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RESUMO

A geracao fotoquimica de vapor (PVG) é uma técnica analitica empregada para a conversado
de elementos em espécies volateis, para 0 melhoramento da eficiéncia do transporte desse
analito para o sistema de deteccdo. Nesse trabalho foram desenvolvidos procedimentos
analiticos para a determinacdo de Hg em amostras de material de referéncia certificado
(DORM-2, TORT-2 e Oyster Tissue) e amostras de cerebelo e gordura abdominal de roedores
submetidos a protocolo de contaminacdo de Hg para a determinacdo por espectrometria de
absorcdo atbmica (AAS). O analito foi extraido das amostras utilizando solubilizacdo em
acido férmico. O método foi otimizado utilizando planejamento fatorial completo com pontos
axiais utilizando como variaveis o tempo de irradiacdo UV, a concentracdo de &cido férmico e
a vazdo do gas de arraste e como resposta a absorbancia integrada. As concentracdes
encontradas nas amostras de cerebelo foi de 2863,01 + 0,05 mg kg e de 776,4 + 0,08 mg kg
nas amostras de gordura abdominal. O método desenvolvido apresentou limites de deteccéo e
quantificacéo iguais a 0,04 pug kg e 0,12 pg kg2, respectivamente. A exatiddo do método foi
comprovada estatisticamente através da andlise de material de referéncia certificado. O
presente método mostrou-se como uma alternativa eficiente para a analise de Hg em amostras
de origem animal, alinhando o aumento de sensibilidade com a geracao fotoquimica de vapor,

além de respeitar os principios da quimica verde.

Palavras-chave: PVG; introducdo de amostra; Hg; AAS.



ABSTRACT

Photochemical vapor generation (PVG) is an analytical technique used to convert elements
into volatile species to improve the efficiency of the transport of this analyte to the detection
system. In this work, analytical procedures were developed for the determination of Hg in
samples of certified reference material (DORM-2, TORT-2 and Oyster Tissue) and samples of
cerebellum and abdominal fat of rodents submitted to Hg contamination protocol for
determination by atomic absorption spectrometry (AAS). The analyte was extracted from the
samples using solubilization in formic acid. The method was optimized using full factorial
design with axial points using as variables: the UV irradiation time, the formic acid
concentration and the gas flow and as respons the integrated absorbance. Concentrations
found in the cerebellum samples were 2863,01 + 0,05 mg kg™ and 776,4 + 0,08 mg kg? in
the abdominal fat samples. The method developed showed limits of detection and
quantification equal to 0.04 pg kg and 0.12 g kg2, respectively. The accuracy of the method
was statistically proven through the analysis of certified reference material. The present
method proved to be an efficient alternative for the analysis of Hg in samples of animal
origin, aligning the increase of sensitivity with the photochemical generation of vapor, in
addition to respecting the principles of green chemistry.

Keywords: PVG; sample introduction; Hg; AAS.



Figura 1
Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6
Figura 7
Figura 8

Figura 9

Figura 10

LISTADE FIGURAS

— Sistema para geragdo fotoquimica de vapor.............cce.c....

— Esquema do sistema do reator PVG acoplado ao FAAS.....

— Esquema ilustrativo dos SGL utilizados na montagem do sistema PVG do
trabalho (A- SGL por borbulhamento; B- SGL por arraste.) .......ccccceveeevvereenn

— Variacdo do sinal analitico de DORM-2 sobre o LMW e sua porcentagem.....

— Variacdo do sinal analitico de Oyster Tissue sobre o LMW e sua

POFCENEAGJEM......vveveiecrcrevetei ettt

— Variacdo do sinal analitico de TORT-2 sobre o LMW e sua porcentagem........

— Estudo da vazéo de N2 no sinal analitico de Hg no CRM de estudo.................

— Estudo do tempo de radiacdo sobre o sinal analitico...........

— Graficos de superficies de resposta obtidos do planejamento experimental

para a introdugdo da amostra de cerebelo usando PVG. (A- Tempo de

irradiacdo x Concentracdo de AF; B- Concentracdo x Vazéo de gas de

arraste; C- Tempo de irradiacdo x Vazdo de gas de arraste)

— Gréficos de superficies de resposta obtidos do planejamento experimental

para a introducdo da amostra de gordura abdominal usando PVG. (A- Tempo

de irradiacdo x Concentracdo de AF; B- Concentracdo x Vazdo de gas de

arraste; C- Tempo de irradiacdo x Vazao de gas de arraste)

27

36



LISTADE TABELAS

Tabelal — Parametros operacionais utilizados no espectrometro de absorgéo atémica..

Tabela2 — Pardmetros estudados no sistema PVG em amostras de material de

referéncia CertifiCado..........ccovvriiiiiiiic e
Tabela 3 — Variaveis e niveis do planejamento fatorial completo............ccccceveeveeevnnnee.

Tabela4 — Parametros de desempenho para as curvas obtidas para as amostras de

EADAINO. .. ettt

Tabela5 — Teor de Hg (mg kg™) nas amostras de material de referéncia determinado
POr PVG (MEdia £ SD; N=3) ..t

Tabela6 — Teores de Hg (mg kg™t) nas amostras de cerebelo e gordura abdominal por
PVG (MEIa £ SD; NT3)..uiciiieiiiiiiie e

22



Cv
HG
CVG
CRM
FAAS

HCL
HG
ICP-OES

LD

LQ
LMW

PVG
SGL

LISTADE ABREVIATURAS E SIGLAS
Vapor frio (do inglés “cold vapor™)
Geragao de Hidretos (do inglés “hydride generation™)

A (13

Geragao quimica de vapor (do inglés “chemical vapor generation™)
Material de referéncia certificado (do inglés “certified reference material”)
Espectrometria de absorg¢éo atdmica com chama (do inglés “flame atomic
absorption spectrometry’)

Lampada de catodo oco (do inglés “hollow cathod lamp”)

Geragao de hidretos (do inglés “hydride generation™)

Espectrometria de emissdo optica com plasma indutivamente acoplado (do
inglés “inductively coupled plasma optical emission spectrometry”)
Limite de deteccéo

Limite de quantificio

Composto organico de baixo peso molecular (do inglés “low molecular
weight organic”)

Geracdo fotoquimica de vapor (do inglés “photochemical vapor generation”)

Separador gas-liquido



2.1
2.2

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9

5.1
5.2
5.3
5.4

5.5
5.6

SUMARIO

LN EI0] 5161070 I 13
OBUJIETIVOS ...ttt sttt be e 14
ODJELIVO GEIal ... 14
Titulo da SEGAO EICIANTA ....c.voveeeiciicii e 14
REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ot essssnens 15
MATERIAIS E METODOS ......oooieieieeeiiee s ses s sesas s sssses e, 21
REAGENTES € SOIUGDES ......oveiiieiieieiestee s 21
AAMOSTIAS ettt e b b e st e e e be e e s b e e e snbr e e snnee e 21
INSEFUMENTACAD .....vveiiiiciie e 21
Montagem do sistema de geracdo fotoquimico de vapor (PVG) ................... 22
Preparo da amostra com &cido fOrmicCo ..........cccoveiiiiiiiiiciic e, 22
Avaliacao dos pardmetros do MELOAO ........ccccoveirereineneee s 23
Preparo da amostra com acido fOrmico ..........ccccvveveiiiiicce e, 23
Construcdo da curva analitica de calibrag@o ...........ccccoceveveiiciicvc e, 25
FIQUIas de MEFTTO ......cooveiiiieiee e 25
RESULTADOS E DISCUSSAO ......cooviiiiiiiieiniieississsse s 27
Montagem do sistema de geracéo fotoquimica de vapor (PVG) ................... 27
Estudo do método de preparo das amosStras ...........ccccceevveieeveeieesieeseeiee e 28
Estudo dos parametros de forma univariada ..............ccccoeee i, 29

Estudo do planejamento experimental para as amostras de cerebelo e
gordura abdomiNGl .........ccciiiiiiii s 34
Validacao estatistica do método de determinacdo de Hg utilizando PVG ... 39
Determinacéo do teor de Hg em cerebelo e gordura abdominal dos

0 =T0 0] -1 SR 41
CONCLUSAOD ...coooviiieics s 43
REFERENCIAS ...ttt 44



13

1 INTRODUCAO

A demanda crescente por métodos de quantificacdo mais sensiveis, faz com que as
técnicas atuais se modifiquem, afim de atender a necessidade de quantificacdo de analitos
muitas vezes toxicos e em niveis de ppb.

