vidro, simultaneamente com
as amostras. Em seguida, as solugdes padréao foram preparadas a partir da agua régia
“fervida” e a curva analitica obtida a partir dessas solug¢des foi bem sucedida, gerando
valores de recuperacao para o CRM de cerca de 100%. Deste modo, as condi¢des para
a determinagdo de mercurio total por CV AFS nas amostras de caranguejo foram
completamente otimizadas. Essa constatagéo ressalta a extrema importancia de se ter
a mesma condicao acida para as amostras e as solugdes padréo quando se trata de CV
AFS, a fim de se evitar interferéncias.

3.4.1.2 Otimizacao da quantificacao de selénio nas amostras de
caranguejo por HR-ICP-MS

Para a determinagéo de selénio por HR-ICP-MS, a amostra digerida ou solugéo
padrdao, ambas em meio de &cido nitrico, foi misturada com a solugéo do padrdo interno
dentro de uma valvula de mistura com o auxilio de uma bomba peristaltica. Essa
mistura foi transportada para o nebulizador, para a formacéo do fino aerossol pela acao
do fluxo de argbnio e introducdo na tocha do plasma. O sinal analitico para solu¢des
padrdo e amostras foi sempre normalizado com aquele obtido para o padrao interno,
ambos no modo de alta resolucao. Uma solugao de acido nitrico de alta pureza 1% v/v
foi aspirada para o plasma entre as amostras para fins de limpeza.

Considerando-se a vasta faixa de calibragdo adotada, nenhuma etapa de diluicao
foi necessaria. As solugdes de calibragéo foram preparadas em meio de acido nitrico, a
fim de igualar a condicao do meio do reagente entre as amostras e as solucdes padrao.
Entretanto, uma vez que ao final do processo de digestdo em forno de micro-ondas
grande parte dos reagentes é volatilizada, especialmente o peréxido de hidrogénio, a
quantidade de acido nitrico usada para o preparo das solugbes padrées foi metade
daquela empregada para a digestao das amostras, considerando que o volume final da
amostra digerida foi de aproximadamente 0,5 mL. As solucdes de selénio para a

construcdo da curva analitica foram de 0,1; 0,75; 5,0; 25,0; 60,0 e 100,0 ug L™, além do
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branco de reagentes. O limite de quantificacao para selénio foi de 300,0 ug kg'. Este
valor foi definido como dez vezes o desvio padrdo da razdo do sinal para selénio e
germanio, em alta resolucéo, obtido para o branco de reagente, dividido entdo pela
inclinagao da curva analitica e levando em consideragdo a massa de amostrade 0,1 g e
a diluic&o final com agua bidestilada para 25 g.

3.4.2 Avaliacao da distribuicao de mercurio e da razao Se:Hg nos
tecidos dos caranguejos

Todas as amostras obtidas a partir das sessdes de dissecacao dos caranguejos
foram analisadas em duplicata por CV AFS ou HR-ICP-MS. Para CV AFS, cada
digestdo com agua régia na chapa de aquecimento teve o material de referéncia
certificado DORM-3 digerido em duplicata, e para cada procedimento de digestao das
amostras com acido nitrico mais peroxido, no forno de micro-ondas, para as medidas
por HR-ICP-MS, foi feita a digestdo do CRM DOLT-4, também em duplicata. Nas figuras
a seguir, as barras representam a quantidade de Hg em cada um dos tecidos
investigados, levando em consideracdo a massa total de cada tecido, sendo “Controle
1”7 e “Controle 2” os caranguejos controle, “E” os caranguejos expostos aos compostos
de mercurio/selénio, “Musculo C”, a amostra de musculo proveniente da carapaca e
“Musculo P”, a amostra de musculo proveniente das pernas do caranguejo. Nos graficos
sao considerados somente 0s caranguejos que comeram ao menos duas das trés
porcées com a adicdo dos compostos de interesse. Mortalidade aconteceu uma vez na
exposicdo a metilmercurio na presenca de selenato, assim como na exposicao a
mercurio inorganico com co-exposicdo a selenato. Neste sentido, decidiu-se nao
considerar estes animais para nenhuma das investigagoes.

