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Resumo

O Hg é um metal que se apresenta como Varias espécies toxicas no meio ambiente,
bioacumulando e biomagnificando em seres vivos. O objetivo deste trabalho € validar e aplicar
uma metodologia de analise de mercurio organico e total em cabelos de individuos de
comunidades indigenas ou ribeirinhas da Amazénia. Com esse intuito, foi analisado mercdrio
total em 17 amostras reais de cabelo e material de referéncia certificado para validacdo das
metodologias propostas com detecgédo por espectroscopia de absorc¢do atdmica com atomizacao
por dessorcao térmica (TDAAS). A faixa linear para determinacao de THg é de 0,1 a 90 ng de
Hg, com LQ = 0,1 ng. A recuperacdo obtida ao determinar a concentracdo THg no material
BCR 397 foi de 86,2%. Para analise de Hgorg, foram testados dois métodos de extragdo, nos
quais os resultados se mostraram coerentes para o material de referéncia certificado BCR 397.
A Eluicéo através de coluna de troca ibnica seguida de espectroscopia de absor¢do atbmica com
vapor frio (CV-AAS) foi testada como uma técnica de separagdo de metilmercdrio, na qual o
LQ foi de 0,84 ng. Também foi utilizada a lixiviagdo acida com HCI 4% seguida por TDAAS
como método de determinagdo de Hgorg. Os resultados de THg obtidos para as amostras de
cabelo reais sdo parecidos com os de outros trabalhos, mas os de Hgorg S80 divergentes de dados

da literatura consultada.



Abstract

Hg is a metal that presents itself as various toxic species in the environment, bioaccumulating
and biomagnifying in living beings. The objective of this work is to validate and apply a
methodology for the analysis of organic and total mercury in hair of individuals from
indigenous or riverside communities of the Amazon. For this purpose, total mercury was
analyzed in 17 real hair samples and certified reference material to validate the proposed
methodologies with detection by thermal desorption atomization atomic absorption
spectroscopy (TDAAS). The linear range for THg determination is from 0.1 to 90 ng of Hg,
with LQ = 0.1 ng. The recovery obtained when determining the THg concentration in BCR 397
material was 86.2%. For Hgorg analysis, two extraction methods were tested in which the results
were consistent for the BCR 397 certified reference material. Elution by ion exchange column
followed by cold vapor atomic absorption spectroscopy (CV-AAS) was tested as a
methylmercury separation technique in which the LQ was 0.84 ng. Acid leaching with 4% HCI
followed by TDAAS was also used as the Hgorg determination method. The THg results
obtained for the real hair samples are similar to those of other works, but those of Hgorg are

divergent from data from the consulted literature.
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1. Introducéo

Mercurio (Hg) € um metal considerado toxico para varias espécies de seres Vivos
(PUGA et al., 2016). Suas espécies sdo soluveis em agua e gorduras, logo, apresentam alta
mobilidade em meio bioldgico, e podem causar efeitos negativos na satde humana (EKINO et
al., 2007). Dentre essas espécies, 0s organomercuriais (compostos de Hg ligados
covalentemente a grupos organicos) sdo as de maior preocupacdo ambiental, porque sdo
conhecidas toxinas que afetam o sistema nervoso humano, podendo levar a deficiéncias
intelectuais em pessoas contaminadas (BECKERS; RINKLEBE, 2017).

Em 1950, na baia de Minamata no Japdo, uma industria de cloreto de polivinila que
utilizava Hg como catalisador derramou acidentalmente rejeitos no canal de drenagem, que
contaminou a biota marinha na regido com concentrages de mercurio de até 39,0 pug.g™t. Como
consequéncia do fenbmeno de bioacumulacdo, a concentracdo em humanos que consumiam
frutos do mar da regido chegou a 140 pg.gre as sequelas causadas por essa contaminagio
ficaram conhecidas como doenca de Minamata (EKINO et al., 2007; HARADA, 1995).

A contaminacgédo de metais tracos em humanos pode ser avaliada pela analise de cabelo,
que é um tipo de amostra que apresenta algumas vantagens: 0os métodos de amostragem usados
para coleta desse tipo de material sdo ndo-invasivos, 0 armazenamento das amostras ndo requer
nenhuma condicao especial (resfriamento, controle de pH, etc.) e o transporte é realizado com

facilidade devido ao volume pequeno.

Os cabelos sdo tecidos formados de cadeias de a-queratina, da qual fazem parte
aminoacidos com grupos tiol (R-S-H) pelos quais 0 Hg (e outros metais) tem alta afinidade. A
taxa de crescimento de cabelo é aproximadamente 10 mm.més? e 90% de seus foliculos séo
ativos, o que possibilita a agregacdo dos metais em circulagcdo no sangue a esse tecido e, faz
com gue a concentracdo do analito neste reflita habitos nutricionais e de satde de um individuo
(POZEBON; SCHEFFLER; DRESSLER, 2017).

As metodologias para especiacao de mercdrio em cabelo humano envolvem a extracdo
dessas espécies para solucao ou a digestdo completa das amostras, e esses S80 processos de aos
quais estdo associados alguns erros e dificuldades analiticas, principalmente a perda do analito
e contaminacdo das amostras. Ha, entdo, uma necessidade de avaliacdo e validacdo das
metodologias antes de aplica-las, para garantir a qualidade dos resultados (EURACHEM,
2014).



A deteccdo de merclirio em cabelo pode ser feita com a técnica analitica de
espectroscopia de absorcdo atémica (AAS), acoplada ou ndo a técnicas cromatograficas, que

realizam a separagdo das diversas espécies de Hg (CLOUGH et al., 2018).

A base tedrica da AAS é sustentada no fendmeno de absor¢édo de radiacdo por a&tomos
livres de um elemento. O detector do equipamento mede a diferenca da intensidade de um feixe
de luz antes e depois da incidéncia deste nos &tomos do analito. A diferenca de intensidade gera
um sinal de absorbancia que é proporcional a concentragdo do analito na amostra (SKOOG,;
HOLLER; CROUCH, 2007).

Com o intuito de avaliar a contaminacdo por mercurio de individuos de duas
comunidades indigena e ribeirinha da Amazonia, a proposta deste trabalho é determinar a
concentracdo de Hg em cabelos com enfoque na deteccdo dos organomercuriais, utilizando

técnicas de espectroscopia de absorcao atbmica e métodos de separagéo.



2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

e Validar e aplicar uma metodologia de especiacdo de mercurio em amostras de

cabelos de populag6es indigenas e ribeirinhas.
2.2 Objetivos especificos

e Otimizar uma metodologia de analise de espécies organicas de mercurio em
cabelo humano;
e determinar figuras de mérito para validacdo da metodologia otimizada;

e gerar dados sobre especiacdo de mercdrio em amostras de interesse ambiental.



3. Referencial Bibliografico
3.1 Andlise de especiacéo

No passado, métodos quantitativos para analise de metais e metaloides eram
desenvolvidos para determinar a concentragéo total de um elemento, sem considerar que as
diferentes espécies dos elementos influenciam nas interacdes e reacdes nas quais estes se
envolvem. A medida que foi se entendendo a importancia dessas espécies nos processos
ambientais, surgiram metodologias analiticas para analisar separadamente as formas quimicas
de interesse. Analise de especiacdo foi o nome pelo qual essas metodologias ficaram conhecidas
(LUND, 1990).

Espécies quimicas sdo diferentes estados em que um elemento pode se encontrar na
natureza. Sdo consideradas espécies diferentes de um mesmo elemento: ions em estados de
oxidacao distintos (Ex.: Fe?*, Fe®"), diferentes compostos organometalicos de um mesmo metal
(Ex.: CHszHg", CH3CH2Hg"), ou mesmo substancias inorganicas distintas contendo um mesmo
atomo central (Ex.: NH4", NO3", NO2).

Anaélises de especiacdo sdo aplicadas a determinacéo de compostos inorganicos, metais,
metaloides, alguns ametais (fosforo, nitrogénio, enxofre) e compostos organometalicos. As
analises organicas, apesar de envolverem a determinacdo de espécies quimicas a nivel

molecular, ndo séo incluidas no termo em discussdo (LUND, 1990).

Nem todas as espécies de um elemento podem ser determinadas individualmente, mas
aquelas que apresentam estados termodinamicamente estaveis podem ser diretamente

detectadas, previamente separadas ou derivatizadas.
3.1.1 Especiagdo de metais trago

A especiacdo de metais traco apresenta maiores desafios analiticos. Isso porque as
concentracOes das espécies individuais sdo ainda mais baixas do que a concentracédo total do
elemento, fazendo-se necessarios limites de quantificagdo na ordem de ppt ou a utilizagdo de

técnicas de pré-concentracéo.

Além do limite de quantificacdo, a sensibilidade e seletividade sdo também aspectos que
contribuem para a dificuldade de analises de especiacdo quimica. As espectroscopias de
emissao e absorcao atbmica, duas das técnicas mais utilizadas em anélises de metais traco, ndo

sdo seletivas para espécies individuais, no entanto podem ser combinadas com cromatografia
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liquida ou gasosa, formando métodos com alta seletividade, devido a separagdo cromatografica
e alta sensibilidade oferecida pela deteccéo por AES ou AAS (CLOUGH et al., 2018).

Atualmente, o uso de cromatografia liquida combinada com espectrometria de massas
(HPLC-ICP-MS) ou espectroscopia de emissdao atbmica (HPLC-ICP-AES) é mais comum nos
trabalhos de analise de especiacgdo, isso porque permite a separacao de espécies de amostras em
solucdo liquida por meio de vérias opcbes de colunas cromatograficas e conta com a alta
sensibilidade e limites de quantificacdo dos detectores com plasma indutivamente acoplado
(CLOUGH et al., 2018).

Com os recentes desenvolvimentos em sintese de nanomateriais, surgiram varios
trabalhos mostrando que nanosensores eletroquimicos e espectroscopicos podem ser usados em
analises de especiacdo em variados tipos de amostras. As amostras em que mais comumente
sdo aplicados esses materiais é agua, devido a conveniéncia de realizar as analises em amostras
que ja sao liquidas e ao objetivo de desenvolver métodos que podem ser utilizados com
equipamentos portateis em analises in situ (COSTAS-MORA et al., 2014; GUO et al., 2016;
LIU etal., 2016; ZHANG et al., 2014).

Uma dificuldade do trabalho com sensores é a seletividade, pois ainda ndo ha o controle
desejado, durante a sua sintese, sobre a composicao quimica e homogeneidade do produto. Esse
problema leva a duvidas nos mecanismos de ligacdo do sensor ao analito e a incertezas a

respeito da emissao do sinal no equipamento.
3.2 Especiacao de Hg

Anélises de especiacdo de mercdrio podem ser realizadas com uma ampla variedade de
técnicas instrumentais: espectroscopia de absorcdo atbmica, espectroscopia de fluorescéncia
atdbmica, cromatografia liquida e cromatografia gasosa. Quando se utiliza as técnicas
espectroscépicas de absorcdo ou fluorescéncia atdbmica, a especiacdo é feita no preparo de
amostra, entdo as soluc¢des contendo cada espécie sdo inseridas no equipamento separadamente.
Além dessas, existem técnicas baseadas em sensores eletroquimicos ou espectroscopicos
(AMDE et al., 2016; CLOUGH et al., 2018; POZEBON; SCHEFFLER; DRESSLER, 2017).

Nas espectroscopias de absorcdo atdmica e fluorescéncia atdbmica, as formas de atomizar
os analitos variam. Os instrumentos mais comuns utilizam a estratégia de vapor frio, ou geracao
de vapor quimico (CVAAS e CVAFS), que consiste em fazer uma reacdo do mercurio presente

na amostra com um agente redutor para que seja formado um vapor de mercurio elementar no
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frasco reacional. O vapor gerado é arrastado por um gas inerte até a célula analitica para a
deteccdo (GIL et al., 2015).

As técnicas de geracdo de vapor tém como principal limitacdo a restricdo a amostras
liquidas. Isso significa que sdo necessarias etapas de preparo de amostra, nas quais ocorre maior
introducdo de erros em analises quimicas. Outro aspecto é que ha maior producao de residuos
quimicos por causa do uso de reagentes toxicos ou de dificil tratamento como cloreto estanoso,

tetrahidroborato de sddio e permanganato de potassio.

Atomizacdo eletrotérmica (ETAAS) e dessorcdo térmica (TDAAS) sdo técnicas que
fazem uso de altas temperaturas para formar &tomos de mercurio livres. Na ETAAS a amostra
é colocada em um forno cilindrico de grafite que é aquecido por resisténcia elétrica com uma
programacéo de temperatura, que pode chegar a 3000°C (BERMEJO-BARRERA et al., 1999).
Na TDAAS, a amostra, por meio de um recipiente amostrador, é introduzida em uma camara
quente e pirolisada para decomposicdo da matriz, e em seguida o analito é atomizado também
pelo calor da cAmara e célula analitica. Os equipamentos com dessorcdo térmica podem ainda
conter uma etapa de amalgamacao de mercurio em uma folha de ouro, que depois é aquecida
para liberar o analito (REIS et al., 2015)

Utilizar as técnicas ETAAS e TDAAS oferece as seguintes vantagens: analisar amostras
solidas, o que dispensa etapas de digestdo de amostras; limites de detecgdo e quantificagdo
menores em relacdo a geracdo de vapor frio ou quimico, devido maior tempo de contato da
radiacdo com o analito; e possibilidade de fazer especiacdo diretamente no equipamento

utilizando controle de temperatura.