O Hg é um dos elementos que sofrem deposi¢do no sistema biolégico dos seres
humanos. Uma vez que a eliminacdo desse metal € lenta, a exposicdo a longos prazos de uma
concentracdo pequena ou uma exposicdo a grandes quantidades desse metal, trazem danos
irreparaveis ao ser humano, principalmente ao sistema nervoso (NORDBERG et al., 2014).

A contaminacdo de aquiferos por Hg é de grande impacto da biosfera, uma vez
que a forma idnica (Hg?" ou Hg,?") é convertida na forma complexada com matéria organica,
sendo essa a forma mais danosa, por micro-organismos, causando uma bioacumulacdo ao
longo da cadeia alimentar, e em geral sendo o ser humano o ultimo desse ciclo.

Devido essa bioacumulacéo o ministério da satde orienta que o limite maximo de
mercurio contido em &gua propria para consumo deve estar abaixo de 1 pg L?, e para
alimentos, em especial peixes, ndo deve ultrapassar 1 mg kg™, para peixes predadores e 0,5
mg kg, para peixes ndo predadores. Seguindo a mesma linha a Agencia de Protecdo
Ambiental norte americana, aconselha a mulheres gestantes e lactantes ndo consumirem certo
tipo de peixes.

Sendo assim as técnicas de geracdo quimica de vapor (CVG) estdo sendo
acopladas a métodos de quantificacdo (AAS, ICP OES, entre outros) ja usuais, afim de
melhorar a sensibilidade, uma vez que os métodos que se baseia na introducdo da amostra em
forma de vapor tem eficiéncia de transporte proximo a 100%.

Dessa forma o presente trabalho visa a aplicacdo da geracao fotoquimica de vapor
(PVG), como método de introducdo de amostra, com o intuito de melhorar a sensibilidade da
espectrometria de absorgédo atdmica na quantificacdo de Hg em material organico de roedores

contaminados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver metodologia para determinacdo de Hg (total) em amostras de
cerebelo e gordura abdominal de roedores, utilizando a geracéo fotoquimica de vapor (PVG)

acoplada ao espectrometro de absorcéo atbmica (AAS).

2.2 Objetivos especificos

Montar o sistema de geracdo fotoquimica de vapor testando diferentes separadores
gas-liquido e acoplar ao espectrometro de absor¢do atdmica;

Estudar de forma univariavel os pardmetros que influenciam o sinal analitico de
absorcéo atbmica para Hg;

Avaliar a extracdo de Hg utilizando acido férmico em amostras de materiais de
referéncia certificados;

Estudar os parametros experimentais de forma multivariada para obtencdo de
condicBes Otimas para a determinacdo de Hg total em amostras de cerebelo e gordura
abdominal de roedores;

Avaliar a exatiddo e a precisdo do método desenvolvido, utilizando materiais de
referéncia certificados;

Aplicar o método desenvolvido na determinacdo de Hg em amostras de cerebelo e
gordura abdominal de roedores.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O mercario circula naturalmente pela biosfera da terra sendo liberado
principalmente pela atividade vulcanicas e a intemperizacdo de rochas (PACYNA et al.,
2010). O aumento da ocorréncia de Hg na biosfera, com énfase nos recursos hidricos, em
sua maior parte ocorre devido as a¢fes de mineracdo irregulares, producdo de energia a
partir de fontes ndo renovaveis (em especial o carvado) e descarte ilegais de rejeitos
industriais (UNO, 2018).

Como consequéncia dessas acgdes, as condi¢bes naturais do meio ambiente (pH,
acdo de bactérias, oxigénio dissolvido) vém mudando, agravando ainda mais a situagéo,
devido a diluicdo de materiais nos recursos hidricos, onde em condi¢des normais nao
haveria (BINGS et al., 2010).

No Brasil a regido norte é a mais afetada pela contaminacao de metais (exemplo
0 mercurio) devido a extracdo mineradora da regido. Devido a dependéncia direta da
populacdo pelos mananciais, a regido concentra 0 maior nimero de intoxicacao de Hg do
pais, devido a bioacumulacdo da cadeia alimentar, sendo o ser humano o mais afetado desse
ciclo (PINHEIRO, 2000).

A toxidade do Hg pode variar, dependendo da forma quimica que ele se
encontra. As espécies de Hg que podem ser encontradas sdo na forma elementar (Hg?),
forma inorganica (Hg* ou Hg.*") ou na forma organica (Hg-R, Hg-CO, dentre outras)
(NORDBERG et al., 2014). A espécie mais nociva de Hg que o ser humano pode ingerir, é
a forma organica, devido ao prolongado tempo de eliminacdo pelo corpo, quando

comparado as outras espécies (MORITA et al., 1998).

No ambiente aquatico a capacidade de bactérias converterem a forma
inorganica de Hg na forma orgénica, faz com que a bioacumulacéo se prolongue, mesmo

apos a eliminagéo da fonte de contaminagdo (BURGER et al., 2011).

A toxicidade do Hg nos seres humanos varia com a forma quimica, a dose e a
frequéncia de exposicdo. O consumo de produtos contaminados por Hg durante longos
periodos pode causar desordens neurolédgicas, como o Alzheimer, deméncia, Parkinson até

problemas de mé& formagédo de fetos e infertilidade (KIM et al., 2016).

O Hg na forma organica ao se ligar com grupos sulfidrilas (-SH), presentes nas

cisteinas, sdo transportados pelos aminoacidos, depositando-se em regifes do cérebro
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(exemplo o cerebelo) e em tecidos adiposos, devido a sua lipofilicidade, onde se depositam
e causam um acumulo excessivo nessas regides (OZKAN et al., 2013 e SYVERSEN et al.,
2012).

A legislacgdo brasileira impde um limite para os peixes de consumo humano, de
0,5 mg kg para peixes ndo predadores e de 1,0 mg kg™ para peixes predadores, levando
em conta a bioacumulagio do Hg nesses alimentos (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Devido a necessidade de técnicas de quantificacdo para analitos em
concentragOes cada vez mais baixas, 0s métodos instrumentais vém sendo melhorados e
novos sendo criados, afim de melhorar a sensibilidade das técnicas mais usuais. Técnicas de
analise como a espectrometria de absorcdo atbmica (AAS) e espectrometria de emissdo
Otica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES), sdo geralmente utilizadas para

analise de contaminantes de diversas matrizes analiticas (SKOOG, 2002).

Técnicas utilizadas comumente para a determinacdo de Hg possuiam limites de
deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) com valores que atualmente sdo considerados muito
altos, uma vez que se colocavam em intervalos de concentracdo de ppm (mg kg™) (USDA,
2018). O elevado valor dos limites se ddo muitas vezes devido a técnica de introducgdo das
amostras, geralmente liquidas ou em solugdo, que geralmente se concentram na utilizacédo
de nebulizacdo pneumatica, que tem como funcdo a formacdo de um aerossol (SKOOG,
2002), esse processo possui proporciona uma eficiéncia muito baixa (3-5%), esse fato causa
a baixa sensibilidade do método (STURGEON et al., 2005). Afim de sanar essa
problematica da eficiéncia de transporte do analito ao sistema de quantificacdo, o analito
pode ser introduzido na forma de vapor, através da formacdo de uma espécie volatil do
analito de estudo, por meio de técnicas de geracdo quimica de vapor (CVG) (STURGEON
et al., 2012). A conversdo do analito em uma espécie volatil apresenta algumas vantagens, a
separacdo do analito da sua matriz, eficiéncia de transporte de 100%, melhoramento da
eficiéncia, diminuigdo dos LD e LQ, analise dos diversos estados de oxidacdo de um analito

e possibilidade de acoplamento com diversas técnicas (YIN et al.,2011).