A Figura 6A apresenta o grafico de distribuicdo do mercurio nos diferentes
tecidos para a exposi¢ao dos caranguejos a mercurio inorganico. Pode-se observar que
os tecidos dos caranguejos do grupo controle apresentaram uma quantidade muito
baixa de mercurio, e para 0s caranguejos expostos, designados pela letra E
acompanhada por seus respectivos numeros, a quantidade total de mercurio nos

tecidos esta entre 10,0 e 12,0 ng.
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Figura 6 — Avaliacdo da distribuicdo de mercurio nos tecidos e fezes dos caranguejos

expostos a: A - mercurio inorganico; B - mercurio inorganico na presenca de selenato.

Dos 15,0 ug de mercurio aos quais os caranguejos foram expostos foi possivel
recuperar, a partir dos tecidos investigados, cerca de 10,0 ug, havendo desta forma
uma discrepancia. Para esta exposicao, aparentemente o mercurio foi principalmente
acumulado no hepatopancreas, no musculo das pernas e da carapaga € no coracao,
mas é necessario ressaltar que durante a exposicdo, o mercurio também esta sendo
excretado, o que pode explicar a diferenga observada. Entretanto, apesar de os
resultados do teste t-Student para a exposi¢cdo a mercurio inorganico, apresentados na
Tabela 10, terem mostrado diferencgas significativas entre a quantidade de Hg do grupo
controle e dos caranguejos expostos (p-valor < 0,05 para a comparagao dos tecidos dos
caranguejos expostos com aqueles dos caranguejos controle) para hepatopancreas,
musculo da carapacga, guelra e coracdo, isso ndo foi provado para o musculo das
pernas, apesar da diferenga visual muito proeminente para este tecido entre os
caranguejos controle e os expostos, especialmente os caranguejos E4 e EG6.

Assim como observado no presente trabalho, a acumulacdo de mercurio na
guelra e também no intestino de caranguejos Callinectes sapidus ja foi relatada na
literatura por Laporte et al. (Laporte, Andres, & Mason, 2002), os quais afirmaram que a
absorcao de mercurio inorganico e metilmercurio através da guelra e do intestino dos
caranguejos é rapida e da mesma magnitude, e que isso é devido a natureza nao
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especifica da absorgdo, com o potencial para a acumulacdo de mercurio por uma
variedade de vias.

No caso da co-exposi¢ao a selénio, apresentada na Figura 6B, pode-se observar
gue a acumulacao de mercurio parece ocorrer principalmente no hepatopancreas e no
coragdo, sendo muito menos acentuada nos musculos, principalmente quando
comparada com o padrao de distribuicdo da exposicdo a mercurio inorganico, Figura
6A. Por outro lado, a aplicagdo do teste t#Student para esses resultados, como
apresentado na Tabela 10, comprovou somente a acumulagdo de mercurio no coragao,
apesar de a quantidade média de Hg no hepatopancreas ser mais que dezessete vezes
maior nos caranguejos expostos em comparagdo aquela dos caranguejos controle.
Para a acumulacdo de Hg no hepatopancreas ser estatisticamente significativa nesta
exposicao, seria necessario adotar um valor de limite de confianga mais conservador
para o teste +-Student, como de 90% (a=0,1).

Adicionalmente, a aplicagdo do teste t-Student para a quantidade total de Hg
medida em todos os tecidos investigados confirmou que a recuperacao de mercurio foi
estatisticamente similar para ambas as exposicdées a mercurio inorganico na presenca
ou nao de selenato (p-valor = 0,7877), sendo a variancia homogénea (F = 0,3534).