Uma das técnicas usadas neste trabalho para as analises de mercurio é a espectroscopia
de absor¢do atdbmica com dessorcao térmica (TDAAS). No equipamento usado, RA-915" com
acessorio PYRO-915%, a amostra contida em um boat de quartzo ¢ inserida no equipamento e
aquecida (Figura 1). A unidade PYRO-915", responsavel pela pirélise da amostra, é composta
de duas camaras de aquecimento e uma célula analitica pirolitica. Cada camara é aquecida
independentemente a temperaturas de 280-800°C para decompor toda a matriz da amostra e
reduzir, atomizar e vaporizar o mercdrio presente nela, criando um vapor do metal que €
transportado por uma corrente de ar até a célula analitica. Para fazer a especiacao, € necessario

que espécies sejam separadas no preparo de amostra.
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Figura 1 - Esquema do equipamento RA-915* acoplado ao PYRO-915". 1 — Amostra dentro
do boat de quartzo, 2 — primeira cdmara de aquecimento, 3 — segunda cAmara de aquecimento,
4 — célula analitica pirolitica, 5 — espelho, 6 — filtro de ar, 7 — saida de ar, 8 — detector, 9 —
lampada de mercurio, 10 — computador (PANICHEV; PANICHEVA, 2015)

Uma lampada de Hg é a fonte de radiacdo do equipamento e na célula analitica, os
atomos de Hg absorvem a radiacdo incidida neles. Essa célula contém janelas de quartzo e
espelhos, que refletem a radiacdo para a direcdo do fotodetector. A ldmpada emite radiacdo
continuamente em um campo magnético e, pela acdo de um modulador magnético, a linha
espectral do mercurio com comprimento de onda A=254 nm ¢é desdobrada em trés componentes
polarizadas: ¢-, 7, 6+ (Efeito Zeeman) e Somente a radiacdo das componentes - S840 detectadas

pelo fotodetector.

O fotodetector faz a leitura de uma componente - na linha de absorcéo e outra fora
desta. A medida que o vapor de mercdrio entra, a componente na linha de absorcéo ¢ atenuada
e a diferenca entre as duas aumenta. Como a diferenca lida entre as duas componentes o- €
menor do que a largura de bandas de absorcdo molecular e de espalhamento, a interferéncia
causada pela fumaca produzida pela queima da matriz ou pelo vapor de 4gua da amostra é
diminuida. O sinal é mostrado em um software instalado em um computador, onde é calculada

a area sobre a curva de absorc¢do gerada para cada amostra (SHOLUPOQV et al., 2004)

Alguns instrumentos de TDAAS também possibilitam o controle de temperatura das
camaras (RUMAYOR et al., 2015).As diferentes espécies de mercdrio presentes nas amostras

sdo atomizadas em temperaturas diferentes, entdo, com um programa de temperatura, é possivel
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fazer com que essas espécies sejam detectadas em tempos separados. A identificacdo dos picos

é feita utilizando padrées das espécies de mercdrio (RUMAYOR et al., 2016).

Os padrdes de espécies organomercuriais também sdo necessarios na cromatografia
gasosa, mas nesta a separacdo das especies de mercdrio organico ocorre, na coluna
cromatografica, pela diferenca de volatilidade entre elas. Para o uso de cromatografia gasosa, a
amostra precisa ser volatilizada antes ou no momento de injecdo. Entdo, além das etapas de
digestdo e extracdo, é necessaria outra de derivatizacdo para gerar analitos volateis. Apesar da
adicdo de uma etapa antes da analise, 0 que ocasiona mais erros analiticos, é possivel conseguir
LDs e LQs da ordem de ng.g™ com GC-ICPMS (LAFFONT et al., 2013).

Outra alternativa € a cromatografia liquida de alta eficiéncia, que pode ser usada com
amostras em solventes ndo volateis e consegue LDs e LQs na faixa de ng/L (POZEBON,;
SCHEFFLER; DRESSLER, 2017). Uma desvantagem é que os detectores mais usuais nao sao
sensiveis a mercurio, logo é preciso fazer hifenacdo com técnicas como ICPMS e CVAFS (DE
QUADROS et al., 2014; POLES, 2016) ou fazer derivatizacdo do analito (HASHEMI-
MOGHADDAM; SABER-TEHRANI, 2008).

3.3 Metodos de especiacdo de Hg em cabelo
3.3.1 Preparo de amostras

Antes da analise, as amostras tém que passar por um tratamento para garantir que
estejam homogéneas e na forma adequada para serem inseridas nos equipamentos. Para a
extracdo de espécies de mercurio é comum a abertura de amostras de cabelo com solucdes
acidas ou basicas (DOREA; MARQUES; ABREU, 2014; KRAWCZYK; STANISZ, 2016;
SALAZAR-CAMACHO et al., 2017). Para que o cabelo seja totalmente digerido, além do uso
dessas solucGes acidas ou basicas, é necessario aplicar algum tipo de energia para auxiliar o
processo. Os aparatos mais comumente utilizados s&o micro-ondas (KRAWCZYK; STANISZ,
2016; QUEIPO ABAD; RODRIGUEZ-GONZALEZ; GARCIA ALONSO, 2016) e blocos
digestores (CZERNY et al., 2014; DOREA; MARQUES; ABREU, 2014; FAIAL et al., 2015).

E possivel também fazer apenas a lixiviacdo do analito. Nessa técnica os analitos s&o
extraidos do cabelo com solucdes acidas ou basicas contendo agentes complexantes. No contato
com essa fase aquosa, as ligagcdes entre as proteinas do cabelo e o metal rompem-se e 0 analito
¢ “sequestrado” para a fase liquida, de onde pode ser extraido ou diretamente analisado
(BERMEJO-BARRERA et al., 1999).



No trabalho realizado por Kratzer et al. (1994), foi mostrada a otimizagao dos processos
de extracdo de MeHg de cabelos fortificados com Me?®Hg (is6topo radiometricamente
rastreavel). Foram testadas solu¢des de HCI, H2SO4, NaOH e KOH, e ap0s o tratamento com
essas soluces, realizou-se extracdo liquido-liquido com benzeno, seguido por adi¢do de agua
e evaporacao do solvente organico, para fazer o analito migrar novamente para solugdo aquosa.
Foi observado pelos autores que a lixiviacdo com solucdes de HCI e H2SO4 a 90-95°C causa a
perda do analito por volatilizacdo e degradacdo. Por outro lado, a lixiviagdo com solucdes de
NaOH ou KOH 10 mol.L, sob a mesma temperatura, ndo promove perdas aparente, a julgar
pelos valores elevados de recuperacgdo do Me?%Hg.

3.3.2 Metodologias analiticas de especiacdo de Hg em cabelo

Além das diferentes técnicas instrumentais, sdo reportadas na literatura varias

metodologias para a especiacdo de Hg em cabelo, e nesse topico algumas serdo apresentadas.

Em um caso de contaminacdo por ingestdo de cloreto de mercurio, foi realizado um
estudo da concentracdo de mercurio inorganico e organico no cabelo da paciente contaminada.
Para a determinacdo de Hg inorganico por CVAAS, o cabelo foi submetido a digestdo com
aquecimento e solucdo basica (NaOH 40%) e a analise foi feita com adicdo de cloreto estanoso

para a reducdo rapida do mercurio inorganico.

Para determinar a fracdo organica do metal toxico, esta foi extraida dos cabelos por meio
de duas lixiviagGes consecutivas com HCI 1 N e os extratos foram analisados por CVAAS,
utilizando solucéo de cloreto de caAdmio e cloreto estanoso para a reducdo do mercdrio total na
solucdo (SUZUKI et al., 1992). A limitacdo desta metodologia é a impossibilidade de analisar
separadamente as espécies de mercudrio organico nas amostras, pois ndo é garantido que apenas

o metilmercurio é extraido com o HCI 1N.

Em outro estudo, além de cabelo humano, foi determinada a concentracdo de
metilmercirio em peixes coletados na bacia do Rio Tapajés. A preocupacdo com a
contaminacdo de mercurio gerada por atividades de mineracdo de ouro na Amazénia levou a
realizacdo do trabalho feito com essas amostras. Para determinacdo de mercurio total, foi feita
digestdo &cida das amostras e analise por CVAAS. Para anélise de MeHg, os cabelos foram
lavados, digeridos com HCI 2N a 100°C por 5 min, e fez-se a extragdo da espécie organica em
benzeno. A fase orgénica foi injetada em um cromatografo gasoso com uma coluna empacotada
e deteccdo por captura de elétrons (GC-ECD) (AKAGI et al., 1995).



O uso da técnica GC-ECD é uma boa alternativa para analise de MeHg, entretanto é
necessaria atencao para 0s componentes da matriz da amostra presentes na solucéo final que é
injetada, porque o detector ECD ¢ sensivel a compostos halogenados que podem estar contidos
no eluente da coluna. Por esse motivo, é comum o uso de outros métodos cromatograficos mais
robustos (DELAFIORI; RING; FUREY, 2016) ou metodologias de espectroscopia atbmica
(CLOUGH et al., 2018).

Um exemplo é a determinacdo de metilmercdrio em cabelo por ETAAS, no qual o
procedimento de lixiviagdo com 4&cido cloridrico, proposto por pesquisadores espanhdis
(BERMEJO-BARRERA et al., 1999), foi realizado seguindo as seguintes etapas: lavagem dos
cabelos com agua deionizada e acetona, pulverizagcdo das amostras em um moinho de bolas,
suspensdo de 0,2 g das particulas de cabelo em 3 ml de HCI 4 % (m/m) seguido de agitacdo
mecanica por 2 min, centrifugacdo a 2700 rpm por 20 min. Apos isso, 0 sobrenadante (contendo
a espécie MeHgq) foi retirado com pipeta de Pasteur e introduzido no instrumento. A limitacdo
deste trabalho é que ndo foi apresentado nenhum estudo (uma anélise cromatogréfica, por
exemplo) comprovando que apenas o0 metilmercdrio, e nenhuma outra espécie, foi extraido das

amostras.

Ao menos trés trabalhos da década de 2000 utilizam a técnica de espectroscopia de
fluorescéncia atdmica (AFS) acoplada com cromatografia gasosa (FENG et al., 2008;
GIBICAR et al., 2007; MONTUORI et al., 2004). Nas metodologias usadas nesses estudos, as
espécies de mercurio organico séo volatilizadas por meio de uma reacéo de alquilagdo, onde

um ligante halogénio é substituido por um grupo etil (Et) ou propil (Pr) (Eugagéo2).
MeHgXaq) + NaBR4(aq) - MeHgR () + NaBR3X(4q), Equacdo 2

X=Br,Cl e R=EtPr

O primeiro deles (MONTUORI et al., 2004) apresenta uma otimizacao de parametros
para extracdo de MeHg em cabelo e propde as seguintes condi¢des experimentais: digestdo
acida de 20 mg de amostra com 350 pL de HNO3 5 mol.L* a 100 °C por 120 min; derivatizaco
com tetraetilborato de sédio (NaBEts) (para volatilizar os analitos); amostragem por headspace-

SPME, separacdo cromatogréfica das espécies e deteccdo por CVAFS.

O segundo dos trabalhos citados (GIBICAR et al., 2007) utilizou um procedimento de
lixiviacdo &cida para extrair todo o mercurio nos cabelos, em seguida realizou-se extracao
liquido-liquido para transferéncia de MeHgBr e EtHgBr para diclorometano (CH2Cly),
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derivatizagdo com NaBPr4, pré-concentracdo das espécies gasosas em armadilha com resina
Tenax, separacdo cromatografica isotérmica, pirélise (para atomizar e reduzir 0s

organomercuriais a Hg®) e deteccdo por CVAFS.

E o terceiro (FENG et al., 2008), avalia a contaminacdo de mercurio em uma
comunidade chinesa proxima a area de mineracdo. Para a analise de Hg total, a abertura das
amostras de cabelo foi feita com mistura HNO3/H>SO4 em banho-maria (95°C) e a determinacéo
da concentracéo foi feita por CVAFS. Para a anélise de MeHg, foi seguido um procedimento
com digestdo basica das amostras (KOH), extracdo com solvente organico, derivatizacao
(etilagdo) e GC-CVAFS.

A cromatografia hifenada com técnicas espectroscopicas requer muitas etapas de
preparo de amostra, que é parte do método analitico com maior introducdo de erros, o que
caracteriza sua principal desvantagem. Outras desvantagens inclui a demora dos processos de
digestdo, extracdo e derivatizacdo e o alto custo das andlises devido os elevados precos dos

equipamentos e reagentes utilizados nas etapas de preparo.