A CVG, € um método bastante difundido para a determinacdo de metais
(GIERSZ et al., 2017) e alguns amentais (GRINBERG et al., 2009). Contrariando as
expectativas a técnica se mostrou de uma aplicabilidade ampla, com um vasto nimero de
elementos que podem estar sujeitos a sua aplicacdo (YIN et al., 2011). A técnica consiste na

transformacéo quimica ou fisicas de espécies nédo volateis (geralmente compostos metalicos

16
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na forma ibnica e complexos organometalicos), em espécies volateis ou semi-volateis. As
principais técnicas de CVG sdo: geragdo de hidretos, geracdo de vapor elementar, geracao
de haletos, geracdo de metais-carbonilados, geracdo eletroquimica e geracdo fotoquimica
(TAKASE et al., 2002)

Dentre as CVG as mais difundidas sdo a geragédo de hidretos (HG) e a geragao
fotoquimica de vapor (PVG). A geracdo de hidretos baseia-se na reducdo do analito a uma

espécie volatil, atbmica (para o Hg e Cd) ou molecular.

A técnica de geracdo de hidretos utilizava-se da presenga do Zn metalico para a
formacdo do hidreto, atualmente esse processo € realizado na presenca do borohidreto de
sodio (NaBH4) ou do cloreto de estanho (SnCl2) em meio acido (POHL et al., 2004). O
mecanismo para a geracao de hidretos é estabelecido em duas etapas (SHEN et al., 2015),
sendo a primeira responsavel pela formacdo do hidrogénio atdbmico, a segunda etapa
constitui-se a reacdo do hidrogénio atbmico reage com o analito ocorrendo a formacgéo do

hidreto volatil.

NaBH4 + 3H,0 + HC1 — H3BO3 + NaCl + 8 H°
H° + E™ — EHm + H2 (excesso)

Apbs a formacdo da espécie volatil, essa é conduzida a fonte de atomizacgéo e
quantificada, no entanto quando se aplica a técnica para os elementos Hg e Cd, nédo
necessitasse de uma fonte de atomizagdo pois a reacdo do H® com as formas idnicas dos dois
metais gera um vapor elementar desses, por ndo usar 0 atomizador essa técnica recebe a
denominacdo de vapor frio (CV) (WELZ et al., 2004).

Com a consolidacdo das técnicas de HG, a radiacdo UV vinha sendo utilizada
como técnica de separacdo dos analito por meio dos processos oxidativos, 0s quais essa
radiagdo pode gerar quando introduzida em um sistema (BENDICHO et al., 2012). No
entanto, trabalhos j& mostravam a efetividade da utilizacdo da radiacdo UV na producdo de
especies volateis de analitos, em especial para a alquilacdo de Hg (AKAGI et al., 1977).

Guo (2003), foram os pioneiros da técnica de PVG, quando propuseram a geragédo
da especie volatil para Se. A técnica da PVG se baseia na formacgéo de espécies volateis do
analito através da interacdo da radiagdo UV, proveniente de um reator fotoquimico, com
moléculas organicas de baixo peso molecular (como acidos carboxilicos), adicionados a

amostra, sendo essa interacao responsavel pela formacao da espécie volatil.
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Vieira (2007), propds a representacdo genérica da montagem do sistema da PVG,

representado na Figura 1.

Figura 1 - Sistema para geracao fotoquimica de vapor.

AAS
Argénio +
pz?i::;:ca Reator fotoquimico T [,
Amostra _’_/@_ |\ JLLLLLLL LD l_]__k Dienc
Separador
v gas-liquido

Lampada UV

Fonte: Vieira (2007, com adaptacdes).

Segundo o sistema desenvolvido por Vieira (2007), varios outros sistemas foram
sendo acoplados a diversos equipamentos (AAS, ICP OES e ICP-MS) (YIN et al., 2011),

modificando em muitas vezes a estrutura do reator fotoquimico.

A técnica de PVG é uma alternativa para as técnicas de HG, uma vez que as duas
podem ser utilizados para a determinacdo dos mesmos elementos, no entanto a PVG tem

vantagens diante da HG, sendo essas:

* A PVG se baseia na utilizagdo de acidos organicos de baixo peso molecular
(LMW), de alta estabilidade quimica, além do baixo custo comercial. Enquanto a HG utiliza
forte reagentes redutores (NaBH4), sendo esses sujeitos a uma alta taxa de contaminagéo,
exigindo-se do reagente, pureza elevada, agregando um valor comercial mais elevado e a
estabilidade dos redutores sdo de curto prazo, forcando o preparo didrio das solucdes de
analise (HE et al., 2007).

* A PVG confere ao analista menores riscos para o manuseio da técnica, uma vez

que ndo utiliza reagentes quimicos de altas classificacbes de perigo (KARTHIKA et al.,2019).

* A PVG nio possui capacidade de reduzir metais de transicdo, exigindo uma
etapa previa para a determinacdo desses, quando necessario, porém a presenga dos metais de
transicdo para a HG e considerada como interferéncia, pois os redutores utilizados na HG
possuem capacidade de reduzir esses metais, ocasionando uma interferéncia no analito de
trabalho (ZHENG et al., 2010).
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* Os residuos gerados na PVG sdo em menores quantidades, diante do fato da HG
necessitar do preparo diario dos reagentes. Os LMW usados na PVG sdo parcialmente
degradados pela radiacdo UV, enquanto os redutores da HG necessitam da neutralizacéo total
para o descarte (STURGEON et al., 2012).

A desvantagem da PVG é quanto a presenca de oxidantes, uma vez que esses
suprimem a capacidade do LMW formar a espécie volatil do analito impossibilitando a
maioria das técnicas analiticas de digestdo da amostra, porém a extracdo do analito utilizando
acidos organicos em aquecimento brando vém sendo estudado e se mostrando eficiente
(ZHENG et al., 2005).

Embora ainda ndo consolidado uma rota mecanistica para as reacdes que ocorrem
na técnica de PVG, algumas rotas foram propostas na presenca de radicais (HOe, O, COs, Re,
entre outros) (STURGEON et al., 2012). Guo et al., prop6s a clivagem homogénea do acido
organico de baixo peso molecular (LMW) na presenca de radiagdo UV, sendo o produto

dessas reacdes responsaveis pela formacéo da espécie volatil para o Se (1V) .

R-COOH + hv — [RCOOH]* — Re + *COOH — RH + CO
R-COOH + hv — [RCOOH]* — RCO- + *OH — CO + ROH
2RCOOH + Se** + hv — R,Se + CO,

RCOOH + Se** + hv — SeCO + ROH

O mecanismo para a determinacdo de Hg ndo € bem elucidado, no entanto Yin
(2011), demonstrou em seu trabalho o que pode ser considerado como a melhor hip6tese para
a formacdo do Hg® em matrizes organicas, sua proposta mecanistica é demonstrada nas

equac0es a sequir.