Destaca-se que em ambos 0s experimentos de exposicao, a mercurio inorganico
e mercurio inorganico mais selenato, os caranguejos expostos numero 3, E3, comeram
somente duas das trés por¢gdes com a adicdo dos compostos, o que justifica a menor
quantidade de mercurio encontrada para os tecidos desses caranguejos, em
comparacdo com aqueles que comeram as trés porcdes. Considerando-se este fato,
esses caranguejos nao foram incluidos na avaliacao do teste t-Student. A recuperacao
do mercurio para o experimento de co-exposicao a selénio foi similar aquela para a
exposicao a mercurio inorganico, como confirmado pela aplicagdo do teste tStudent,

entretanto, a distribuicdo de mercurio nos tecidos apresentou um padrao diferente.
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Tabela 10 — Resultados dos testes t e F obtidos a partir da quantidade de mercurio total nos tecidos (microgramas) para

avaliar os experimentos de exposicao. Valores significativos destacados em negrito.

Exposicao Hg(ll) Hg(ll) + Se(VI) MeHg MeHg + Se(VI) Se(VI)
Tecido p-valor F p-valor F p-valor F p-valor F p-valor F
Carapaca 0,1461 0,1125 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Estomago 0,1135* | 0,0085 | 0,1053 | 0,6511 | 0,0662 | 0,2953 | <LOQ <LOQ N.D. N.D.
Hepatopancreas 0,0098 | 0,0890 | 0,0717 | 0,0583 | 0,0026 | 0,2467 | <LOQ <LOQ | 0,1979 | 0,3442
Musculo (Carapa¢a) | 0,0143 | 0,9515 | 0,1492 | 0,2046 | 0,0319 | 0,8857 | 0,0053 | 0,5144 | 0,1354* | 0,0430
Musculo (Pernas) 0,1684 | 0,5279 | 0,1266 | 0,0511 | 0,0018 | 0,1244 | 0,0872 | 0,7108 | 0,0238 | 0,2309
Intestino 0,0763 | 0,1229 | 0,2400* | 0,0281 | 0,0951 | 0,1196 | 0,0666 | 0,6724 N.D. N.D.
Guelra 0,0141 | 0,4609 | 0,4162* | 0,0188 | 0,0191 | 0,2720 | 0,0164 | 0,5579 | 0,5680 | 0,8500
Coracao 0,0002 | 0,6666 | 0,0005 | 0,7686 | 0,0457 | 0,9477 | 0,2313 | 0,2199 N.D. N.D.
Testiculo <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ | 0,0047 | 0,5903 | <LOQ <LOQ N.D. N.D.

* Teste t-Student para variancias diferentes (heterocedastico), aplicado quando F calculado foi menor que 0,05.

N.D.: Tecido nao disponivel.

< LOQ: Concentracao de mercurio medida nos respectivos tecidos dos caranguejos controle abaixo do LOQ.
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Para cada uma das exposicdes a mercurio inorganico, com e sem selenato,
houve um caranguejo que nao ingeriu nenhuma das porcbes com adicdo dos
compostos. Nesses casos, a condicdo pode ser comparada com a de um ambiente
poluido, e entdo, a acumulagdo nas guelras pode ser esperada. De fato, a
concentragdo de mercurio encontrada na guelra desses caranguejos foi cerca de trés
vezes maior que aquela dos caranguejos que comeram todas as por¢des com a adi¢ao
dos compostos, e da mesma ordem que a concentracdo medida nos seus musculos.
Geralmente, a concentragao de mercurio na guelra é cerca de duas a trés vezes menor
que aquela nos musculos. Essa descoberta coincide com aquela de Coelho et al.
(Coelho, Reis, Ventura, Pereira, Duarte, & Pardal, 2008), os quais observaram que para
uma area de estuario em Portugal, com altas concentracdes de mercurio, 0s
caranguejos C. maenas acumularam o mercurio principalmente nas guelras, o que foi
real¢cado pela idade dos animais.

Quando se considera a exposicao ao metilmercurio, apresentada na Figura 7A,
observa-se que a maioria do mercurio parece ser acumulada nos musculos, o que
também pode ser observado na co-exposicao a selénio, Figura 7B. Entretanto, no caso

de co-exposicéo a selénio, a excrecdo do mercurio € mais proeminente.