Nos trabalhos mais recentes, além do uso de técnicas cromatograficas (DE QUADROS
et al., 2014; SALAZAR-CAMACHO et al., 2017), a espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) surge possibilitando o rastreamento da fonte de MeHg

através da assinatura isotdpica dos atomos de mercurio (LAFFONT et al., 2013; LI et al., 2014)

Também é notével o desenvolvimento de sensores que podem ser usados para
determinacdo espectrofotométrica de uma Unica espécie de mercurio (CHEN; LI; CHEN, 2014;
DUARTE et al., 2015; ZHANG et al., 2014). Apesar da utilidade, esses materiais ainda se
encontram em fase de desenvolvimento e otimizacdo, além disso, apresentam baixa capacidade
de reutilizacéo, dificil reproducéo das condicOes de sintese e baixa linearidade das faixas de

trabalho comparado a outros métodos instrumentais.
3.4 Mercurio no ambiente

Mercurio é o elemento quimico de nimero atdbmico 80. Um metal que pode ser
encontrado na forma neutra ou em seus dois cations com estados de oxidagdo estaveis: Hg* e
Hg?*. Em temperatura ambiente Hg® é um composto liquido, mas é mais encontrado na Terra
no mineral cinabrio (HgS) (LEE, 1999).
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No ambiente, o mercurio pode ser encontrado em espécies organicas (complexos com
uma ou mais ligagdes covalentes Hg-C) e inorganicas (cations livres, minerais, complexos com
anions inorganicos). Como existe interconversao entre essas espécies, € interessante estudar e
considerar o ciclo do mercurio no ambiente (ASCHNER; ONISHCHENKO; CECCATELLI,
2010) (Figura 2).
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Figura 2 - Ciclo do mercurio no ambiente (Adaptado de Beckers et al., 2017)

Nesse ciclo, a espécie Hg?* dissolvida em &guas superficiais é reduzida para Hg® por
bactérias e processos fotoquimicos e depois o metal é liberado para a atmosfera por
volatilizacdo. Uma vez na atmosfera, 0 Hg pode residir até um ano nesse ambiente, e esse tempo
é suficiente para que ele seja transportado até areas remotas do planeta, por isso ele é
considerado um poluente global.

A deposicdo do metal toxico na terra ou no mar acontece por meio da chuva e, em uma
escala menor, por adsor¢do em particulas de fuligem. Além disso, existe também o transporte

de mercurio em cursos de rios, mas este € menor comparado ao fluxo atmosférico.

As areas com maior concentragdo de mercurio sdo 0s continentes, porque apesar de
haver mais chuvas nos oceanos, a quantidade do poluente emitido em areas urbanas é maior,
entdo a atmosfera desses lugares tem uma concentracdo mais elevada do metal (MOREL,;

KRAEPIEL; AMYOT, 1998). As emissdes antropogénicas de mercurio incluem a industria de
12



cloro-alcali, de celulose, gerenciamento de residuos e queima de carvdo e combustiveis fdsseis.
No contexto brasileiro, e mais especificamente no bioma Amazonia, o garimpo (mineracao
artesanal de ouro) e os incéndios florestais causados por desmatamento sdo fatores que
contribuem para a liberagdo de mercirio no ambiente (CORDEIRO et al., 2002;
MICHELAZZO et al., 2010; WASSERMAN; HACON; WASSERMAN, 2003).

A influéncia de atividades humanas no ciclo do Hg foi estudada em um trabalho
publicado em 1992, onde se observou, por uma estimativa, que a emissdo total de mercurio na
Ameérica do Norte havia triplicado nos ultimos 150 anos antes da pesquisa, indicando a
possibilidade de que a maior parcela do metal no ar seja de origem antropica (SWAIN et al.,
1992).

Em aguas superficiais ndo poluidas, a concentracdo de Hg é de 1 a 20 ppt, sendo a maior
parte cations divalentes (Hg?*) complexados com ligantes organicos (grupos alquila, acidos
hamicos) ou inorganicos (cloretos, cloratos, sulfetos, sulfatos, hidroxidos, 6xidos). Na fase
solida, em solos e sedimentos, as concentracdes de Hg variam de 50 a 500 ng.g™ (ppb), e
geralmente 0,1 a 10% do total € MeHg. Em areas contaminadas com o metal, essa concentracdo
chega a ser até 50 vezes maior (BECKERS; RINKLEBE, 2017).

O mercurio dissolvido em &gua participa de rea¢des quimicas, fazendo troca de ligantes
nos complexos metalicos ou passando por processos de oxidacdo e reducdo. A hidrolise de
complexos metil-mercario (Equacdo 1) é um processo termodinamicamente favorecido, mas
cineticamente impedido, logo, para que essa reacdo ocorra € necessario a acao de mecanismos
enzimaticos ou fotoquimicos. 1sso faz com que esses compostos sejam relativamente estaveis
em meio aquoso (MOREL; KRAEPIEL; AMYOT, 1998).

CH;Hg*+ HY - CH, + Hg** Equacéo 1

3.5 Espécies de mercurio

Quando se faz uma avaliagdo de riscos, a concentracdo total de um metal em um
organismo ndo é suficiente para prever sua toxicidade, mobilidade ou biodisponibilidade. E
necessario fazer a especiacdo do elemento para identificar as diferentes formas do elemento na
amostra, formas estas que podem apresentar comportamentos fisicos e quimicos distintos
(ASCHNER; ONISHCHENKO; CECCATELLLI, 2010).
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Dentre as espécies organicas de maior interesse ambiental, o fenilmercurio e o
etoxietilmercudrio eram usados amplamente como agrotoxicos, entretanto seu uso ja foi banido
(BECKERS; RINKLEBE, 2017). Ja os compostos alquilmercurio, sdo citados na maior parte
dos trabalhos de especiacdo, porque estes sdo toxicos para seres humanos, e sdo ligados a riscos
de saude, principalmente deficiéncias neurolégicas (BJORKLUND et al., 2017; DOREA et al.,
2005; DOREA; MARQUES; ABREU, 2014; ZHANG; WONG, 2007).

3.5.1 Metilmercurio (MeHg)

O metilmercdrio é produzido por via bidtica, principalmente por bactérias redutoras de
sulfato, e, em menor proporcdo, por bactérias redutoras de ferro (DRISCOLL et al., 2013). A
metilagdo ocorre por meio da captacdo de Hg?* biodisponivel, mas é de dificil previsio porque

a biodisponibilidade do mercurio inorgénico néo é facilmente avaliada.

O céation metilmercurio (CHsHg") é raramente encontrado dessa forma no ambiente, e
esta geralmente coordenado a outros ligantes. O CH3Hg"™ é um acido de Lewis macio, e tem
afinidade por bases macias presentes no ambiente (R°, RS, CN-, I). A maioria dos complexos
de CHsHg" é formada com ligantes com atomos de enxofre em matéria organica dissolvida ou
em sedimentos, e em proteinas contendo cisteina em seres vivos (ASCHNER,;
ONISHCHENKO; CECCATELLI, 2010).

A solubilidade do metilmercurio em agua depende do ligante ao qual esta associado. O
fon CH3Hg" é tanto hidrofilico como lipofilico, o que permite a passagem da espécie por
membranas lipidicas e o seu transporte em meio aquoso (ASCHNER; ONISHCHENKO;
CECCATELLLI, 2010).

3.5.2 Dimetilmercuario (MezHg)

O MezHg é menos encontrado no ambiente do que o metilmercurio. Nao ha registros de
sua deteccdo em corpos de dgua doce. Pode ser encontrado em aguas oceanicas profundas, ,
sugerindo que sua formacédo é favorecida em ambientes com baixo teor de oxigénio. Nos
continentes, emissdes de Me;Hg foram observadas em aterros sanitarios na China (FENG,
2004) e Estados Unidos (REINHART et al., 2005).

E facilmente volatilizado e degradado a MeHg por radiagio UV-Vis, 0 que o torna uma
fonte de metilmercurio para atmosfera. Em contraste com o MeHg, é completamente
hidrofébico e como tem um grupo metila a mais, sua lipofilicidade é maior, facilitando ainda

mais a passagem por membranas lipidicas, aléem disso, é extremamente toxico ao sistema
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nervoso, devido a sua capacidade de atravessar a barreira sangue-cérebro (ASCHNER,;
ONISHCHENKO; CECCATELLLI, 2010).

3.5.3 Etilmercurio (EtHQ)

E encontrado no ambiente em concentragdes menores do que as de metilmercdrio e,
sendo menos estavel do que o MeHg, decompde-se facilmente em ambientes aquéticos. E mais
lipofilico do que MeHg, no entanto, menos solGvel em agua. E produzido na reacdo de
degradacdo do etilmercdriotiosalicilato de sodio (thimerosal), um antisséptico usado na

preservacao de vacinas.

A presenca de EtHg em humanos, na maioria das vezes, é consequéncia da imunizagdo
com vacinas contendo timerosal, cuja dose de vacina tipicamente administrada (0,5 mL) em
criancas contém 25 pg de mercurio (ASCHNER; ONISHCHENKO; CECCATELLI, 2010).
N&o existem registros de producdo dessa espécie por microbiota ou vias metabdlicas de
qualquer organismo e, como ndo & uma espéecie que entra em organismos por via da

alimentacdo, também ndo ha registros de biomagnificacdo de EtHg.
3.6 Bioacumulacéo e biomagnifica¢éo do Hg

As espécies de Hg nos sistemas aquaticos sdo captadas por bactérias, fitoplanctons e
zooplanctons nas aguas e sedimentos. No caso de bactérias, o processo de captacdo é
determinante para que ocorra a metilacéo e bioacumulacéo do metal (BECKERS; RINKLEBE,
2017).

O termo bioacumulacdo pode ser definido como o acimulo de um contaminante no
organismo de seres vivos. Além disso, esse conceito também envolve o entendimento de que a
concentracdo total de uma espécie bioacumulada € o resultado do balango entre captagédo e

excrecdo desta.

A biomagnificacdo, por sua vez, é o aumento da concentracdo do contaminante ao longo
dos niveis troficos de um ecossistema. Esta ligada a retencdo, em um predador, de um composto

que estava bioacumulado no organismo de sua presa (LEHNHERR, 2014).

O MeHg €é a espécie de mercario que tem maior capacidade de bioacumulacdo e
biomagnificagdo. Os compostos HgCl, e CH3HgCl séo difundidos para dentro de células, onde
se dissociam dos atomos de cloro e reagem com componentes intracelulares. Enquanto o Hg?*

complexa com material particulado celular que é excretado por microrganismos, 0 CHzHg"
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liga-se a uma fracdo soluvel que fica retida no meio intracelular (MOREL; KRAEPIEL;
AMYOT, 1998).

Além da lipofilicidade do CH3Hg", a afinidade por grupos tiolatos de aminoacidos
influenciam na retencao dessa espécie em seres vivos. Como no caso dos peixes, em que essa
espécie é encontrada majoritariamente no tecido muscular (formado de proteinas) (ASCHNER;
ONISHCHENKO; CECCATELLLI, 2010). A biomagnificacdo preferencial de MeHg pode ser
visualizada pela razéo de MeHg/Hg em diferentes amostras (MOREL; KRAEPIEL; AMYOT,
1998):

e 10% em agua;
e 15% em fitoplancton;
e 30% em zoopléancton;

e 95% em peixes.

A ocorréncia de merctrio em humanos € ligada principalmente ao consumo de peixes,
entretanto pode também estar associada ao consumo de outros alimentos de &reas contaminadas
(FENG et al., 2008), vacina contendo timerosal (DOREA; FARINA; ROCHA, 2013) e
exposicdo ocupacional (QUEIPO ABAD; RODRIGUEZ-GONZALEZ; GARCIA ALONSO,
2016).

3.7 Monitoramento de contaminacdo de humanos por mercurio no Brasil

O monitoramento do Hg e suas espécies € fundamental para a observacéo e identificacdo
de efeitos relacionados a exposicao a esses compostos toxicos. Assim faz-se necessaria a analise

desses analitos em amostras de material bioldgico de seres humanos.

A contaminagdo de mercdrio na Amazonia é estudada desde a década de 80 (COUTO;
CAMARA; SABROZA, 1988; PFEIFFER; DE LACERDA, 1988), mas a realizagdo de
trabalhos com este tema continua até os dias atuais. No trabalho de MORAES PINTO et al.
(2019) é observado que o numero de artigos publicados na base Web of Science contendo os
topicos “mercurio” e “Amazdnia” nao apresenta decréscimo significativo nos ultimos anos,

evidenciando que este ainda é um tema relevante para a pesquisa brasileira.

O Quadro 1 apresenta artigos indexados na Web of Science nos quais foi analisado
mercurio em amostras de material biolégico humano no Brasil nos anos de 2014 a 2018.
Observa-se que, dos nove artigos encontrados na busca, oito sdo pesquisas realizadas com

comunidades da Amazonia, evidenciando o maior interesse nesse ambiente, que é um foco de
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contaminacdo por mercurio no Brasil devido a ocorréncia natural de mercurio na composi¢ao
geoldgica da regido e as contribuicdes antropogénicas como garimpo e desmatamento por

gueimadas.