CH3COOH + hy — [CH2COOH]* — H20 + CH.CO-
CH.CO- + Hg?* — Hg"
Hg + LMW + hv — R-Hg + hv — Hg? + R

A proposicéo (Eg. 9) de Yin (2011) para a formag&o do Hg volatil ndo especifica
qual o LMW a ser utilizado, no entanto a utilizagdo do HCOOH para a determinacdo de Hg
em matrizes organicas apresenta melhores resultados quando comparado a métodos que
utilizam H3CCOOH (ORESTE et al., 2017).
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Nos ultimos anos novas técnicas vém surgindo para a determinacdo de Hg,
técnicas que se baseiam em processos eletroanaliticos (KARTHIKA et al., 2019),
nanofiltracdo (WANG et al., 2017 e ARKHNGELSKY et al., 2019) e adsorcdo de Hg. Alem
da investigacdo de novos métodos, aprimoramentos nas técnicas tradicionais de HG vem
sendo investigados (GORECKI et al., 2018). Quando as novas técnicas propostas sio
comparadas a técnica que o presente trabalho propde (PVG), sdo observadas algumas
desvantagens:

» Altos valores de limites de detecgdo (1,0 pg kg) (ZHANG et al., 2018) quando
comparados a trabalhos de PVG (0,02 — 0,06 pug kg™?) (LIU et al., 2013).

* Aplicabilidade comprovada apenas para meios aquosos, ndo possuindo nenhuma
comprovacao para analise em amostras organicas, enquanto a aplicabilidade para PVG ja esta
bastante difundida para as mais diversas matrizes (ROMANOVSKIY et al., 2018, JESUS et
al., 2014 e POTES et al., 2016).

* Necessidade instrumental com alto valor comercial agregado (WANG et al.,
2017) enquanto a técnica de PVG, se mostra eficiente no acoplamento de diversos
equipamentos de quantificacao.

Outra vantagem da utilizacdo da PVG na determinacgdo de Hg é a possibilidade de
especiacdo das espécies de Hg (organica e inorganica). Em geral, a PVG para o Hg, possibilita
a determinagdo da quantidade total do analito. No entanto, estudos feitos por Chen (2017)
comprovaram que a mesma radiacdo UV utilizada na PVG, pode servir para a separacdo das
espécies de Hg, modificando as radiacGes entre UV-B e UV-C (311 e 254 nm) em amostras de
6leo de peixe. Quadros (2014), confirmou que a eficécia observada em 6leo de peixe, pdde ser
aplicada em amostras bioldgicas, para especiacao de Hg utilizando a técnica PVG.

Sendo assim, a proposta deste trabalho foi desenvolver uma metodologia para
determinacdo de metilmercurio, utilizando a técnica geracdo fotoquimica de vapor acoplada
ao espectrometro de absorcdo atdmica, em amostras de cerebelo e gordura abdominal de
roedores submetidos a contaminacdo. Afim de analisar a relacdo da contaminacgdo por Hg e

quadros clinicos, como foco no sistema nervoso dos individuos expostos a contaminacao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e solucdes

Todas as solugdes foram preparadas com reagentes de grau analitico e &gua
purificada em sistema Milli-Q (Millipore, EUA). As vidrarias e frascos foram previamente
descontaminados imergindo-os em banho de HNO3 10% v v* por 24 horas e enxaguadas com
agua destilada antes do uso. Nos procedimentos de preparo das amostras e extracdo de
mercdrio utilizou-se CH20- anidro 98% m m™ (Dindmica, So Paulo, Brasil).

As solucgBes padréo, utilizados nas curvas analiticas de calibracdo, necessarios
para analise do elemento quimico Hg por FAAS, foram preparados a partir de diluicdes

sucessivas de solugdes estoque 1000 mg L (Across Organics, Geel, Bélgica).

4.2 Amostras

As amostras utilizadas no processo de validagdo do método foram os materiais de
referéncia certificados: proteina de peixe DORM-2 (NRC-CNRC, Canadd), hepatopancreas de
lagosta TORT-2 (NRC-CNRC, Canada), e tecido de ostra SRM 1566b Oyster Tissue (NIST,
EUA).

Os experimentos de determinacdo do teor de Hg foram realizados em amostras de
cerebelo e gordura abdominal de roedores expostos a contaminacao de mercurio, cedidos pelo
Laboratdrio da Biologia da Cicatrizacdo, Ontogenia e Nutri¢do de Tecidos (LABICONTE), do
ndcleo de medicina da Universidade Federal do Ceara.

Os protocolos de contaminacdo dos roedores foram realizados pelos
colaboradores do LABICONTE durante um periodo de 40 dias. Foram utilizados
camundongos Black C57. O inicio do experimento se deu apds as cinco primeiras semanas de
vida dos roedores, com massa corpérea de aproximadamente 10 g. Nos 20 primeiros dias 0s
roedores foram condicionados a dieta comum (Presence Labina) e agua tratada, nos 20
ultimos dias do protocolo foram adicionados 20 mg L* de MeHg a agua dos roedores,
permanecendo a mesma dieta. Apos os 40 dias os espécimes foram eutanasiados, colhendo-se

as amostras em seguida.

4.3 Instrumentacao
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Na quantificacdo do Hg utilizou-se um espectrémetro de absorcdo atdmica com
chama (FAAS) (Varian AS 240FS, Mulgrave, Australia) equipado com lampada de deutério
para correcdo de fundo. As medidas foram obtidas usando lampada de catodo oco (HCL) de
Hg. Na tabela 1 estdo descritos os comprimentos de onda, abertura de fenda e faixa linear
utilizados nas determinacdes do analito nas amostras dos materiais de referéncia certificados e

nas amostras de cerebelo e gordura abdominal de roedores.

Tabela 1- Parametros operacionais utilizados no espectrometro de absorcdo atémica com
chama para a determinacao de Hg.

Elemento Linha (nm) Abertura de fenda (nm)  Faixa linear (ug L™?)

Hg 253,7 0,5 1-30

Fonte: elaborado pelo autor.
Um banho termostatizado (MA-095, Marconi, Brasil), foi utilizado nos

procedimentos de preparo das amostras.

4.4 Montagem do sistema de geracdo fotoquimico de vapor (PVG)

O sistema de irradiagdo UV foi montado e utilizado durante todo o
desenvolvimento do presente trabalho. O reator PVG foi montado com uma lampada de Hg
(germicida) de 30 cm de comprimento e 15 W (220 V), operando no comprimento de onda de
254 nm (Vilber, Alemanha). As solucBes das amostras foram introduzidas no sistema com o
auxilio de uma bomba peristaltica e expostas a radiacdo UV por meio de um tubo de PTFE
enrolado ao redor da lampada, com volume interno 0,8 mL, comprimento de 50 cm e 2 mm de
didmetro. As amostras irradiadas foram conduzidas para um separador gas-liquido (SGL). As
espécies volateis foram carreadas para o equipamento utilizando um fluxo de gas nitrogénio
99,9% a uma vazdo controlada por um fluxémetro (VFA-22, Hygro-Therm, Brasil). As vaz0es
de introducéo das amostras variaram de 2,2 — 2,7 mL min™ dependendo do tipo de amostra em
estudo. A parte liquida contendo a matriz da amostra foi conduzida para um descarte com a

mesma vazao de entrada.
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Figura 2- Esquema do sistema do reator PVG acoplado ao FAAS.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.5 Preparo da amostra com acido formico

O método de preparo utilizando acido férmico consistiu na adicdo de 8 mL de
HCOOH anidro em 0,25 g da amostra de material de referéncia certificado. A mistura foi
submetida a um aquecimento brando a 60° C em banho termostatizado, sem agitacdo, por um
periodo de 3 horas. A solucdo resultante foi diluida para um volume final de 40 mL com agua
purificada e filtrada em papel de filtro qualitativo. Apds a filtracdo, foram retiradas aliquotas
de 1 mL das solucdes contendo as amostras, diluindo-se as aliquotas para um volume final de
40 mL, sendo essa solucéo final levada para anélise.