14 [ ]Fezes A- MeHg B- MeHg +
| [ Testiculo | Se(VI)
[ Coracao
121 3 Guelra 1 —_—
I Intestino
10 4[] Musculo(P)
I Viusculo(C)
8 - [l Hepatopanc
I Estomago ||
Il Carapaca

#g de Hg / Amostra

Controle 1 Controle 2 E1 E3 E4 E5 E6 Controle 1 Controle 2 E3 E4 E5

Figura 7 — Avaliacdo da distribuicdo de mercurio nos tecidos e fezes dos caranguejos

expostos a: A - metilmercurio; B - metilmercurio na presencga de selenato.

Porém, quando se considera o teste t-Student para essas exposicdes, Tabela 10,

a acumulacdo de mercurio foi significativa para a exposicdo a metilmercurio nao
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somente nos musculos, mas também no hepatopancreas, coracdo, guelra e
testiculo/ovério. Para a co-exposicao a selénio, a acumulagdo de mercurio foi somente
estatisticamente confirmada no musculo da carapaca e na guelra. Assim como no caso
anterior, para que a acumulagdo de Hg no musculo da perna fosse estatisticamente
significativa nesta exposicdo, seria necessario adotar um limite de confiangca de 90%
(a=0,1). Além disso, a recuperacdao do mercurio para a exposi¢cdo a metilmercurio, de
cerca de 8 ug, parece ser menor que aquela para metilmercurio com Co-exposi¢ao a
selénio, quando se comparam as figuras 7A e 7B, o que foi entdo provado pela
aplicacao do teste t-Student (p-valor = 0,0428, F = 0,2354). Esse comportamento
sugere que o metilmercurio € menos absorvido pelos tecidos dos caranguejos do que o
mercurio inorganico, bem como ambas as espécies de mercurio na presenca de
selenato.

No trabalho de Coelho et al. (Coelho, Reis, Ventura, Pereira, Duarte, & Pardal,
2008), também foi observado, através de analise de especiacdo, que o maior acumulo
de metilmercurio se da no musculo (cerca de 90% do mercurio total), sendo que os
autores investigaram os tecidos musculo, hepatopancreas, guelra e carapaca. Isso esta
em concordancia com o que foi verificado no presente experimento, apesar de ndo se
ter realizado analise de especiacao para mercurio.

Em geral, a absorcao das espécies de mercurio pelas células se da por difusdo
passiva através das membranas. Uma alta facilidade de bioacumulacdo €
frequentemente atribuida ao carater lipofilico desse composto organico. Na verdade, a
predominancia da taxa de metilmercario no musculo de peixe e ndao nos tecidos
adiposos claramente mostra que a bioacumulacdo ndao é governada somente pela
lipossolubilidade desta forma quimica. De fato, espécies quimicas neutras de mercurio
inorganico tém coeficientes de particao octanol/agua (K,y) semelhante ou mesmo mais
elevado que aquele do metilmercurio: HgCl,, 3,3; HgOHCI 1,2; Hg(OH),, 0,05; CH3sHgCl,
1,7; CH3sHgOH, 0,07 (Boudou & Ribeyre, 1997). Esses relatos concordam com o que foi
observado no presente experimento, ou seja, a acumulacdo marcadamente preferencial
do mercurio nos musculos quando se trata da exposi¢do a metilmercario.

Vale destacar que o hepatopancreas pode ter a fungdo de absorver o excesso de
metais pesados, ou outros contaminantes, a partir do sistema circulatério e, deste