Pode-se verificar que, dos nove trabalhos apresentados no Quadro 1, seis mostram
populacdes com niveis de mercurio no cabelo mais altos do que o recomendado pela
Organizacdo Mundial de Salde para pessoas que comem peixe diariamente (10 pg.gl),
evidenciando o risco ao qual essas comunidades estdo expostas (ARRIFANO et al., 2018; DOS
SANTOS FREITAS et al., 2018; FAIAL et al., 2015; FEITOSA-SANTANA et al., 2018;
HOSHINO et al., 2015; MARINHO et al., 2014).
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Quadro 1- Publicacdes sobre anélise de mercurio em amostras humanas no Brasil durante o periodo de 2014 a 2018

Referéncia Area de amostragem Matriz de Meétodos de analise Concentracdo media de mercurio
amostras (ng.g™h
MARINHO et al., 2014 Sao Luis do Tapajos (PA) (n = 40), | cabelo THg — CVAAS S.L.do Tapajés: [THg] =11,41+7,16
Barreiras (PA) (n = 37) e Maranhéo MeHg — GC-ECD [MeHg] = 10,30 + 7,67
(PA) (n=139) Barreiras: [THg] =5,64 + 5,55
[MeHg] = 5,20 + 5,06
Maranhdo: [THg] =2,27 + 1,84
[MeHg] =2,11 + 1,82
DOREA; MARQUES; ABREU, | Itapud (RO) (n = 91) e Bom Futuro | cabelo THg — CVAAS Itapud - [THg] = 3,5
2014 (RO) (n=218) Bom Futuro - [THg] =2,2
HOSHINO et al., 2015 Lago do Puruzinho (AM) (n = 38) cabelo THg - CVAAS [THg] = 11,26
FAIAL etal., 2015 Barreiras (PA) (n = 141) cabelo THg — CVAAS [THg] = 13,99; [MeHg] = 10,91
MeHg - GC-ECD
REBELO et al., 2017 Distrito Federal (n = 224) leite materno | THg — CVAFS [THg] = 2,56 £ 1,7; [MeHg] = 0,19 +
MeHg — GC-pyro-AFS | 0,28
CERBINO et al., 2018 Cinco comunidades nas margens dos | cabelo e leite | Leite — ETAAS Cabelo - [THg] = 4,49
rios Negro e Madeira (n = 27) materno Cabelo - TDAAS Leite materno — [THg] = 0,196
FEITOSA-SANTANA et al., 2018 | Lago Puruzinho (RO) (n = 23) cabelo THg - CVAAS [THg] = 18,4 £ 8,7
DOS SANTOS FREITAS et al., | Sdo Luis do Tapajés (PA) (n = 41), | cabelo THg - CVAAS [THg] = 4,98 £5,38
2018 Barreiras (PA) (n =71)
ARRIFANO et al., 2018 Caraipé (PA) (n =37) cabelo GC-pyro-AFS [THg] = 12*; [MeHg] = 10,9*

n — ndmero de amostras, * - mediana
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4. Materiais e métodos

4.1. Amostragem

Os cabelos analisados foram coletados em um projeto anterior, coordenado pelo prof.
Dr. Antonio Carneiro Barbosa, em expedicGes feitas na década de 1990, em que, além dos
cabelos, foram coletados questionarios com informacg6es sobre a dieta dos individuos e peixes
do Rio Fresco. O corte de cabelo foi feito na regido do escalpo, proximo a raiz e o
armazenamento foi feito em envelopes de papel. (SILVA, 1994).

Situada no estado do Para, a rea de amostragem € a bacia do Rio Fresco, um tributario
do Rio Xingu no norte do Para. Este & um local onde a mineragdo de ouro € uma atividade
realizada desde os anos 1980 e sabe-se que houve introducdo de mercurio de origem
antropogénica nas aguas do Rio Fresco (BARBOSA et al., 1995). Dentre as populacBes que
vivem nas proximidades deste rio, foram coletadas amostras da aldeia indigena Goroti-re e de
uma comunidade de ribeirinhos de So Félix do Xinga.

SAO FELIX DO XINGU

RIO FRESCO
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55 W S0° W a5° W
1 1 1

® CUMARU DO NORTE
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T
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[ |Brasi - Rio Fresco — Rio Trairdo

|_| Amazonia Brasileira @® Altamira — Rio da Ponte

[ |para @® Szo Félix do Xingu A Garimpo ; -
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Figura 3 — Area de amostragem
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A aldeia Goroti-re faz parte da Reserva Kayapo e os seus habitantes tém como a caca e
pesca as princiais fontes de proteina animal na alimentacéo, e o consumo de peixe é geralmente
feito semanalmente. De modo similar aos Gorotire, os ribeirinhos de Sdo Félix do Xingu séo
integrantes de uma comunidade em que a maioria das pessoas consome peixe pelo menos uma

vez por semana, segundo informac6es coletadas pelos questionarios (Tabela 1).

Antes da amostragem dos cabelos utilizados nesse trabalho, havia trés princiais
garimpos, proximos a cidade de Cumaru do Norte (Figura 3), que contribuiam para emissdo de
mercario no Rio Fresco. O metal era carregado para esse rio através de seus tributarios,

principalmente o Rio Arraias e o Rio da Ponte, nos quais os garimpos estéo localizados.

Segundo estudo com satélites do Istituto Nacional de Pesquisas Espacias (INPE), entre
0s anos 1984 e 1986 ja era possivel observar um aumento de s6lidos suspensos nas aguas do
Rio Fresco, atriblido ao avanco do processo de ocupacao da regido e ao surgimento de novos
sitios de extracdo mineral (MARTINI, 1988).

Os garimpos situam-se préximos a igarapés ou em volta de rochas graniticas conhecidas
por conter ouro na sua composicdo. Os pontos dos trés maiores garimpos da regido estao
indicados no mapa na Figura 3, em que se observa a proximidade destes a aldeia Gorotire. O
mais proximo da aldeia € o Garimpo de Maria Bonita, que foi motivo de conflito entre os
Gorotire e mineradores na década de 1980, terminado em um acordo que determinou a
demarcacao das terras Kayapo0 e a participacdo desses povos originarios no lucro gerado pela
venda do ouro desse garimpo (FERRARI et al., 1992).

Os hébitos alimentares dos individuos dos quais foram coletadas as amostras envolvem
0 consumo de peixe e, por esse motivo, também foi determinado o teor de Hg em peixes do Rio
Fresco, para avaliar a contaminagdo a qual as pessoas estavam expostas. Os peixes foram
coletados nas casas dos moradores da regido ou obtidos diretamente de pescadores e, em
seqguida as partes comestiveis foram separadas e homogeneizadas para serem subtidas a
disgestdo acida e analisadas por CVAAS. Esses procedimentos foram realizados por outros
analistas, ainda na década de 1990, coordenados pelo prof. Dr. Antonio Carneiro Barbosa no
Laboratorio de Quimica Analitica e Ambiental na Universidade de Brasilia. A Tabela 2

apresenta os valores de THg médio em cada espécie de peixe.
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Tabela 1 - Identificagéo das amostras de cabelo

Frequéncia de consumo Data de
Amostra local de amostragem )
de peixe amostragem
Comunidade ribeirinha S. F. )
APPS 13 do Xi semanalmente maio de 1993
o Xingu
Comunidade ribeirinha S. F. )
PSMG 15 do Xi semanalmente maio de 1993
o Xingu
Comunidade ribeirinha S. F. )
EAO 18 do Xi semanalmente maio de 1993
o Xingu
Comunidade ribeirinha S. F. )
AAB 22 do Xi mensalmente maio de 1993
o Xingu
GR-14 Aldeia Goroti-re semanalmente dezembro 1992
GR-15 Aldeia Goroti-re semanalmente dezembro 1992
GR-22 Aldeia Goroti-re semanalmente dezembro 1992
GR-23 Aldeia Goroti-re semanalmente dezembro 1992
GR-58 Aldeia Goroti-re semanalmente dezembro 1992
GR-59 Aldeia Goroti-re semanalmente dezembro 1992
GR-61 Aldeia Goroti-re semanalmente dezembro 1992
GR-63 Aldeia Goroti-re semanalmente dezembro 1992
GR-65 Aldeia Goroti-re semanalmente dezembro 1992
GR-67 Aldeia Goroti-re semanalmente dezembro 1992
GR-69 Aldeia Goroti-re semanalmente dezembro 1992
GR-71 Aldeia Goroti-re semanalmente dezembro 1992
GR-78 Aldeia Goroti-re semanalmente dezembro 1992

Semanalmente — come peixe pelo menos uma vez por semana; mensalmente — come peixe pelo menos uma

vez por més
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Tabela 2 - Concentragdo de mercurio em peixes coletados no Rio Fresco

Nome comum da espécie [THg] + DP (ng.g™})
Bico de pato (n = 2) 590 £ 24
Corimbata (n = 2) 65+ 7
Corvina (n = 2) 252 + 35
Fidalgo (n =2) 503,4 £ 55
Mandi (n = 1) 74,7
Matrincha (n = 1) 63,0
Pacl (n =4) <LQ
Piau (n = 2) 839+7
Piranha (n = 2) 229,2£0,6
Média (n = 18) 206 + 210

n — namero de individuos coletados; DP — desvio padrdo entre os individuos da mesma espécie; < LQ —
concentragdo de Hg abaixo do limite de quantificagéo.

As concentracOes de THg em duas espécies de peixe excedem 500 ng.g?, que é acima
de 300 ng.g?, o limite considerado seguro pela Organizagdo Mundial da Satde (OMS) quando

0 consumo é de até 400 g por semana.
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4.2 Equipamentos

Os instrumentos usados para as analises de mercurio foram um Zeeman Mercury
Spectrometer RA-915* com acessorio de pirélise PYRO-915" e um espectrometro de absor¢éo

atdbmica com sistema gerador de vapor frio Mercury Monitor 3200 Thermo Separation Products.

Para medidas de massa, foi utilizada uma balanca analitica Metler Toledo modelo
AG204. Uma mesa agitadora Tecnal TE-140 foi usada nos procedimentos de extracdo, além de
um centrifugador Excelsa 2.

A digestdo de extratos de amostras foi feita em um micro-ondas DGT 100 plus da
Provecto Analitica utilizando cépsulas de teflon. Um sistema purificador de 4&gua Nanopure
forneceu a agua deionizada usada em todas as solucdes e lavagem de vidrarias e outros

materiais.
4.3 Solucgdes, reagentes e materiais

Para limpeza de vidrarias e frascos plasticos, foram feitas soluc¢des diluidas de acido nitrico

10% com acido nitrico 70% da marca Proquimios.

Uma solucéo padrdo de Hg 1000 pg.mL*Adrich foi usada na preparaco das solugdes para

curvas analiticas.

Para procedimentos de lixiviagcdo com acido cloridrico, foram preparadas uma solucao
de HCI 4% (m/m) e outra de HCI 6 mol.L com agua deionizada e acido cloridrico 30% Sigma
Aldrich Suprapur®.

Na preparacdo das colunas de troca idnica, foram utilizadas seringas plasticas sem
agulha de 3 ml da marca Plastipak fabricadas pela Becton Dickinson Itda, uma resina Dowex®
1-X8 20-50 mesh da BDH Chemicals e 18 de vidro da fabricante Merck. Para limpeza da coluna,
utilizou-se solugio de HNO3 8 mol.L™ preparada a partir de acido nitrico 65% Sigma Aldrich

Suprapur®.

Para analise em CVAAS, preparou-se solucdo de cloreto estanoso 10% dissolvendo-se
10 g de SnCl,.2H>0 (Merck) em 10 mL &cido sulfarico 96% (Sigma Aldrich) sob uma placa
aquecedora. Depois de dissolvidos os sais, a solucdo foi diluida com HCI 1% em bal&o de 100

mL. Esta solucdo foi transferida para um frasco limpo e armazenada a temperatura ambiente.
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4.4 Pré-preparo das amostras

No laboratorio, algumas amostras foram selecionadas e picotadas com uma tesoura de
aco inoxidavel e armazenados em tubos de centrifuga plasticos em temperatura ambiente.
apenas as utilizadas no experimento de lixiviagdo com HCI 4%, foram maceradas em almofariz

com pistilo, ambos de ceramica, e depois peneiradas em uma peneira com aberturas de 75 pm.
4.5 Lixiviagdo de MeHg com HCI 4%

Os experimentos realizados nessa etapa foram adaptados de Bermejo-Barrera et al.
(1999). Dezessete amostras foram selecionadas sob o critério de ndo haver dados sobre a

concentracdo de mercurio organico de anélises anteriores.

Na balanca analitica, foram pesados aproximadamente 20 mg de amostra ou material
certificado e transferidos para tubos plasticos. Os cabelos, entdo, foram suspendidos em 2 mL

de HCI 4% adicionados com pipeta volumétrica.

Os tubos com amostras foram agitados em agitador vortex por 2 min e levados a
centrifuga por 20 min a 2700 rpm. Ao sair da centrifuga, o sobrenadante (solugédo aquosa) foi

retirado do tubo com pipeta de Pasteur e armazenado em balGes de 5 mL.

O procedimento de lixiviacdo foi repetido uma vez com mais 2 mL de HCI 4%, e ao
final o sobrenadante foi acrescentado ao da primeira extragdo. O volume final (5 mL) foi

completado com agua destilada e deionizada.