Para as amostras de cerebelo e gordura abdominal foram utilizadas as massas
totais de cada material contida em um individuo, sendo a massa retirada de cerebelo igual a

0,0048 g e de gordura abdominal 0,0121 g. O processo de preparo das amostras de cerebelo e
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gordura abdominal foi realizado utilizando-se 0s mesmos pardmetros e procedimentos

descritos para o material de referéncia certificado.

4.6 Avaliacdo dos parametros do método.

Os parametros instrumentais foram analisados de forma univariavel para cada
uma das amostras de materiais de referéncia certificados, sendo os parametros avaliados a
seguir: &cido organico de baixo peso molecular (acidos formico e acético) utilizado em
diferentes concentracdes, vazdo do gas de arraste, tempo de irradiacdo na lampada. Os
intervalos analisados para cada um dos pardmetros sdo expressos na Tabela 2.

Tabela 2- Pardmetros estudados no sistema PVG em amostras de material de referéncia
certificado.

Variavel Intervalo estudado
Acido organico HCOOH e CH3COOH
[Acid. organico] (%) 5-20
Vazdo de gas
(mL min™) 50 - 400
Tempo de irradiacéo (s) 5-50

Fonte: elaborado pelo autor.

4.7 Preparo da amostra com acido formico

Os procedimentos utilizados no método desenvolvido de geracdo fotoquimica de
vapor (PVG) para as amostras de cerebelo e gordura abdominal, foram otimizados utilizando-
se um planejamento fatorial completo, com dois niveis e ponto central. Para a otimizacéo de
método de introducdo das amostras de cerebelo e gordura abdominal foram escolhidas como
variaveis a concentracdo do &cido formico, a vazdo do gas carreador e o tempo de exposicéo a

radiacdo UV da ldmpada no reator.
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Tabela 3-Variaveis e niveis do planejamento fatorial completo.

Variavel Minimo Ponto Central Maximo
[HCOOH] (%) 10 20 30
Vazdo de gas
(mL minY) 100 150 200
Tempo dtgsl)rradla(;ao 5 8 10

Fonte: elaborado pelo autor.

4.8 Construcao da curva analitica de calibragéo

Na construcdo da curva analitica de calibragdo foram utilizadas duas
metodologias. Para as amostras de materiais de referéncia certificados foi utilizado o método
da adicdo de padrédo. Para as amostras de cerebelo e de gordura abdominal de roedores, foi
utilizado o método de compatibilizacdo de matriz, sendo que por esse método, a curva
analitica de calibracdo € construida em amostras de cerebelo e gordura abdominal de animais

roedores que ndo foram submetidos ao protocolo de contaminagdo por mercurio.

4.9 Figuras de mérito

O limite de deteccdo (LD), expresso como a quantidade minima detectavel com
uma dada certeza analitica. O LD foi calculado utilizando o desvio padrdo da medida das
replicadas do branco (o) e o coeficiente angular da curva de calibragdao (S), conforme a

formula descrita por:

LD =2
5

O limite de quantificacdo (LQ), definido com o a menor concentracdo de analito

que pode ser determinada quantitativamente, foi calculado utilizando:

A precisdo do método foi analisada calculando-se o desvio padréo relativo (DPR),
calculado a partir da relacdo do desvio padrdo (DP) e a concentracdo média determinada
(CMD), seguindo a relacdo seguinte:
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DPR = 22 x 100

CMD

A exatiddo foi determinada a partir da comparacdo da concentracdo do material de
referéncia certificado e a concentracdo determinada de Hg para este material utilizando-se o

método proposto.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Montagem do sistema de geracéo fotoquimica de vapor (PVG)

Inicialmente, o sistema de geracdo fotoquimica de vapor (PVG) foi montado e
avaliou-se a eficiéncia de dois modelos de separadores gés-liquido (SGL) disponiveis para o
sistema de PVG proposto, na separacdo da espécie volatil presente na fase gasosa, da solucao
contendo a matriz da amostra. Os modelos de SGL estdo desenhados na Figura 3.

Figura 3-Esquema ilustrativo dos SGL utilizados na montagem do sistema PVG do trabalho
(A- SGL por borbulhamento; B- SGL por arraste.)
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Fonte: elaborado pelo autor.

O SGL representado na Figura 3A, tem seu funcionamento baseado no
borbulhamento do géas de arraste através da solucdo, por meio da passagem do gas pela
membrana porosa. O SGL representado na Figura 3B, apresenta uma maior superficie de
contato entre a solucdo amostra e 0 gas de arraste, uma vez que a solu¢do amostra percola
sobre a haste interna do SGL, como um filme fino, permitindo o desprendimento da espécie
volatil da solugcdo com a passagem do gas de arraste. No entanto, o SGL da Figura 3B
apresenta um volume interno maior do que o SGL da Figura 3A, o que pode exigir um fluxo

de gas de arraste maior.

O SGL da Figura 3A, apresentou formacdo vigorosa de espuma quando foram
introduzidas as solu¢Ges em meio de acidos organicos diluidos, tais como o &cido férmico e o
acido acético. Esse efeito se tornou ainda mais evidente quando amostras de materiais de

referéncia certificados e amostras reais foram estudadas. O excesso de espuma formada
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dificulta a separacdo das fases o que tornou o SGL da Figura 3A ineficaz para os sistemas
propostos neste estudo. Por outro lado, quando foi utilizado o SGL apresentado na Figura 3B,
ndo foi observado formacdo de espuma, de forma que a separagdo das fases foi observada de
forma eficaz. Sendo assim, optou-se pela utilizacdo do SGL descrito na Figura 3B em todos

0S experimentos.

Em seguida foram feitos testes para determinacdo do tempo necessario para o
analito (espécie volatil) alcancar a célula de quartzo posicionada sobre o queimador na chama
do espectrometro de absorcdo atbmica, para quantificacdo do elemento. Analisando no

intervalo de tempo de 20 — 200 segundos, contados a partir da entrada da solu¢do no SGL.

Sendo assim, essa Ultima etapa se caracterizou como a determinante da frequéncia

analitica do método.

No sistema proposto foram necessérios 100 segundos, da introdugdo da amostra
no sistema PVG até o inicio da quantificacdo. Na literatura sdo reportados tempos entre 30 —
50 segundos, para técnicas de emissao atdmica (QIN et al., 2013 e LEONORI et al., 2019) e
70 — 110 segundos, em técnicas de absorcao atbmica (COVACI et al., 2017).

5.2 Estudo do método de preparo das amostras

A técnica PVG pode sofre grande interferéncia quando reagentes oxidantes (LIU ,
2013), tais como é&cido nitrico, estdo presentes no meio reacional. Isto ocorre porque,
provavelmente, as espécies de nitrato e nitrito capturam os radicais formados a partir dos
acidos organicos de baixo peso molecular na radiacdo ultravioleta. Sendo assim, métodos de
preparo de amostras de amostras organicas visando a determinacdo de elementos tracos com
acido nitrico (ZHENG , 2005), que sdo usualmente empregados, devem ser evitados. Diante
disso, optou-se por utilizar um método de extracdo com acido férmico (HCOOH), sob

aquecimento brando em banho termostatizado, citado na literatura (PINO , 2018).

O procedimento de extragdo com HCOOH, descrito na literatura, € realizado com
aquecimento de 60 a 90° C. No entanto, sabe-se que a elevacdo da temperatura pode causar
perdas de Hg, com isso, o aquecimento brando (60° C) por longos periodos, em frascos
tampados, se torna uma opcao (WARFVINGE , 2000).



29

Observou-se ainda que, hd a necessidade de filtracdo das solucGes, apds o
processo que extracdo, diferente do que é reportado na literatura (ZHENG , 2010), pois

material particulado foi encontrado ao final do procedimento.