modo, prevenir os outros érgdos de serem afetados, limitando assim a distribuicdo de
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mercurio (analito da presente avaliacao) para outros érgaos internos e, provavelmente,
seus efeitos tdxicos ao organismo (Costa, Viegas, Pereira, Duarte, Palmeira, & Pardal,
2011). Essa constatacao sugere que o mercurio inorganico representa uma condi¢ao
toxica para os caranguejos mais acentuada que o proprio metilmercurio, a julgar pelas
maiores concentragcdes de mercurio encontradas no hepatopancreas em se tratando da
exposicao a mercurio inorganico. Em conformidade, a recuperacao de mercurio para a
exposi¢ao a metilmercurio, a partir dos tecidos investigados, foi a mais baixa de todas
as exposicoes com espécies de mercurio, de cerca de 8 ug, o que foi confirmado pelo
teste t-Student para a comparacdo com a co-exposicdo a selenato, como discutido
anteriormente, e também para a comparagcdo com a exposi¢cdo a mercurio inorganico
(p-valor = 0,0046, F = 0,7281), e para mercurio inorganico mais selenato (p-valor =
0,0202, F = 0,3838).

Para a exposicdo a metilmercurio, os caranguejos expostos 1 e 4, E1 e E4,
comeram somente duas das trés porcées com a adicao dos compostos, 0 que também
foi o caso do caranguejo E4 da exposicao a metilmercurio na presenca de selenato. De
modo contrario, para todos esses caranguejos que ndo comeram todas as por¢gées com
os analitos, o somatério da quantidade de Hg a partir dos seus tecidos parece maior
que aquele para os caranguejos que comeram todas as porgdes com 0s compostos.
Por outro lado, os caranguejos empregados nos experimentos sao de captura, portanto
uma variabilidade relativamente grande pode ser esperada, o que pode ter contribuido
para a diferenca observada.

Adicionalmente, um grupo de caranguejos também foi exposto a selenato, cujos
resultados estdo apresentados na Figura 8. Surpreendentemente, também para a
exposi¢cao a selenato, a quantidade de mercurio foi mais pronunciada nos tecidos dos
caranguejos expostos em comparagdo com aquela dos caranguejos controle, sendo o
musculo o tecido mais atingido. Quando se considera o teste t-Student para essa
exposicao, apresentado na Tabela 10, do mesmo modo, a acumulacao de mercurio foi
estatisticamente significativa no musculo das pernas. Esses resultados sugerem que na
presenca de selénio a absorcdo do mercurio do ambiente ou mesmo de outros tecidos
dos caranguejos expostos foram realocados para o musculo. Porém, apesar da clara
distincao visual entre a quantidade de Hg no musculo da carapaca do grupo controle e
dos caranguejos expostos, essa diferenca ndo foi estatisticamente comprovada.
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Entretanto, a quantidade de Hg no musculo da carapaca, fazendo-se a relagao entre a
quantidade média nos caranguejos expostos e no controle, foi quase duas vezes maior

que aquela para o musculo das pernas, a saber, 4,7 versus 2,6.
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Figura 8 — Avaliacdo da distribuicdo de mercurio nos tecidos e fezes dos caranguejos

expostos a selenato.

Os caranguejos desse grupo de exposicao foram os de menor massa corporal, o
que tornou dificil a coleta (em si ou significativa) de alguns dos menores tecidos, como
testiculo/ovério, coracao, intestino e estdbmago, o que justifica a auséncia desses dados
para as avaliacoes. Adicionalmente, a coleta das fezes foi bastante critica, sendo que
frequentemente ao final do periodo de exposicao o que restava da mesma era somente
um pd bastante pulverizado na agua de mar do tanque plastico. Assim, nao foi possivel
levar essa amostra em consideracdo para a avaliacdo estatistica dos experimentos de
exposicao, principalmente pela auséncia de dados para os grupos controle.

Também foi feita a avaliacdo estatistica do teor de selénio nos tecidos dos
caranguejos de todas as exposicoes. De forma geral, para todas as exposicdes a
quantidade de selénio variou bruscamente nos diversos tecidos investigados. O
somatério do teor de selénio em cada caranguejo, estimado a partir da concentracéo
medida para todos os seus tecidos disponiveis, bem como a massa total de cada
tecido, variou de 9 ug a 80 pg. Certamente, para os caranguejos com 0s teores mais