A anélise de mercurio nas solugbes de amostra foi prosseguida como descrito no
procedimento de determinacdo de mercurio total em cabelo. A introducdo das amostras no
equipamento foi feita por meio do boat de quartzo, a aliquota utilizada foi 350 pL de solucéo

de amostra.
4.6 Lixiviagdo com HCI 6 mol.L*
Esse procedimento foi adaptado do descrito no trabalho de Gibicar et al. (2007).

Uma massa de 10 a 30 mg de cabelo foi pesada para cada amostra ou MRC e transferida
para um tubo plastico de centrifuga, ao qual foram adicionados 4 mL da solu¢do HCI 6 mol.L"
1. Os tubos foram envolvidos em papel aluminio para evitar degradacdo do MeHgCI por
radiacdo UV e colocados na mesa agitadora, na qual ficaram sendo agitados por uma noite (12
+ 2h) a 250 rpm.
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Apos o periodo de agitagdo, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi
separado, ou foram filtradas com papel filtro e funil plastico para separar os cabelos do
sobrenadante. Este foi transferido para outro tubo de centrifuga, que foi novamente envolvido
em papel aluminio. Os extratos dessa lixiviagdo foram usados no experimento de eluicdo em

coluna de troca ionica.
4.7 Eluicdo em coluna de troca idnica

Este procedimento foi adaptado dos experimentos descritos no trabalho de FARIAS;
FAVARO; AGOSTINI (2009)

Para preparo das colunas, primeiro, um pedaco de 1& de vidro foi colocado na seringa
com auxilio de uma pinca para evitar o vazamento do preenchimento da coluna, depois foi
adicionado mais ou menos 1,5 mL da resina Dowex® 1-X8e, em seguida, mais um pedaco de
14 de vidro para que as solucdes adicionadas ndo causassem a suspensdo da resina. As colunas

foram colocadas em uma grade de metal suspendida por garras em um suporte.

A limpeza das colunas foi feita passando 20 ml de &gua deionizada, de 1 em 1mL,
seguidos de 20 ml de HNO3z 8 mol.L™, também de 1 em 1 mL. Em seguida as colunas foram

ativadas com 10 mL de HCI 6 mol.L™%, sendo adicionados de 1 em 1 mL.

As solugdes resultantes da lixiviagdo com HCI 6 mol.L™* foram as amostras utilizadas
nesse procedimento. Elas foram vertidas diretamente nas colunas e coletadas (mais ou menos 2
mL) nas cépsulas de teflon do micro-ondas. Em seguida, adicionou-se 2 ou 3mL de
HNOsSuprapur® 65% e 250 L de perdxido de hidrogénio (H202) 30% as solu¢bes de amostra
e fechou-se as cépsulas. Estas foram apertadas no sistema de seguranca do micro-ondas e
encaixadas no prato rotativo do equipamento (Figura 4). O programa realizado foi 400W por 7

min seguidos de OW por 3 min.

Apds resfriamento das solucdes digeridas, as capsulas foram abertas e as amostras foram
diluidas com agua deionizada em baldes de 5 ou 10 mL. A analise dessas solucdes foi feita por
CVAAS.
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Figura 4 - Sistema de seguranca das capsulas do micro-ondas DGT 100 plus

4.8 Determinacdo de mercurio total em cabelo por espectroscopia de absorcao

atdmica com dessorcao termica (TDAAS)

Pesou-se as amostras (5 a 20 mg) na balanca analitica em papel de pesagem e elas foram
transferidas para um boat de quartzo amostrador (Figura 5) do PYRO-RA-915" (Figura 6). Em
seguida as solucGes padrdo e amostras foram analisadas, uma de cada vez e em triplicata, no
modo 1 do equipamento. Neste modo, a primeira camara do atomizador € operada a 860-740°C,
a segunda camara e a célula analitica a 600-700°C e o fluxo de ar ¢ 0,8 a 1,2 L.min%. O sinal
obtido no computador, a area do pico de absorbancia do HgP foi usado para fazer a curva

analitica e determinar a massa de mercurio nas amostras.

oD

Figura 5 - Boat de quartzo amostrador
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A curva analitica foi feita com solugdes diluidas do padrdo de Hg?" 1000 pg.mL™ em
concentracdes de 1 a 35 pg.mL™. O volume usado para a analise das solucdes foi de 2 a 4 L,
que foi pipetado com micropipetas e colocadas direto no boat. A equacdo da curva foi
determinada por regressao linear dos valores da &rea do pico de absorbancia em funcdo da

massa de mercurio no volume de solucdo padréo inserida.

Figura 6 - RA-915*" PYRO

Entre cada replicata das amostras ou solucdes padrdo, o boat foi submetido ao
procedimento automatico de limpeza do equipamento: aquecimento até 800°C para eliminar

qualquer traco de mercurio que possa ter restado apds a leitura da amostra.

4.9 Analise de mercurio organico por espectroscopia de absorcdo atbmica com
vapor frio (CVAAS)

O esquema do equipamento utilizado esta representado na Figura 7. O gas de arraste

utilizado é o nitrogénio (N>).

Para fazer curva analitica, foram utilizadas solucdes diluidas do padrdo de Hg?*1000
ug.mL™* em concentragdes de 0,5 a 40 pg.mL™. A leitura dessas solugGes foi feita da seguinte
forma e ordem: ao frasco reacional, foram adicionados 5 mL de solu¢cdo NaCl 1%, 1 pL de
solucdo padréo e 500 pL de solugdo SnCl. 10%, o frasco foi fechado e foram cronometrados 1
min. Apds o término do tempo, a valvula controladora de gas foi aberta para liberar a passagem

de N2 pela solucéo e o sinal de maximo de absorcéo foi anotado.
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A curva analitica foi construida com o maximo de absor¢do em fungdo massa de
mercdrio contida em 1 pL de solucdo padrdo. Os coeficientes angulares e lineares foram

calculados por regressao linear no software Excel 2013.

Para a leitura das amostras, o procedimento foi, em ordem: adicionou-se 5 mL de
solucdo NaCl 1%, 500 pL de amostra e 500 pL de solugdo SnCl, 10%, o frasco foi fechado e
foram cronometrados 1 min. Apds o término do tempo, a valvula controladora de gas foi aberta

para liberar a passagem de N2 pela solugéo e o sinal de maximo de absorcéao foi anotado.

Todas as leituras foram feitas triplicata, com excecdo do branco da curva, que foi lido 7
vezes, e feito seguindo o mesmo procedimento, com excec¢do da adi¢do de solucdo padrdo ou
amostra. Depois da leitura do sinal, as solu¢Ges foram descartadas em um frasco de residuos e
o frasco reacional e o tubo poroso foram lavados com é&gua deionizada. Os residuos foram

reservados para tratamento posterior.
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4.10 Tratamento de dados

Todos os dados obtidos foram analisados no Microsoft Excel, assim como os calculos

dos resultados, a construcdo dos graficos apresentados e  a analise de variancia (ANOVA).

Célculos de valores de intervalo de confianga e variaveis dos testes F-Snedecor e t de
Student foram feitos com nivel de 95% de confianca (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2001).

A validacdo de método e o célculo de figuras de mérito foram realizados seguindo
orientacbes do DOQ-CGCRE-008 (Orientacdes Sobre Validacdo de Métodos Analiticos)
(INMETRO, 2016) e o Guia para Tratamento Estatistico de Validacdo da ANVISA (ANVISA,
2018).
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5. Resultados e discussoes

5.1 Validacao de método para determinacao de mercurio total por TDAAS

A andlise de mercurio total nos cabelos foi realizada por espectroscopia de absorcao
atdbmica com dessor¢do térmica (TDAAS), e as figuras de mérito avaliadas para validagdo dos
experimentos foram: efeito matriz, faixa linear e trabalho/sensibilidade, limite de deteccgéo,

limite de quantificacdo, precisédo e exatidao.
5.1.1 Efeito Matriz

A interferéncia dos componentes da amostra na deteccdo do sinal correspondente ao
analito € chamada de efeito matriz. Uma vez que o padréo do analito com o qual as solucdes da
curva analitica sdo feitas ndo possui a mesma composicao que a matriz da amostra, € necessario

conferir se essa matriz ndo interfere na detec¢do do Hg no cabelo.

Para verificar a presenca desse efeito nas analises, foram feitas duas curvas analiticas
segundo modelo de regressdo linear (Equacao 3): uma com solucGes de padrdo de mercurio em
diferentes dilui¢bes, e outra com material de referéncia certificado (MRC) fortificado com

padrdo de mercurio.
y(x)=bx+a Equacdo 3

onde a é o coeficiente linear, b é o coeficiente angular, ou a sensibilidade, y(x) é a area de do
pico de absorbancia e x € massa de mercurio contida na amostra ou no volume inserido de

solucgéo padrao.

Para avaliagéo do efeito matriz, foi feita uma comparacao entre os coeficientes angulares
das duas funcbes por meio de um teste t de Student para comparacdo de dois valores. Na
auséncia de efeito matriz, as duas retas apresentadas (Figura 4) devem ser paralelas, ou seja,
ndo deve haver diferenca estatisticamente significativa entre o coeficiente linear da curva feita

apenas com a solucdo padrdo e o da curva feita com MRC fortificado

A figura 4 mostra as duas curvas analiticas elaboradas para a investigacdo do efeito
matriz. No eixo y estdo os valores do sinal dado pelo equipamento, em unidades de absorcéo, e
no eixo X, encontram-se 0s valores de massa de mercdrio em nanogramas. Observa-se também
as funcdes geradas pela regressao linear dos pontos da curva e que as duas retas apresentam

valores de R2 maiores ou iguais a 0,999, por isso conclui-se que séo lineares.
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Figura 8 - Curvas analiticas usadas para determinacao de efeito matriz e suas respectivas
funcdes lineares. A curva de quadrados alaranjados foi feita somente com as solugdes padréo,
e a com circulos azuis foi feita com MRC fortificado.

Para o test t, estabeleceu-se duas hipoteses, Ho e Hi:

{HO: Se teaie < tean, by = by
Hl:Se tcalc > ttab' b1 * b2

O célculo de tcalc foi feito com a Equacdo 4 e o resultado € mostrado na Tabela 3

bi— by
Sb1- by

t= Equacéo 4

onde b: € a inclinacdo da curva analitica apenas com solugdo padrdo de Hg, b> € inclinagdo da
curva analitica com MRC fortificado, e Sp1 - b2 € a estimativa do desvio padrdo da diferenga
entre by e b (ANVISA, 2018).

Tabela 1 - Variaveis usadas no teste t para verificacdo de efeito matriz.

Curva sem matriz Curva com matriz

b 515,75 505,02
n 5 5
Sbi-b2 984503,1488
tealc 1,09E-05
to.95,6 0,0654
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Na Tabela 1 estdo os valores das variaveis utilizadas no teste t. Nela é possivel observar
que o valor de tcaic é da ordem de 10°°, um valor muito menor do que o tabelado para 6 graus de
liberdade no nivel de confianca de 95%. Conclui-se entdo que a hipdtese nula deve ser aceita e

descarta-se a possibilidade de efeito matriz no método definido.
5.1.2 Faixa linear de trabalho/sensibilidade

A faixa de trabalho escolhida foi de 1,5 a 90 ng. A linearidade da metodologia nessa
faixa foi observada pelo teste F-Snedecor e pelo coeficiente de determinacdo (R?) de uma curva
analitica nessa faixa. Como se observou a auséncia de efeito matriz, uma curva analitica
elaborada somente com as solucdes padréo foi avaliada para as seguintes figuras de mérito:

linearidade, faixa linear de trabalho, sensibilidade.

A Figura 9 mostra grafico com a curva analitica utilizada para avaliar a linearidade da
metodologia, com os valores de absor¢do no eixo y e a massa de mercudrio, em nanogramas, no
eixo X. A equagdo da reta e o coeficiente de determinacdo também séo apresentados e verifica-
se que a curva sem matriz apresenta R? = 0,9991. Portanto, tem-se a primeira evidéncia da

linearidade da metodologia.
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y =470.55x - 810.6
R?=0.9991
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Figura 9 - Curva analitica para avaliacdo das figuras de mérito relacionadas a linearidade do

método nas condigdes de trabalho estabelecidas.

A Tabela 4 mostra a analise de variancia (ANOVA) feita para o conjunto de dados
utilizados na elaboracdo da curva analitica. S&o apresentadas as somas quadraticas (SQ) e as
médias quadréaticas (MQ) da regresséo e dos ruidos, os graus de liberdade (GL) e os valores de

F usados na avaliagdo da regressdo da curva. Fexp € calculado pela Equagéo 3:
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exp —

MQTegresséo Equagéo 3

MQresiduos

Tabela 2 - Anélise de variancia dos dados da curva analitica de anélise por TDAAS.