Potes , reporta a utilizagdo de H2O. 35% v v, como auxiliar do processo de
solubilizacdo nos métodos de extracdo empregando acido férmico, ndo sendo necessério o
processo de filtracdo. No entanto, no presente trabalho, quando se optou pela utilizacdo do
H>0>, observou-se a supressdo do sinal do analito. Isto pode ser explicado, em particular para

0 Hg, pela formacéo de Hg° volatil que é perdido durante esta etapa (WU , 2012).

5.3 Estudo dos parametros de forma univariada

Inicialmente, o estudo dos parametros que influenciam na geracdo fotoquimica de
vapor de Hg foi feito de forma univariada, por se tratar de um sistema complexo, que deve ser
estudado ponto a ponto, em diferentes meios e matrizes de amostras.

As variaveis analisadas foram aquelas que influenciam diretamente a PVG. Sendo
essas varidveis o acido organico e sua concentracao, a vazdo do gas de arraste e o0 tempo de
irradiacdo UV que a soluc¢do recebe.

O acido organico é o responsavel pela formacdo dos radicais que levam a
formacdo da espécie volatil (GUO , 2003). O tipo de &cido utilizado, em geral, depende do
analito em questdo e da natureza da amostra em estudo. No entanto, para o Hg os trés &cidos
organicos de baixo peso molecular (LMW) mais usuais (&c. férmico, &c. acético e ac.
propandico) sdo capazes de formar a espécie volatil desse analito, assim, a escolha do &cido
depende da matriz da amostra, pois, provavelmente, os mecanismos de formacédo da espécie
volatil sofrerdo influencia dessas matrizes (LEONORI , 2019).

A vazdo do gas de arraste influencia na eficiéncia de separacdo da espécie volatil
da solugdo liquida e o transporte da espécie volatil do SGL a célula de quartzo no
espectrometro de absorcdo atdbmica. A maior influéncia da vazdo do gas de arraste na
quantificacdo do Hg esta na funcao de transporte. Utilizando-se uma baixa vazdo do gas de
arraste, tem-se uma menor eficiéncia no transporte da espécie contendo o analito para a célula
de quantificacdo, fazendo com que a parte ndo transportada (dissolvida na solucdo) seja
descartada pelo dreno do SGL. Por outro lado, utilizando-se uma alta vazdo do gas de arraste
pode-se observar uma diluicdo do analito dentro da célula de quantificacédo, pelo proprio gas
de arraste (JESUS , 2014).
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O tempo de irradiacdo sobre a amostra esté relacionada aos radicais formados, a
partir do &cido orgénico, uma vez que, a irradiacdo UV por um tempo abaixo do ideal, ndo
proporciona energia suficiente para a clivagem das ligacbes do acido organico, para que
ocorra a formacéo dos radicais. A irradiacdo UV por um tempo muito prolongado aumenta a
reatividade dos radicais, causando uma nova interacdo entre os radicais formados (QIN ,
2013).

Na avaliacédo do tipo e da concentracdo dos LMW optou-se por utilizar apenas 0s
acidos formico e acético, pois segundo a literatura &cido propanoico nao agrega
reprodutibilidade ao método (GAO , 2015). As figuras mostram a influéncia de cada um dos

acidos em diferentes concentracGes nas amostras de material de referéncia certificados.

Figura 4- Variacdo do sinal analitico de DORM-2 sobre o LMW e sua porcentagem.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 5-Variacéo do sinal analitico de Oyster Tissue sobre o0 LMW e sua porcentagem.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 6- Variagdo do sinal analitico de TORT-2 sobre o LMW e sua porcentagem.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Observa-se que ambos 0s acidos organicos proporcionaram a formacédo da espécie
volatil do analito, no entanto, para duas das amostras (DORM-2 e TORT-2) o HCOOH gerou

maior sinal de absorbancia de Hg, enquanto que, para a amostra de Oyster Tissue foi 0
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CH3COOH, seguindo as afirmacfes de Leonori (2019). Sabe-se que, que dependendo da
matriz da amostra, a interacdo do &cido organico com o analito pode ser diferente, devido aos

mecanismos de formac&o da espécie volatil serem diferentes.

As amostras de DORM-2 e TORT-2 apresentaram resultados semelhantes aos
reportados na literatura, que também reportam uma melhora no sinal do analito quando se
utiliza o HCOOH, em cerca de 600%. No entanto a amostra de Oyster Tissue apresentou
melhores valores para CH3COOH, esse fato € advindo da diferenga entre os tipos de matrizes

trabalhadas nos materiais de referéncia certificados.

Para o0 estudo da vazdo do gas de arraste observou-se a influencia no aumento da
vazdo do gas na absorcdo do analito. Os ensaios foram feitos utilizando o acido organico que

gerou melhor sinal para cada uma das amostras de materiais de referéncia certificados.

Figura 7- Estudo da vaz&o de N no sinal analitico de Hg no CRM de estudo.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Como pode-se observar as taxas de vazdo do gas de arraste para as amostras de
DORM-2 e TORT-2 foram iguais, apresentando um ganho de 25% no sinal de absorbancia de
Hg, quando a vaz&o do gas de arraste foi aumentada de 0,05 L min* para 0,10 L min™. Esses

resultados foram semelhantes aos valores encontrados por Covaci (2017). Esse



33

comportamento nos resultados pode estar relacionado aos mecanismos de formacdo da
espécie volétil, que podem ser diferentes dependendo da matriz da amostra. Neste sentido,
pode dizer que as amostras DORM-2 (proteina de peixe) e TORT-2 (hepatopancreas de
lagosta) sdo semelhantes, possuindo o teor de proteinas entre 20-23%, enquanto para a
amostra de Oyster Tissue o teor de proteina ndo ultrapassa 9%.

Observa-se que, para a amostra de Oyster Tissue (tecido de ostra) a taxa de vazéo
do gas de arraste que apresentou maior valor de absorbancia para Hg foi de 0,05 L min™,
sendo que, quando se usa a vazao de 0,10 L min observa-se uma queda de 37 % do valor da
absorbancia. Segundo Oreste (2017), amostras bioldgicas de baixa concentracdo de Hg
apresentam melhores resultados com taxas de gés de arraste entre 0,045 — 0,06 L min™,

Do ponto de vista da teoria da técnica, esperava-se que, para a amostra de Oyster
Tissue, melhores sinais de absorbancia fossem obtidos em menores vazdes de gas de arraste,
pois sabe-se que a concentracdo de Hg é cerca de 10 vezes menor nessa amostra, com relacdo
as outras em estudo. E ainda, altas vazdes de gas de arraste resultaram na dilui¢do do analito
na célula de quartzo, e consequentemente foram obtidos sinais mais baixos de absorbancia
para o Hg.

O estudo do tempo de radiacdo necessario para a formacdo da espécie volatil, foi
feito para cada uma das amostras de materiais de referéncia certificados e seus valores séo

apresentados nas Figura 8.
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Figura 8- Estudo do tempo de radiagdo sobre o sinal analitico.
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Fonte: elaborado pelo autor.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 5, observa-se que a minima
variacdo no tempo de irradiacdo (+ 1 seg) ocasiona a alteracdo do valor de absorbancia do
analito em 13%. A ocorréncia da perda de sinal pode ser devido a instabilidade das espécies
formadas, o prolongamento no tempo de exposi¢do a radiacdo UV leva a perdas da espécie
volatil formada, independente da amostra analisada (JESUS , 2014).

A tendéncia do tempo de radiacdo UV necessario para formar a espécie volatil
para o experimento, esta relacionada ao tipo de LWM que foi utilizado, além da matriz da
amostra (LEONORI , 2019). Os valores de tempo de irradiacdo UV determinados no presente
trabalho se assemelham aos encontrados por Covaci (2017), essa semelhanca ja se era
esperada, uma vez que o sistema relatado possuia a mesma configuracdo do reator
fotoquimico (formato de bobina) usado no presente trabalho, bem como lampadas de radiagéo
UV de mesma poténcia (15W).