elevados de selénio, a exposicdo a 6 pg de selenato, quantidade empregada na
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exposicao dos caranguejos no presente trabalho, ndo foi significativa (do ponto de vista
de bioacumulagédo) e, por conseguinte, a aplicacdo do teste t-Student para esses
resultados ndo comprovou a acumulacao de selénio em nenhum dos experimentos com
exposicao a selenato, ou a diminuigao de selénio em qualquer uma das exposi¢des. A
Unica excecao foi a diminuicao do teor de selénio no coracao dos caranguejos expostos
simultaneamente a mercurio inorganico e selenato, a qual foi estatisticamente
significativa. Além disso, o teste t-Student comprovou o aumento do teor de selénio na
guelra dos caranguejos expostos a mercurio inorganico. Em conformidade, a
acumulacao de mercurio foi significativa em ambos 0s casos, guelra para a exposi¢ao a
mercurio inorganico e coragao para a exposi¢ao a mercurio inorganico mais selenato.

Por fim, analisando-se o numero de diferencas significativas entre os tecidos dos
caranguejos controle e os expostos de todos os experimentos de exposicdo com
relacdo a acumulagdo de mercurio, conforme Tabela 10, verifica-se que o selénio de
fato teve um papel muito importante na protecao dos tecidos contra a acumulacédo das
espécies de mercurio. Enquanto que para as exposi¢cdes a mercurio inorganico e
metilmercurio, quatro e seis tecidos acumularam Hg, respectivamente, na presenca de
selenato a acumulacdo diminuiu para um e dois tecidos, respectivamente, a saber,
coracéao (para Hg(ll) + Se(VIl)), e musculo da carapaca e guelra (para MeHg + Se(Vl)),
0s quais também foram atingidos quando selénio ndo estava presente. Além disso, a
recuperacdo de mercurio a partir de todos os tecidos investigados foi estatisticamente
igual para todas as exposicdes, exceto para a exposicao a metilmercurio.

Neste sentido, a avaliagdo estatistica da razdo entre a quantidade de selénio e
mercurio nos tecidos também foi feita, conforme apresentado na Tabela 11. Para todos
0s dados estatisticos significativos a um nivel de confianca de 95%, destacados em
negrito, ocorreu a diminuicdo da razdo Se:Hg. Além disso, de acordo com o que foi
observado a partir da avaliagdo estatistica da quantidade de Hg nos tecidos dos
caranguejos co-expostos a selénio, a razao Se:Hg foi preservada para todos os tecidos
investigados, enfatizando o importante papel do selénio, neste caso na forma de
selenato, para a protecdo dos tecidos. Por outro lado, quando selenato ndo estava
presente, os tecidos dos caranguejos expostos as espécies de mercurio tiveram a razao
Se:Hg significativamente alterada, apresentando a diminuicdo da razdo Se:Hg para
todos os valores estatisticamente significativos da Tabela 11. Levando-se esses fatos
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em consideracao, é possivel afirmar que o selénio muda o mecanismo de acdo das
espécies de mercurio investigadas e reduz o dano nos tecidos causados por essas
espécies. Esses fatores definem uma modificacdo na toxicodindmica dessas espécies
nos caranguejos. Além disso, a co-exposicdo a selénio confirmou uma alteracdo no
transporte das espécies de mercurio através do sangue para os varios 0rgaos, assim
como diminuiu a absorcdo e a acumulacdo dessas espécies, o que também foi
observado para a avaliacdo da razdo Se:Hg, mostrando assim uma mudanca na
toxicocinética das espécies de mercurio nos tecidos dos caranguejos. De acordo com
Khan e Wang (2009), embora a presenca de selénio possa diminuir a biodisponibilidade
das espécies de mercurio por causa da forte ligacdo Hg-Se, a formacdo de tais
compostos pode, por outro lado, induzir a deficiéncia de selénio, especialmente quando
se considera o grande numero de tecidos afetados na avaliacao da razdo Se:Hg para

as exposicdes as espécies de mercurio sem selenato.
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Tabela 11 — Resultados dos testes t e F obtidos a partir da razdo Se/Hg nos tecidos (micromol) para avaliar os diferentes

experimentos de exposicao. Valores significativos destacados em negrito.