ANOVA
SQ GL MQ
Regressao 1,4E+09 1 1373440086
Residuos 1279989 16 79999,3387
Total 1,4E+09 17 80865886,8
Fexp 17168,14299
Fo.95.1,13 4,66719

No teste F-Snedecor, comparou-se o valor de Fexp cOm Fogs:1:13, que € 0 valor tedrico
tabelado para 1 grau de liberdade da média quadratica de regressao, 13 graus de liberdade para
a média quadratica dos residuos e 95% de confianga. Duas hipoteses sdo apresentadas:

{HO: Fexp > Freor
Hl: Fexp = Fteor
A hipdtese nula significa que ha uma relagéo linear entre o sinal analitico e a massa de

mercurio, e se a outra hipdtese for verdadeira conclui-se que ndo ha uma dependéncia linear

significativa entre y e Xx.

Como Fexp = 17168,14 e Foges:1:13 = 4,67, a hipotese nula é aceita e comprova-se a

linearidade da curva analitica.

As curvas analiticas utilizadas em todas as analises de amostras e de material de
referéncia estdo na Tabela 5, acompanhadas de seus respectivos valores de R2. Também nessa
tabela é apresentada a sensibilidade meédia, calculada a partir da média dos coeficientes

angulares das curvas analiticas.
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Tabela 3 - Fun¢es lineares das curvas analiticas utilizadas para determinacéo de mercurio total

Equacdo dareta  Coeficiente de determinacéo (R?) Sensibilidade + DP

y =515,75x — 3420,6 0,999
y =470,55x —810,6 0,999
499 + 28 U.A./ng de Hg
y = 528,41x — 735,87 0,999
y = 480,51x — 505,26 0,999

DP — desvio padrdo U.A. — Unidades de absorcéo

5.1.3 Limites de quantificacdo (LQ) e de deteccéo (LD)

Os valores de LD e LQ foram determinados a partir dos dados do experimento da curva
analitica apresentada na Figura 9 (pag. 31). O limite de quantificacdo foi calculado pela
Equacdo 4, onde s é o desvio padrdo amostral do branco da curva analitica, e b é o coeficiente

angular da equacdo da reta.
LQ =10s/b Equacéo 4
O valor de LQ foi utilizado para o célculo do limite de detec¢cdo (LD) (Equacdo 5):
LD =L1LQ/3,3 Equacdo 5

O sinal do branco é obtido pela realizagdo do mesmo procedimento de analise das
solucdes padrdo da curva analitica, mas sem a adi¢do do padrdo de mercurio: uma aliquota da
agua destilada e deionizada utilizada na preparacdo das solugdes padrao (de volume igual ao
coletado estas) é inserida no equipamento através do boat amostrador e mede-se o sinal da
linha base durante 40 segundos. Para o célculo dos limites de quantificagdo e deteccdo, esse

procedimento foi repetido 7 vezes.

A Tabela 6 apresenta os valores do sinal do branco acompanhado do desvio padrédo
amostral deste. Além disso sdo mostrados os valores calculados de LQ e LD, dos quais se tira
a conclusédo de que a metodologia é adequada para quantificar Hg em amostras com massa de
mercurio a partir de 0,1 ng, e detectar valores tdo baixos quanto 0,03 ng de Hg.
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Tabela 4 - Valores do sinal e do desvio padrdo do branco da curva analitica, e dos limites de
deteccdo e quantificacédo

Sinal do branco + DP 91 +5U.A.
LQ 0,10 ng
LD 0,03 ng

U.A. — Unidades de absorcéo

5.1.4 Recuperacao (exatidao)

Foi realizada a analise do material de referéncia certificado BCR 397 (cabelo humano),
que contém valores certificados de concentracdo de mercdrio total e metilmercurio. O resultado
obtido encontra-se na Tabela 6, onde esta acompanhado do intervalo de confianca em nivel de

95%. Também pode ser observado o valor da recuperacdo analitica para Hg nesse material.

O resultado da concentracdo obtida experimentalmente (Tabela 7) foi utilizado para

calcular a recuperagédo (Equacéo 6).

~ Valor observado ~
Recuperacao = ( ) x 100 Equacéo 6
valor esperado

Tabela 5 - Resultados de analise de Hg em material de referéncia certificado e recuperacéo.

[THg] £ DP [THg] £ 1Ces5% [THQ]Rrer £ DP

(Mg.g™) (Mg.g™) (Hg.g™)
10,6 +0,7 10 + 3 123405 86,2

Recuperacéo (%)

Para as medidas experimentais, N = 3; ICgs%. — Intervalo de confianga a nivel de 95%

Como critério de aceitacdo do valor de recuperacéo foi usada a tabela da Association of
Official Analytical Chemists (AOAC) presente no DOQ-CGCRE-008 do INMETRO (2018),
em que consta uma faixa aceitavel de 80-110% de recuperacdo para amostras com concentracdo
do analito na ordem de 10 ppm. Levando em consideracdo esse critério, o resultado

experimental foi considerado valido.
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Além do resultado de recuperacdo estar de acordo com o determinado pela AOAC,
observa-se que o valor de referéncia do material certificado esta contido dentro do intervalo de
confianga da concentragdo de mercdrio total encontrada experimentalmente, o que indica

confiabilidade das analises.
5.1.5 Repetibilidade (preciséo)

A precisdo foi avaliada pelo coeficiente de variacdo da analise de seis replicatas da
concentracdo de Hg total no material de referéncia certificado BCR 397. A Tabela 8 mostra os
seis resultados de concentragdo de Hg total no MRC, o desvio padrdo entre esses ensaios e 0
coeficiente de variacdo, que representa a repetibilidade, utilizada para avaliar a precisdo

metodologia.

A variacdo foi de 5,3%, valor que se encontra abaixo do limite de 7,5% aceito pela
AOAC para concentragdes na faixa de 10 ppm. Portanto, conclui-se que a metodologia pode
ser considerada precisa diante dos critérios estabelecidos.

Tabela 6 - Valores de concentracdo de mercurio total no MRC, desvio padrao de 6 replicatas
e coeficiente de variacao

[THg] (ug.g™)
10,9
9,9
10,7
11,0
11,0
9,8

Desvio padrao 0,6

Coeficiente de variagcdo 5,3%

Um resumo das figuras de mérito é apresentado na Tabela 9, onde estdo os valores de
faixa linear (compreendida entre o limite de deteccdo e o ultimo ponto da curva analitica), de
sensibilidade acompanhada do desvio padrédo entre os valores dos coeficientes angulares das
curvas analiticas utilizadas, de LD e LQ, além da recuperacéo e repetibilidade, que garantiram

a preciséo e exatiddo dessa metodologia.
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Tabela 7 - Figuras de mérito determinadas para analise de Hg total em cabelo por TDAAS

Faixa linear 0,10 a90 ng
Sensibilidade + DP 499 + 28 U.A./ng de Hg
LD 0,03 ng
LQ 0,10 ng
Recuperagéo (exatidéo) 86,2%
Repetibilidade (coeficiente de variagao) 5,3%

U.A. — Unidades de absorcédo

Observando essas figuras de mérito, é possivel dizer que a metodologia proposta é
adequada para determinacéo de cabelo humano por espectroscopia de absor¢do atdbmica com
dessorgdo térmica e oferece resultados exatos e precisos. Por esse motivo a técnica de TDAAS

foi utilizada para anéalise de mercurio total nas amostras de interesse deste trabalho.
5.2 Separacédo de MeHg em coluna de troca i6nica e detecgdo por CVAAS

As amostras usadas nas analises desse experimento foram lixiviadas com &cido
cloridrico 6 mol.L™ sob agitag&o por 12 + 2 horas. A fase liquida, solucdo de HCI contendo as
espécies de mercurio na forma de cloretos (HgCl2, MeHgCl), foi percolada pela coluna de troca

ibnica e recolhida para digestdo no micro-ondas.

A separacdo do MeHg ocorre na coluna preenchida com resina trocadora de anions,
depois da ativacio desta com HCI 6 mol.L™. Esse processo ocorre devido a afinidade da resina
pelo mercdrio inorganico, que forma complexos estaveis com a fase estacionaria e fica retido
na coluna (Equacédo 8), enquanto as especies organicas presentes na solugdo ndo complexam

com a resina e, portanto, sdo eluidas junto com a fase mavel.

HgCl,  + — + Hd Equacéo 8

CH,!EI'I'_{CH,),CH;CHIOH CH%;{CHQ)QCH,CHQOH gcCl
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As figuras de mérito determinadas para esse método estdo apresentadas na Tabela 10.

Tabela 8 - Figuras de mérito para método de extracdo de MeHg por eluigdo em coluna de

troca ionica.
Faixa linear 0,8a40ng
Sensibilidade + DP 17,478 U.A./ ng de Hg
LQ 0,84 ng
LD 0,25 ng
Exatidao (erro relativo) 5%

Os dados obtidos nesse experimento (Tabela 11) mostram concentragcdes de MeHg com
valores abaixo do esperado para as amostras analisadas, de 0,89 pg.g™* a 1,92 pug.g* (média =
1,45). Em trabalhos realizados com populacdes ribeirinhas, 0 mercurio organico representa a
maior parte do mercurio total, com valores de 60 a 90% de Hgorg/ THg (DE CASTRO; LIMA,
2018; SILVA, 1994). Apesar disso, o erro relativo para o material certificado BCR 397
apresentou um valor dentro da faixa considerada aceitavel, de acordo com o DOQ-CGCRE-008
do INMETRO e a AOAC (INMETRO, 2018).

Tabela 9 - Resultados das andlises das amostras eluidas em coluna de troca ibnica. O
teor de metilmercdrio (MeHg%) foi calculado com os valores experimentais de [MeHg] em

relacdo as concentra¢fes de mercurio total.

Separacao em coluna de troca idnica

Amostra [Hgorg] + DP (ug.g?) Hgorg/ THg %
BCR 397 09x0,1 7%
Interc. 2005-1-1 25+0,1 19 %
ELS 1,1+0,1 21 %
SSS 0,89 + 0,02 18 %
EAO 1,55+0,03 44 %
COR 1,92 + 0,05 43 %
EGS 1,86 £0,04 13 %
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Os resultados apresentados séo todos de amostras que foram maceradas em almofariz e
pistilo até a obtencdo de um po6 de aparéncia homogénea, logo, nesse caso, ndo se considerou
que o tamanho das particulas das amostras fosse um problema. Além disso, o resultado da
analise de uma amostra utilizada em ensaios de intercalibragdo, Interc. 2005-1-1, que também
é um p6é homogéneo como o0 BCR 397, apresentou um erro relativo de 77% em relagdo ao valor

de referéncia.
Assim, de acordo com os dados obtidos, as seguintes hipoteses foram levantadas:

a) O mercdrio ndo foi totalmente extraido das amostras;

b) o mercurio organico nao foi completamente liberado da coluna de troca inica;

c) houve perda de mercurio na digestdo em micro-ondas;

d) ocorreu desmetilacdo do mercurio no cabelo ao longo do periodo em que as amostras

ficaram guardadas.

Com relacdo a primeira hipétese, sabe-se que 0 mercurio esta ligado a &tomos de enxofre
na estrutura molecular do cabelo. E esta ligacdo é altamente estavel devido a afinidade do Hg,
um acido macio (volumoso, com baixo estado de oxida¢ao e pouco polarizante), com o enxofre,
uma base macia (volumosa, baixa eletronegatividade e alta polarizabilidade). Apesar disso, essa
é a hipotese menos provavel, porque a concentracdo do acido utilizada (6 mol.L %) e o tempo de
interacdo com as amostras (aprox.12h) sdo elevados, além disso, essa metodologia j& e

consolidada e amplamente utilizada nos trabalhos encontrados na literatura.

Quanto a segunda hipdtese, esperava-se que apenas o0 mercurio inorganico ficasse retido
na coluna e que o MeHg fosse totalmente captado na solugéo eluida da amostra que passou pela
coluna. Contudo, os resultados da analise das amostras ndo correspondem aos valores
esperados. Uma das possibilidades, € de que apenas uma parte fracdo do analito esta eluindo
com a solucdo da amostra, ou seja, € necessario mais acido cloridrico para carrega-lo da coluna

para a o recipiente onde a amostra é coletada.

A terceira hipdtese é a de que, na etapa de digestao posterior a elui¢do na coluna de troca
ibnica, houve perda do analito através de vazamentos nas capsulas do micro-ondas. Essa
hipotese foi levantada porque essas capsulas sdo antigas e algumas apresentam sinais de

vazamentos prévios.

Nessa etapa de digestdo em micro-ondas, 0 mercdrio organico deve ser oxidado para

que fique na forma inorgénica e, para que essa rea¢ao ocorra, € necessario a adi¢do de cido
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nitrico concentrado e peroxido de hidrogénio. Ao submeter essa solu¢do de amostra com &cido
concentrado e reagente oxidante a radiacdo micro-ondas, a pressdo da capsula torna-se muito
alta e, se o sistema que prende a capsula nao for capaz de suportar a pressao, ela é aberta,
causando a perda do analito. Apesar de nédo terem sido observados sinais de vazamento depois
de tirar as capsulas do micro-ondas, ndo se descarta essa hipdtese porque o sistema pode ter
sido aberto para soltar o vapor das soluges, e esse vapor pode ter saido do micro-ondas pelo

exaustor.