5.4 Estudo do planejamento experimental para as amostras de cerebelo e gordura
abdominal
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Com os resultados obtidos nos estudos univariados dos parametros que
influenciam na geragdo fotoquimica de vapor de Hg, foi possivel realizar um planejamento
fatorial, ou seja, uma analise multivariada, das condi¢Ges experimentais para otimizacdo da
metodologia proposta para a determinacdo de Hg em amostras de cerebelo e gordura
abdominal de roedores.

Para a otimizagcdo do processo de introdugdo da amostra utilizando a PVG
utilizou-se o tempo de irradiacdo, a vazdo do gas de arraste e a concentracdo do acido
formico, que foi o &cido organico de baixo peso molecular escolhido como LMW. Utilizando
a concentracao de Hg detectada como resposta.

Os gréficos de superficies de resposta (Figura 9) obtidos do planejamento
experimental na determinacdo de Hg na amostra de cerebelo de rato, foram plotados
considerando-se o sinal de absorbancia obtido em funcéo da variacdo do tempo de irradiacao
e a concentracdo do HCOOH (Figura 9A), em funcdo da concentracdo do HCOOH e a vazéo
do gés de arraste (Figura 9B) e em funcdo do tempo de irradiacdo e a vazdo do gas de arraste
(Figura 9C).
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Figura 9- Gréficos de superficies de resposta obtidos do planejamento experimental para a
introducdo da amostra de cerebelo usando PVG. (A- Tempo de irradiacdo x Concentracao de
AF; B- Concentracdo x Vazdo de gas de arraste; C- Tempo de irradiacdo x Vazao de gas de
arraste)
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Fonte: elaborado pelo autor.

No estudo das condigBes Otimas para a amostra de cerebelo, notamos na Figura
9A, que conforme se aumenta o tempo de exposi¢do a radiacdo UV temos um aumento na
absorbancia do Hg, até 8 segundos, apds este tempo ha uma queda no sinal. No entanto, se
avaliarmos a variacdo da concentracdo do HCOOH, percebemos que a regido de absorbancia
maxima fica em menores tempos de exposi¢cdo & radiacdo (até 7 segundos) e menores
concentracdes de HCOOH (até 10 %).

Avaliando-se a superficie de resposta da Figura 9C, na qual temos a variacdo do
sinal de absorbancia em funcdo da vazdo do gas de arraste e do tempo de exposi¢do a
radiacdo, verificamos que se podemos obter bons sinais de absorbancia se trabalharmos com
tempos de 6 a 8 segundos de exposicdo a radiacdo UV e vazdes de gas de arraste de até 0,08 L

min.
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Observando-se a superficie de resposta da Figura 9B, pode-se notar a influéncia,
de forma negativa, da vazdo do gas de arraste no sinal de absorbancia do analito. Isso
acontece porque o0 uso de uma alta vazdo de gas de arraste propicia a diluicdo do analito
volatil (Hg®) formado e carreado para a célula de quantificagdo, e neste caso, a variagdo da
concentragdo do HCOOH né&o altera o sinal de absorbéncia do analito. Por outro lado,
podemos notar que em vazdes mais baixas do gas de arraste (0,05 L min™) temos valores de
absorbancia mais altos. E ainda, quando olhamos para a variacdo da concentracdo do
HCOOH, podemos inferir que o uso de concentracdes mais altas possibilitaria o uso de
vazBes um pouco mais altas, até 0,08 L min™,

Para a amostra de Oyster Tissue, que também apresentou melhores resultados com
vazOes mais baixas de gas de arraste, observou-se que a necessidade da diminuicdo da vazéo
do gas de arraste se dava devido a baixa concentracdo de Hg no material, sendo que, no caso
das amostras de cerebelo, podemos dizer que a limitagdo da massa da amostra também nos
obrigou a trabalhar com baixas concentra¢des do analito.

Em relacdo ao tempo de exposicdo a radiacdo UV, o0 aumento da absorbancia do
analito no intervalo de tempo entre 6 a 8 segundos, esta de acordo com o trabalho de Covaci
(2017). Sendo assim, optou-se por utilizar o tempo de 7 segundos de exposi¢do da solucdo em
meio de HCOOH 10 % para as amostras de cerebelo, sendo esse dentro do intervalo, o que
melhor se encaixa nos parametros instrumentais do método. E ainda, optou-se por seguir 0s
valores reportados na literatura (COVACI , 2017 e LIU , 2013), em especial o que Oreste
(2017). propds para amostra bioldgicas, como sendo a concentragdo de HCOOH 10% v v! a
mais indicada.

Os graficos de superficies de resposta (Figura 10) obtidos do planejamento
experimental na determinacdo de Hg na amostra de gordura abdominal de rato, foram
plotados considerando-se o sinal de absorbancia obtido em funcdo da variacdo do tempo de
irradiacdo e a concentragdo do HCOOH (Figura 10A), em fung¢do da concentragdo do
HCOOH e a vazdo do géas de arraste (Figura 10B) e em funcdo do tempo de irradiacéo e a

vazao do gas de arraste (Figura 10C).
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Figura 10- Graéficos de superficies de resposta obtidos do planejamento experimental para a
introducdo da amostra de gordura abdominal usando PVG. (A- Tempo de irradiacdo x
Concentracdo de AF; B- Concentracdo X Vazédo de gés de arraste; C- Tempo de irradiacdo x
Vazao de géas de arraste).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Nos graficos de superficie de respostas para o planejamento experimental da
gordura abdominal dos roedores nao foi possivel observar um ponto de sela, uma vez que o
parametro de tempo de irradiacdo UV ndo gerou sinal para valores acima de 12 segundos, néo
possibilitando o ajuste das condigOes de trabalho. Mesmo diante da impossibilidade de ajuste
do planejamento experimental, ainda é possivel notar um valor de méximo para as condi¢es
estudadas.

No estudo das condicdes 6timas para a amostra de cerebelo, notamos na Figura
10A, que com o aumento do tempo de radiacdo UV, temos um aumento no sinal de
absorbéancia do analito, a partir de 9 segundos de exposi¢do a radiagdo UV. Entretanto,

considerando a concentracdo de HCOOH, os valores de maximos de absorbéncia, estdo na
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regido de maior tempo de irradiacdo UV (entre 10 e 12 segundos), e concentracfes de
HCOOH entre2e 9% v vi,

Considerando a variavel vazdo do gés de arraste (Figura 10C), verificamos que
podemos obter melhores valores de absorbancia se trabalharmos com vazdes de gas de arraste
entre 0,05 e 0,08 L min e ainda valores mais altos para o tempo de irradiacdo UV (10 a 12
segundos).

Assim, da mesma forma que foi observada no planejamento experimental para a
amostra de cerebelo, a Figura 10B demonstra a influéncia negativa do aumento da vazéo do
gés arraste na absorbancia do analito. Por outro lado, a variacdo da concentracdo de HCOOH,
apresenta menor influéncia na absor¢cdo do analito, no entanto, com a utilizacdo de
concentragdes mais baixas de HCOOH (até 15% v v1), tem-se um ganho de 20% na resposta
da absorc¢éo do analito.

Segundo Covaci (2017)., sdo esperados para o tempo de exposicéo a radiagdo UV,
valores de até 14 segundos, para amostras bioldgicas. Dessa forma, optou-se por realizar os
experimentos para geragdo fotoquimica de Hg® no tempo méaximo de 12 segundos em vazoes

de gas de arraste de 0,05 L min** e concentragdo de HCOOH de 10% v v!,

5.5 Validacdo estatistica do método de determinacéo de Hg utilizando PVG

Diversos autores reportaram na literatura (JESUS , 2014) que a geracao
fotoquimica de vapor é utilizada com sucesso para a determinacdo da concentracdo de Hg
total na amostra. Portanto, foi possivel estabelecer uma curva analitica a partir da diluicdo da
solucdo padro do analito (Hg*?), e adicionando-se as amostras organicas durante 0 processo
de preparo com &cido férmico em aquecimento.