Exposicao Hg(ll) Hg(ll) + Se(VI) MeHg MeHg + Se(VI) Se(VI)
Tecido p-valor F p-valor F p-valor F p-valor F p-valor F
Carapaca 0,2912* | 0,0130 D.I. D.l. D.l. D.I. D.I. D.l. D.l. D.l.
Estomago 0,2279* | 0,0031 | 0,4723 | 0,2012 | 0,0004 | 0,5564 D.I. D.l. D.l. D.l.
Hepatopancreas 0,1071* | 0,0471 | 0,2962* | 0,0213 | 0,0354 | 0,3493 D.I. D.l. 0,9322* | 0,0001
Musculo (Carapaca) | 0,0128 | 0,1175 | 0,7880 | 0,1568 | 0,2405* | 0,0269 | 0,0758 | 0,4449 | 0,0049 | 0,8626
Musculo (Pernas) 0,0033 | 0,9870 | 0,5129 | 0,8180 | 0,0672 | 0,6421 | 0,0585 | 0,5547 | 0,4144* | 0,0268
Intestino 0,0077 | 0,4076 | 0,4502* | 0,0145 | 0,0042 | 0,4002 | 0,2257 | 0,1674 D.l. D.l.
Guelra 0,3250* | 0,0091 | 0,2283 | 0,2904 | 0,0053 | 0,1170 | 0,1492 | 0,0783 | 0,3339 | 0,9017
Coracéao 0,0004 | 0,1293 | 0,1970* | 0,0211 | 0,1323* | 0,0259 | 0,1975* | 0,0073 D.l. D.I.
Testiculo D.l. D.l. D.I D.l. 0,0038* | 0,0105 D.I. D.l. D.l. D.I.

* Teste t-Student para variancias diferentes (heterocedastico), aplicado quando F calculado é menor que 0,05.

D.l.: Dados insuficientes para o calculo da razao.

71



3.5 Conclusao

Um estudo de contaminacdo em nivel do organismo e em nivel dos érgaos
principais proporciona uma melhor compreensdo dos mecanismos de acumulag¢ao
global envolvidos durante a exposi¢cao. Considerando-se 0s experimentos de exposicao
feitos com mercurio inorganico ou metilmercurio na presengca ou nao de selénio, na
forma de selenato, a recuperacdo de mercurio a partir dos tecidos investigados foi
bastante similar, exceto para a exposigdo a metilmercurio, a qual foi estatisticamente
menor que para as outras exposi¢des as espécies de mercurio, 0 que sugere que esta
espécie € menos absorvida pelos tecidos dos caranguejos. O perfil dos caranguejos
controle foi bastante semelhante, com baixa quantidade de Hg em todos os tecidos
investigados. Para os caranguejos expostos a mercurio inorganico, a acumulacao do
mesmo foi estatisticamente confirmada (p-valor < 0,05 para a comparagao dos tecidos
dos caranguejos expostos com aqueles dos caranguejos controle) no hepatopancreas,
musculo da carapaca, guelra e coracao, ao passo que para o caso da Co-exposicao a
selenato, a acumulacdo de mercurio foi significativa somente no coragao.
Diferentemente, quando se considera a exposicdo a metilmercurio, a acumulacao de
mercurio foi estatisticamente significativa no muasculo da carapaca e das pernas,
hepatopancreas, guelra, coracao e testiculo/ovario. Entretanto, para a co-exposicao a
selénio, a acumulacado de mercurio foi somente significativa no musculo da carapaca e
guelra.