A Ultima hipotese, a desmetilagdo do mercdrio no cabelo, pode ser considerada porque
ja ha conhecimento de transformacdo de metilmercirio em mercurio inorganico em outros
6rgdos do corpo humano (cérebro, figado e sangue) (BERGLUND et al., 2005; HAC;
KRZYZANOWSKI; KRECHNIAK, 2000; SUZUKI et al., 1984). Ademais, em um estudo com
garimpeiros colombianos, a possibilidade de desmetilacdo em cabelo ja foi levantada, ao se
observar que os resultados de Hgorg N0Os cabelos dos garimpeiros ndo refletiam a exposicao a
qual eles estavam submetidos (LAFFONT et al., 2011).

5.3 Lixiviagdo com HCI 4% para determinagdo de mercurio organico
5.3.1 Validacao da metodologia

Para garantir que a metodologia de lixiviacdo dos cabelos com HCI 4% apresente
resultados verdadeiros, foi feita a validagdo desta por meio da determinagdo das figuras de
mérito apresentadas na Tabela 10.

Para a validacdo desta metodologia, foram utilizadas as mesmas formulas e métodos
utilizados na validacdo da metodologia para determinacéo de Hg total por TDAAS.

Na tabela 12 se encontra a faixa linear, que vai do valor de LQ (0,2 ng) até o ultimo
ponto da curva analitica (60 ng); da sensibilidade, que apresentou valor semelhante ao da
metodologia para anélise de Hg total (Tabela 9); os limites de quantificacdo e deteccéo; e 0s
valores de recuperacdo e repetibilidade, obtidos a partir da analise do material de referéncia
certificado BCR 397.
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Tabela 10 - Figuras de mérito para validagdo da metodologia de extracdo de Hg orgénico por
lixiviagdo com HCI 4%

Faixa linear 0,2a60ng
Sensibilidade £ DP 499 + 26 U.A./ng de Hg
LQ 0,2 ng
LD 0,06 ng
Recuperacéo (exatidao) 99,2 %
Repetibilidade (coeficiente de variagao) 11,5%

U.A. — Unidades de absorcéo

Observando as figuras de métodos da Tabela 12, nota-se que essa metodologia é efetiva
para uso de TDAAS na analise de metilmercurio extraido de cabelo com solucdo diluida de

acido cloridrico e, que os resultados obtidos dessa analise sdo precisos e exatos.

A Tabela 13 mostra o resultado experimental da determinacao de mercurio organico no
material BCR 397 acompanhado do intervalo de confianca no nivel de 95%, os valores de
[Hgorg] € desvio padrdo de referéncia, e a recuperacao analitica calculada pela Equacéo 6.

Tabela 11 - Comparagéo entre dado experimental e certificado de [Hgorg] Nno BCR 397.

[Hgorg] £ DP [Hgorg] £ 1Cos59% [Hdorg]ret £ DP Recuperacéo
(Mg.g™h) (Mg.g™h) (Mg.g™h) (%)
09+01 09+03 0,87 + 0,04 99.2

Para as medidas experimentais, N = 9; 1Cgs0. — Intervalo de confianca a nivel de 95%

A média valores de MeHg extraido do material de referéncia certificado BCR 397 foi
préximo ao esperado e a recuperacdo calculada estd em conformidade com a faixa aceitavel
(80-110%) definida pela AOAC para concentraces da ordem de 100 ppb. Além disso, a
repetibilidade também esté de acordo com o limite de 15% estabelecido para concentracfes da
ordem de 100 ppb.

Para uma comparagdo estatistica entre a medida experimental e o valor certificado de
concentracdo de MeHg no BCR 397, foi utilizado um teste de hipdteses. Calculou-se o valor de
tcaic pela Equacdo 7 e estabeleceu-se duas hipdteses:
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{HO:Se |tcalc| < ttab' [MeHg] [MeHg]Ref
Hl:Se |tcalc| > ttab: [MeHg] * [MeHg]Ref

ltouse = ([MeHg]- [IZeHg]Ref)\/ﬁ Equagéio 7

onde, n é o nimero de replicatas feitas no experimento, s € a incerteza associada ao valor
experimental e twp € 0 valor tabelado de t de Student para um nivel de confianca e graus de

liberdade estabelecidos.

A Tabela 14 apresenta os valores das varidveis utilizados no teste t para
comparagéo entre a [Hgorg] medida e a informada pelo certificado. Observa-se que [tcaic| < ttab,
logo a hipdtese nula é aceita e conclui-se que a concentracdo de Hgorg determinada no

experimento pode ser considerada semelhante ao valor real do certificado.

Tabela 12 - Variaveis utilizadas no teste de hipotese

Nivel de
S n GL confian(;a tealc tiab
0,08 3 2 95% 0,216 4,303

O Quadro 2 apresenta aspectos usados para comparar as metodologias de separacao de
Hgorg por lixiviagdo com HCI 4% e por eluicdo em coluna Dowex. Neste quadro, observa-se
que, quanto a sensibilidade das técnicas de deteccdo, o maior valor foi obtido com TDAAS e,
além disso, esta técnica apresentou menor limite de quantificacdo e faixa linear de trabalho mais

ampla.

Ainda no Quadro 2, é possivel notar que a repetibilidade ¢ uma vantagem da
metodologia de lixiviagdo com HCI 4% e, que o tempo total gasto nos experimentos de eluicdo
em coluna Dowex seguido de dete ¢cdo por CVAAS é o dobro do gato na outra metodologia
testada. Outro aspecto decisivo na escolha do método foi a necessidade de digestdo de amostra,
que € uma etapa em que ha a possibilidade de perda ou transformacgdo do analito, além de

aumentar consideravelmente o tempo de anélise.
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Quadro 2 — Comparagéo entre as duas metodologias utilizadas para separacdo de Hgorg

Lixiviacdo com HCI 4% e deteccéo por
TDAAS

Eluicdo em coluna de troca i6nica e
deteccdo por CVAAS

Sensibilidade - 499 U.A./ng de Hg

Sensibilidade - 17,478 U.A./ ng de Hg

Repetibilidade - DPR 11,5%

N&o foi possivel repetir resultados

LQ=0,2ng

LQ =0,8ng

Faixa linear — 0,2 a 60 ng

Faixa linear — 0,8 a 40 ng

Tempo de anélise — aprox. 12h

Tempo de anélise — aprox. 24h

N&o € necessario fazer digestdo da amostra E necessario fazer digestio amostra

Diante dos problemas relatados com a metodologia de eluicdo das amostras em coluna
de troca ionica e do desempenho inferior comparado a lixiviagdo com HCI 4%, foi decido pela
utilizacdo desta Gltima. Apesar de haver uma melhor fundamentacéo teérica para a separagao
das espécies organicas por meio da ligacdo do mercurio inorganico com a coluna de troca
ibnica, as varias etapas de preparo de amostra acarretam a adicdo de erros na analise. Além
disso, problemas no equipamento de CVAAS estavam prejudicando a leitura das solucdes de

amostras.
5.3.2 Aplicacao da metodologia as amostras selecionadas

Seguindo o procedimento descrito na secdo 4.5 dos Materiais e Métodos, foram
determinadas as concentracdes de Hg nas solucgdes diluidas de amostras (Tabela 11).

Nesse experimento, 0 MeHg deve ser extraido dos cabelos e complexado com os ions
cloreto da solucdo. O procedimento foi otimizado por Bermejo-Barrera et al. (1999), que, ao
variar os parametros tempo de extracdo, concentracdo de HCI e volume de soluco acida
adicionado, chegaram a conclusao de que, destes parametros, apenas a concentracdo do acido
tinha influéncia nos resultados. Outra observacgdo dos autores é que, uma vez que nem o0 modo,
nem o tempo de agitagdo mostraram influéncia no resultado da lixiviagcdo, o processo de
migracdo do MeHg do cabelo para a solucéo acontece imediatamente ap6s a adi¢do de HCI 4%

devido ao tamanho das particulas de amostra (<1 um).
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Na Tabela 15 sdo apresentados os resultados das analises de mercdrio organico nas
amostras apos lixiviagdo com HCI 4%. Observa-se que na comunidade ribeirinha de Séo Felix
do Xingu (n= 4), [Hgorg] varia de 0,8 a 2,1 pug.g* (média = 1,4 + 0,6 pg.g?), enquanto nas
amostras dos indigenas Kayapé da aldeia Goroti-re (n = 13), a [Hgorg] foi de 0,9 a 1,7 pg.g™
(média = 1,2 + 0,2 pg.g™h). A concentragdo de merclrio encontrada em todas as amostras

analisadas por esta metodologia varia de 0,8 a 2,1 pg.g* (média=1,2 +0,3 pug.g™>).

A respeito dos habitos alimentares dos ribeirinhos, trés das quatro amostras analisadas
sdo de individuos que comem peixe pelo menos uma vez por semana, e outra € de uma pessoa
que come peixe pelo menos uma vez por més (Tabela 1). Na tabela 15, as quatro primeiras
amostras listadas (APPS 13, PSMG 15 e EAO 18), que apresentaram as maiores concentracoes
de Hgorg deste grupo, pertencem as pessoas que comem peixe pelo menos uma vez por semana.
Ja a amostra AAB 22 corresponde ao individuo que consome peixe na sua dieta pelo menos

uma vez por més.

A partir dessas observacdes, pode-se dizer que as variagdes das concentraces de
mercurio organico nos cabelos desses individuos refletem os seus habitos alimentares, como ja
constatado anteriormente em pesquisas com populagdes que vivem na mesma area (BARBOSA
etal., 1995; BOISCHIO; HENSHEL, 2000).

A respeito dos indigenas Kayapo, ndo se sabe sobre diferengas nos habitos alimentares
entre os individuos, uma vez que a informacao disponivel é de geralmente consomem peixe em
frequéncia semanal (Tabela 1), mas a concentracdo de mercdrio organico pouco variou entre
as 13 amostras analisadas (média = 1,2 + 0,2 pg.g?), sugerindo uma uniformidade na dieta

desses individuos.
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Tabela 13 - Concentra¢des de mercdrio organico determinadas apo6s lixiviagdo com HCI 4%

Amostra Origem [Hgorg] = DP (ng.g™)
APPS 13 Comunidade ribeirinha S. F. do Xingu 2,1+0,2
PSMG 15 Comunidade ribeirinha S. F. do Xingu 1,67 £ 0,08
EAO 18 Comunidade ribeirinha S. F. do Xingu 1,18 + 0,07
AAB 22  Comunidade ribeirinha S. F. do Xingu 0,79 £ 0,04
GR-14 Aldeia Goroti-re 1,16 + 0,09
GR-15 Aldeia Goroti-re 1,43 £ 0,05
GR-22 Aldeia Goroti-re 1,02 £0,03
GR-23 Aldeia Goroti-re 1,7+£0,1
GR-58 Aldeia Goroti-re 1,06 £ 0,02
GR-59 Aldeia Goroti-re 1,2+0,1
GR-61 Aldeia Goroti-re 0,87 £ 0,04
GR-63 Aldeia Goroti-re 1,1+0,1
GR-65 Aldeia Goroti-re 1,3+0,1
GR-67 Aldeia Goroti-re 1,45+0,03
GR-69 Aldeia Goroti-re 1,0+£0,1
GR-71 Aldeia Goroti-re 1,07 £0,03
GR-78 Aldeia Goroti-re 1,0+£0,1

5.4 Teor percentual de Hg organico nas amostras de cabelo

A Tabela 16 apresenta as concentracdes de mercdrio total e organico para as dezessete
amostras analisadas, além da porcentagem de mercurio organico sobre mercurio total nas

amostras (HQorg/ THg %).

As concentragdes mercurio total estdo na faixa de 4,7 a 9,4 pg.g™, que se encontra dentro
do limite considerado seguro para popula¢Ges consumidoras de peixe em frequéncia diaria
(UNEP DTIE CHEMICALS BRANCH; WHO, 2008). Nota-se também que o teor de mercurio
organico se apresenta na faixa de 15 a 39% , levando a uma média de 23% de mercurio organico

em todas as amostras.
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Tabela 14 - Resultados das analises de mercdrio total e organico, ambos determinados por

TDAAS, e valores em porcentagem do teor de mercurio organico nas amostras

[THg] £ DP [Hgorg] £ DP

Amostra Origem Hgorg/ THg %
(ng.9™) (Mg.9™)

APPS 13  Ribeirinhos S. F. do Xingu 53+04 2,1+0,2 39 %

PSMG 15 Ribeirinhos S. F. do Xingu 48104 1,67 £ 0,08 35 %
EAO 18 Ribeirinhos S. F. do Xingu 52+04 1,18 + 0,07 23 %
AAB 22  Ribeirinhos S. F. do Xingu 2,19 + 0,06 0,79 £ 0,04 36 %
GR-14 Aldeia Goroti-re 76+0,2 1,16 + 0,09 15 %
GR-15 Aldeia Goroti-re 59+0,7 1,43 +0,05 25 %
GR-22 Aldeia Goroti-re 56+0,1 1,02 + 0,03 18 %
GR-23 Aldeia Goroti-re 6,1+£0,1 1,701 29 %
GR-58 Aldeia Goroti-re 72+0,3 1,06 £ 0,02 15%
GR-59 Aldeia Goroti-re 7,7£0,1 1,2+0,1 15%
GR-61 Aldeia Goroti-re 3,73+0,08 0,87 £ 0,04 23 %
GR-63 Aldeia Goroti-re 50+0,3 1,1+01 23 %
GR-65 Aldeia Goroti-re 6,8+0,2 1,3+£0,1 19%
GR-67 Aldeia Goroti-re 9,4+0,3 1,45+ 0,03 15 %
GR-69 Aldeia Goroti-re 54+0,3 1,0+£0,1 19%
GR-71 Aldeia Goroti-re 47+0,1 1,07 £ 0,03 23 %
GR-78 Aldeia Goroti-re 4,7+0,3 1,0£0,1 21 %

As concentracOes de Hg total nas amostras da aldeia Goroti-re encontram-se ha mesma
ordem de grandeza das encontradas em um trabalho anterior que estudou individuos da mesma
aldeia e encontrou valores de 3,10 a 6,34 ug.g* (COUTO; CAMARA; SABROZA, 1988).
Esses nimeros mostram que, apesar de essas populacBes viverem em areas impactadas por
garimpo e se alimentarem de peixes, ndo ha evidéncia de contaminacdo dos individuos nas

comunidades estudadas.