A partir das curvas analiticas de calibracdo para cada amostra em estudo, foi
possivel determinar as figuras de mérito da metodologia desenvolvida neste trabalho, que

estdo apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4- Pardmetros de desempenho para as curvas obtidas para as amostras de trabalho.

Amostras
Parametros
DORM-2 TORT-2 Oyster Tissue  Cerebelo Gordu_ra
Abdominal
Faaiz 'L'_Tfar 0,15 - 30 0,12- 30 0,21- 30 015-25  0,22-30
Correlagdo dos ) 995, 0,9923 0,9961 0,9954 0,9931
dados (R?)
LOD (ug kg™ 0,05 0,04 0,07 0,04 0,08
LOQ (ug kg™ 0,15 0,21 0,13 0,14 0,12
DPR (%) 1,05 2,39 5,94 1,39 2,94

Fonte: elaborado pelo autor.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 4, a determinacdo de Hg nas
condicdes dispostas no trabalho, possibilitam a analise de amostras com concentracGes
reduzidas, a exemplo, para peixes ndo predadores, que segundo a legislacdo devem possuir
concentrago de até 0,52 mg kg™ de Hg.

Segundo Liu (2013), os intervalos esperados para LD e LQ em amostras
bioldgicas, nas condi¢Bes propostas, sdo de 0,02 — 0,06 pug kg e 0,09 — 1,2 ug kg?,
respectivamente.

Nas condi¢cdes propostas, 0 método se mostrou mais sensivel do que as técnicas
consolidadas, tais como HG-AAS e CV-AFS. Segundo Zheng (2010), os LOD’s
determinados por HG-AAS e CV-AFS, quando realizado a extracdo de Hg da amostra
utilizando HCOOH, s&o de 0,03 e 0,2 ug kg, respectivamente.

O desvio padrdo relativo (DPR%) é um dos parametros que podem ser levados em
consideragdo para a determinacdo da precisdo de um metodo. Os valores mostrados na Tabela
4, demonstram que existe pouca variacdo dentro de uma analise da mesma amostra utilizando
a PVG nas condigBes descritas no trabalho. A maior discrepancia foi observada para a
amostra com menor valor de concentragdo (Oyster Tissue), no entanto, 0 maior valor na
variacdo ainda pode ser considerado aceitavel e 0 método preciso.

Para a determinacgdo da exatiddo do método foi feita a comparacédo estatistica do

valor encontrado e do valor certificado, além do célculo da recuperacéo percentual do método.
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Tabela 5 - Teor de Hg (mg kg-1) nas amostras de material de referéncia determinado por PVG
(média £ SD; n=3).

Elemento DORM-2 Oyster Tissue TORT-2
(mg kg™ Valor Valor Valor Valor Valor Valor
g&g observado referéncia observado referéncia  observado  referéncia
0,0386 + 0,0371 +
Hg 459+0,12 4,64+0,26 0,0020 0,0013 0,28 +£0,03 0,27+0,06
teal 0,159 2,498 0,487
Recup. (%) 98,92 104,04 103,70

Fonte: elaborado pelo autor.

Segundo o que pode ser observado na Tabela 5, 0 método € considerado exato,
sendo que sua exatiddo pode ser comprovada pela semelhanga dos valores de concentragao de
Hg nas amostras dos materiais de referéncia certificados. O método demonstrou uma
recuperacdo situado dentro do intervalo aceito pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(80 — 120%).

5.6 Determinacéo do teor de Hg em cerebelo e gordura abdominal dos roedores

Para aplicacdo da metodologia de PVG e detec¢do por absorcéo atbmica proposta,
foi determinado o teor total de Hg nas amostras de cerebelo e gordura abdominal de roedores
expostos a uma contaminacdo controlada de metilmercdrio para estudos da influéncia dessa
contaminacdo no quadro neurolégico dos roedores no LABICONTE (Laboratério da Biologia
da Cicatrizacdo, Ontogenia e Nutricdo de Tecidos). Os valores determinados encontrados

estdo dispostos na Tabela 6.

Tabela 6- Teores de Hg (mg kg-1) nas amostras de cerebelo e gordura abdominal por PVG
(média £ SD; n=3).

Amostra Teor (mg kg?)
Cerebelo 2863,0+0,1
Gordura abdominal 776,4+0,1

Fonte: elaborado pelo autor.
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Conforme descrito na Tabela 6, as analises de cada amostra foram realizadas em
triplicata para verificar os desvios relativos as médias apresentadas.

Como mostrado na Tabela 6, a contaminacdo por Hg realizada pelo grupo
LABICONTE, confere um aumento bastante significativo da concentracdo de Hg depositado
(acumulado) nas amostras de cerebelo e gordura abdominal analisadas. Em amostras de pélo
dos roedores expostos ao protocolo de contaminacdo do grupo LABICONTE, e analises
realizadas em outros laboratoérios utilizando-se a técnica de vapor frio e deteccéo por absorcéo
atbmica, foram determinados valores de aproximadamente 300 mg kg* de Hg. Esses valores
encontrados nas amostras de pélos séo bem superiores aos teores totais determinados de Hg
em cabelo de individuos que sofreram intoxicagédo por esse metal (0,5 mg kg?) (PINO , 2018).

Esses valores encontrados na amostra de cerebelo reforcam a teoria da alta
probabilidade de deposicdo de metilHg nessa area do sistema biolégico do roedor, superando
a concentracdo encontrada nas demais amostras analisadas (pélo e gordura abdominal).
Estudos relacionados a quantificacdo de Hg no cerebelo de pessoas contaminadas por Hg
apresentam valores consideravelmente abaixo (0,69 mg kg™) (WARFVINGE , 2000). Dessa
forma, pode-se afirmar que a acdo do protocolo de contaminacdo do grupo LABICONTE, tem
efetividade, e que a maior parte do metilHg administrado para os roedores se deposita na
regido do cerebelo.

Para a amostra de gordura abdominal esperava-se uma concentracdo de Hg bem
elevada, devido a capacidade lipossoluvel do metil-Hg quando complexado na forma organica
(GOLDMAN , 2012). A literatura traz alguns trabalhos que fazem associacdo aos diferentes
efeitos da exposicdo ao Hg em roedores com obesidade (KAWAKAMI , 2012), e ao aumento
da concentracdo de Hg total no sangue em individuos com sobrepeso (PARK , 2017) quando

submetidos a uma contaminacao controlada de Hg.
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6 CONCLUSAO

A geracdo fotoguimica de vapor (PVG) para a determinacdo de Hg (total) em
amostras biologicas, mostrou-se uma técnica viavel de baixo custo e alta sensibilidades na
quantificacdo de Hg por AAS.

A extracdo de Hg por meio da utilizacdo de &cido formico sob aquecimento,
mostrou-se efetiva, extraindo a quantidade de Hg total presente nas amostras de materiais de
referéncia certificados, possibilitando a analise posterior do analito pelo método proposto.

A escolha adequada do separador gas-liquido (SGL) empregado no sistema,
permitiu a reprodutibilidade do método e a separacdo efetiva da espécie volatil de Hg
formada de sua matriz presente na fase liquida.

O estudo e otimizacgdo das variaveis tipo e concentracdo do acido organico de
baixo peso molecular, tempo de irradiacdo UV e vazao do gas de arraste, resultaram em
um ganho de 700% de sinal de absorbancia do analito.

A exatiddo e a precisdo do meétodo foram comprovadas pela analise dos
materiais de referéncia certificados, que apresentaram percentuais de recuperacao acima
de 98%, com uma variacdo maxima de 5 % entre as anélises realizadas.

A otimizacdo dos pardmetros do método utilizando um planejamento experimental
multivariado, possibilitou a quantificacdo de Hg total nas amostras de cerebelo e de gordura

abdominal de roedores.
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