A acumulacdo de mercurio e a razdo Se:Hg no hepatopancreas, coracao e
musculos foram altamente significativas para as exposicoes aos compostos de mercurio
sem co-exposicdo a selenato, suportando o conceito de que ambos os elementos
devem ser medidos quando se avaliam as potenciais consequéncias para a saude a
partir da exposicdo a compostos de mercurio. Em todos os experimentos de exposicao,
a concentragdo de mercurio medida na carapaca dos caranguejos expostos foi muito
baixa, sugerindo que este tecido ndo estd associado a processos de desintoxicagao de
mercurio, a qual € trocada regularmente. Além disso, a acumulacdo de mercurio nos
musculos dos caranguejos expostos a metilmercurio, com ou sem selenato, foi muito
mais acentuada que aquela nos tecidos com maior teor de lipideos, a saber,

hepatopancreas e coracdo, o que da evidente respaldo que a bioacumulacdo do
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metilmercirio ndo pode ser explicada unicamente pela lipossolubilidade do
metilmercurio. Ademais, a co-exposi¢do a selénio através da dieta desempenhou um
papel muito importante contra a toxicidade das espécies de mercurio investigadas no
presente trabalho, mostrando alterar a toxicocinética e toxicodinamica nos tecidos dos
caranguejos, e consequentemente, os padrdes de absorcdo e acumulagdo dessas
espécies. Essa descoberta também é suportada pela avaliacdo da razdo Se:Hg para os
tecidos, a qual foi constante para todos aqueles das co-exposi¢des a selenato.
Adicionalmente, uma vez que o caranguejo C. maenas é consumido pelo homem
e € também uma presa para alguns tipos de peixes e passaros, esse animal pode

representar uma via de acumulacédo de mercurio através da cadeia alimentar.
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5. Anexos

5.1 Curva analitica do DMA-80 e seus respectivos graficos de

dispersao de residuos e normal probabilistico

Curva analitica para a faixa baixa de 2,5 a 20,0 ng (célula 1), com regressao quadratica.
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5.2 Sinais analiticos do DMA-80

Perfil do pico resultante da determinag¢do de 1 ng de mercurio no DMA-80. Visualizagédo
da tela do programa do equipamento. Neste caso, somente o sinal medido na célula 1,
com valor de absorvancia de 0,0484, é considerado. O sinal da célula 2 para esse nivel
de mercurio é insignificante, e o que se visualiza a partir de cerca de 20 s de coleta de
sinal é somente ruido (Fonte: http://www.milestonesrl.com/analytical/products-mercury-

determination-dma-80-and-dma-803-principle-of-operation.html).
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Perfil do pico para massas de mercurio maiores que 20,0 ng (valor exato nao
especificado). Neste caso, o sinal da célula 1 gera um valor de absorvancia maior que
1,0000, entdao o equipamento passa a levar em consideracao o sinal da célula 2, que
nesta ilustracdo corresponde a altura de 0,0758, referente ao tempo leitura do sinal em
cerca de 27 segundos (Fonte: http://www.milestonesrl.com/analytical/products-mercury-

determination-dma-80-and-dma-803-analytical-performance.html).
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5.3 Medidas de seguranca ao se trabalhar com compostos de

mercurio

Compostos inorganicos de mercurio sdo muito téxicos por ingestdo ou inalagao.
Compostos organicos de mercurio séo geralmente muito mais téxicos que suas formas
inorganicas. Eles podem causar danos aos érgaos através da exposi¢cao prolongada
e/ou repetida. Sdo muito toxicos por inalacdo, em contato com a pele e se engolidos,
apresentando riscos de efeitos acumulativos. As espécies metiladas de mercurio sao
extremamente toxicas. Absor¢cdo de doses tdo baixas quanto 0,1 mL foi comprovada
fatal. Monometilmercurio e dimetilmercurio atravessam latex, PVC, butil e neopreno
rapidamente (dentro de segundos) e € absorvido através da pele. O uso de luva nitrilica
€ mandatério quando se trabalha com as espécies metiladas de mercurio (Fonte:
http://www.sigmaaldrich.com/MSDS/MSDS/DisplayMSDSPage.do?country=BR&langua
ge=pt&productNumber=4425348&brand=ALDRICH&PageToGoToURL=http%3A%2F %2
Fwww.sigmaaldrich.com%?2Fcatalog%2Fproduct%2Faldrich%2F442534%3Flang%3Dpt)
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