Devido aos niveis seguros de Hg nos cabelos, também ndo existiam, entre os Gorotire e
os ribeirinhos de S&o Felix do Xingu, registros de casos de doenca de Minamata ou outras

complicagdes associadas a contaminacao por mercurio (FERRARI et al., 1992).
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As concentragfes de THg abaixo do limite de risco provavelmente estdo ligadas a dieta
dessas populacBes, uma vez que apenas duas das espécies de peixes consumidas na regido
apresentam valores de mercdrio total (Tabela 2) acima do limite seguro estabelecido pela OMS,
que é de 300 ng.g* quando o consumo é de até 400 g por semana e, considera-se que 0s
individuos comam peixes das outras espécies com concentragdes menores de THg. Além disso,
nos proprios peixes esta presente o selénio (Se), um metal utilizado no tratamento de casos de

contaminacédo por mercurio.

O Se age como um agente complexante na retirada do mercdrio do organismo: por causa
da sua maior afinidade com Hg comparado ao enxofre, 0 metal toxico é impedido de se ligar a
grupos tiois de proteinas no meio fisiologico e forma compostos como HgSe ou MeHgSe que
tornam o mercdrio inerte (GAJDOSECHOVA et al., 2018).

A Figura 10 é uma representacdo gréfica das fragdes de mercudrio presentes nas amostras
analisadas. Observa-se que a média de Hgorg € de 23%, enquanto a média da fragdo inorgénica

(Hginorg) € de 77%, 0 que leva a conclusdo de que a espécie inorgénica é predominante.

Concentracdo de Hg nos cabelos em
todas as amostras

Hg
organico
23%
Hg
inorganico 12+ (_)1,3
77% Hg.9
45+16ug.g*

Figura 10 — Representacdo grafica dos teores médios de Hg

organico e inorganico em todas as amostras

Nas figuras 11 e 12 estdo representados os graficos de distribuicdo das fracGes de Hg
nas amostras da comunidade ribeirinha de Séo Félix do Xingu e da aldeia indigena Goroti-re,
respectivamente. No caso dos ribeirinhos, 0 Hgorg compreende 33% do total. J& nos indigenas
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Kayap6 da aldeia Goroti-re, as espécies organicas sdo 19% do todo. Verifica-se, entdo, que a

média do percentual de mercurio organico é maior nos ribeirinhos.

Concentracao de Hg nos cabelos de
indigenas

Hg
organico
19%

Hg
inorgénico
81%

Figura 11 - Representacdo gréafica dos teores médios de Hg

organico e inorganico em amostras da aldeia Goroti-re

Concentracdo de Hg nos cabelos de
ribeirinhos

Hg
organico
33%

Hg
inorgénico
67%

Figura 12 - Representacdo grafica dos teores médios de Hg
organico e inorganico em amostras da comunidade ribeirinha

de S&o Félix do Xingu
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Entretanto, apesar dos valores percentuais serem diferentes, as concentracfes medias de
mercurio organico ndo apresentam diferenca significativa: 1,2 + 0,2 pg.g™ para os Gorotire, e
1,6 + 0,2 pg.g* para os ribeirinhos. Além disso, 0 pequeno nimero de amostras utilizado,
principalmente dos ribeirinhos (n = 4) ndo € suficiente para determinar uma tendéncia de

contraste entre as duas populagdes.

Quanto as concentragdes de THg, também ndo apresentam diferenga significativa, 6,1
+1,5 0.9 e 4,4 + 1,5 pg.g*! para indigenas e ribeirinhos, respectivamente. Essa semelhanca
nas concentracbes de THg entre indigenas e ribeirinhos ja foi observada na literatura
(BARBOSA et al., 1995; BARBOSA; SILVA; DOREA, 1998) e provavelmente se deve a fonte

comum de acumulagdo de mercurio nessas comunidades: 0 consumo de peixe.

Como pode ser observado nas figuras 10, 11 e 12 os resultados mostram uma
predominancia da espécie inorganica nas amostras e fazem contraste com a literatura estudada,
gue mostra que o MeHg em comunidades indigenas e ribeirinhas consumidoras de peixe na
Amazonia compde a maior fragdo do mercurio acumulado nos cabelos (70 a 99%) (ARRIFANO
etal., 2018; BARBOSA et al., 2001; DE CASTRO; LIMA, 2018).

Primeiramente, para uma avaliacdo da confianca dos resultados obtidos, com relacdo a
metodologia utilizada, constata-se que os valores de concentracdo de mercurio organico séo
verdadeiros, uma vez que foi feita a validacdo do método utilizado e o resultado da analise do
material de referéncia certificado mostrou-se preciso e exato. Dado isso, ndo é pertinente
questionar o resultado das analises, mas € possivel analisar mais detalhadamente as etapas da

metodologia que levaram a obtengédo destes dados.

Comparando o preparo das amostras com o preparo do MRC (QUEVAUVILLER etal.,
1992), observa-se dois procedimentos diferentes dos realizados para as amostras: os cabelos
coletados para preparacdo do material BCR 397 foram lavados e em seguida secados antes da
pulverizacdo; e amoagem dos cabelos foi feita sob nitrogénio liqguido em um moinho de carbeto

de tungsténio.

Com relacédo a primeira observacdo, a escolha de ndo lavar os cabelos previamente foi
feita com base nas evidéncias de um trabalho que mostra que procedimentos de lavagem nao
séo eficazes na remocéo de contaminacdo externa (LI et al., 2008). A respeito da pulverizagao,
0 uso de moinho automatico foi descartado porque ndo havia disponivel um equipamento que
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fosse livre de risco de contaminacdo e que fosse adequado para a quantidade amostra

disponivel.

O uso de nitrogénio liquido durante a maceracéo foi testado com uma amostra de cabelo
sem identificacdo coletada em um saldo de beleza. Nesse teste, o cabelo foi cortado e colocado
em um almofariz de cerdmica, aonde foi adicionando-se nitrogénio liquido e macerando com
um pistilo de cerdmica. A utilizacdo desse reagente foi descartada levando em consideragéo que
depois de gastar uma quantidade consideravel, a amostra ainda ndo se encontrava no estado

necessario para peneiragem.

Tambeém foi feita a liofilizacdo de uma amostra em tentativa de facilitar a maceracdo da
amostra, mas nao foi observada diferenca na maceracdo em relacéo as amostras ndo-liofilizadas.
Isso acontece porque a quantidade de agua na composi¢do do cabelo é muito pequena, logo o
processo de liofilizagcdo ndo causa grandes mudancas na rigidez dos fios, que € atribuida a

estrutura tridimensional das proteinas que o formam.

Em resumo, é pouco provavel que tenha ocorrido perda significativa de analito nas
etapas de preparo de amostra anteriores a lixiviagdo. Ademais, durante etapas de lixiviacdo até
a analise por TDAAS, qualquer perda de analito nas amostras deveria ter acontecido também
no MRC, mas como ndo foi o caso, outras hipdteses foram consideradas.

E possivel que a maior parte do mercdrio total tenha uma fonte de contaminacdo de
mercurio inorgénico, o que concordaria com os resultados encontrados, mas a acumulacéo de
Hginorg € Mais comum em individuos contaminados por exposi¢do ocupacional ou que tenham
amalgamas dentarias, onde a absorcdo acontece por inalacdo de vapor de mercurio elementar
(UNEP DTIE CHEMICALS BRANCH; WHO, 2008). Entretanto, esse ndo é o caso de
nenhuma das duas comunidades estudadas neste trabalho.

Outra explicagdo possivel seria a perda do ligante organico no composto
organomercurial. Tem-se como suporte para essa hipdtese o conhecimento da ocorréncia, em
células humanas, do processo de desmetilacdo do metilmercdrio, ou seja, da transformacéo de
mercdrio organico em inorganico (ASCHNER; ONISHCHENKO; CECCATELLI, 2010;
UNEP DTIE CHEMICALS BRANCH; WHO, 2008). Porém sdo necessarios mais estudos
sobre a estabilidade das espécies de mercurio em cabelo para que se possa dizer que tal

transformacéo esteja ocorrendo ou néo.
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Uma vez que o mercdrio ndo é o Unico metal acumulado no cabelo (POZEBON;
SCHEFFLER; DRESSLER, 2017), talvez seja possivel um mecanismo onde outro metal com
mais afinidade pelo grupo metil faca a captura da metila, desfazendo a ligacdo Hg-C sem

romper a ligacdo entre o mercurio e o enxofre dos grupos tiol nas proteinas do cabelo.

Alguns trabalhos atribuem a todo o mercurio inorganico nos cabelos a proveniéncia da
transformacdo de Hgorg em Hginorg, baseados na observacgdo da espécie inorganica nesse tecido
apos experimentos com dosagem controlada de MeHg em individuos sob estudo (BERGLUND
et al., 2005; CARRIER et al., 2001; CLARKSON, 2002; LAFFONT et al., 2011). O problema
com essas afirmacdes, é que sdo feitas sem conhecimento dos mecanismos de desmetilacao e,
considerando a complexidade do metabolismo humano, essa hipdtese precisa de mais

evidéncias para ser confirmada ou negada.

Ao final, diante dos resultados e hipo6teses expostos, ficaram algumas perguntas que
podem ser tratadas em trabalhos futuros: ocorreu transformacao de Hgorg €m Hginorg NOS cabelos
durante o tempo em que ficaram armazenados? E quais 0s mecanismos dessa possivel
transformacdo? E possivel que outros fatores além do consumo de peixe influenciem na

concentracdo de mercdrio total e organico nas amostras analisadas, e se sim, quais fatores?
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6. Conclusdes e Perspectivas

Das duas metodologias propostas para analise de mercurio organico em cabelo humano,
a lixiviagdo com HCI 4% seguida de deteccdo por TDAAS apresentou melhor desempenho,
com menor limite de quantificacdo, maior sensibilidade e faixa linear de trabalho mais ampla.
Desse modo, cumprindo um dos objetivos propostos, foi possivel validar as metodologias de

analise de THg e Hgorg em cabelo humano utilizando TDAAS como método de deteccao.

Isso permitiu a aplicagdo dessas metodologias, outro objetivo proposto, em 17 amostras
de cabelos de comunidades expostas a contaminacdo de mercUrio causada por atividade
garimpeira. Os resultados obtidos mostraram que, apesar de as populacdes ribeirinha e indigena
cujas amostras foram analisadas se alimentarem de peixes contaminados com mercurio, elas
ndo apresentam niveis de mercurio acima do limite seguro determinado pela OMS. Por isso
pode-se considerar que ha outros fatores, provavelmente ligados a alimentagdo, que previnem

a acumulacdo do metal toxico nessas comunidades.

Os teores percentuais de Hgorg abaixo de 40% podem ser um indicio da transformacéo
de compostos alquilmercario em Hginorg NOS cabelos ao longo do tempo (mesmo depois de
cortados) e, levantaram questionamentos a respeito da estabilidade de espécies alquilmercurio
nesse tecido e da cinética dessa transformacao. 1sso pode indicar que a analise de mercdrio total
em cabelo é um método mais eficiente do que a especiacdo para avaliar a contaminacéo por Hg
em humanos, pois na especiacdo deve ser considerada a perda do analito orgénico devido a

quebra da ligacdo entre o mercurio e o grupo alquila.

Visto que n&o foi possivel determinar com certeza a causa da diferenca entre os dados
obtidos e os publicados na literatura, propde-se que sejam feitas mais investigacGes sobre a
estabilidade do metilmercdrio em cabelos. Essa investigacdo pode ser feita em estudos
toxicocinéticos, onde sdo determinadas a atividade e a meia vida dos analitos em meios
bioldgicos, ou por comparacdo entre concentracbes de mercurio organico em cabelos

armazenados por diferentes periodos.

E necessério também, antes de aplicar novamente a metodologia de lixiviacdo com HCI
4%, que sejam feitos testes a respeito da desmetilacdo de metilmercurio em todas as etapas de
preparo de amostra, para garantir que os resultados reflitam a concentracdo de mercurio

organico das amostras antes da analise.
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