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Introducéo

Mercurio (Hg) € um componente natural da crosta terrestre, mas processos naturais
associados as atividades humanas nas Ultimas decadas o mobilizaram e tornaram presente no
ambiente (Streets et al., 2019). Infelizmente, nos tempos modernos, as emissdes diretas de Hg
antropogénico tém sido maior do que as emissdes naturais (UNEP, 2013). Devido a sua natureza
liquida e sensibilidade as variacfes de temperatura € utilizado em termémetros, barémetros, e
outros instrumentos de medi¢do. Além disto, é empregado também em processos de extracdo
de ouro e prata, bem como na fabricacéo de lampadas fluorescentes e produtos a base de cloro,
em alguns tipos de baterias, o que favoreceu o aumento de contaminacdo humana
(Streets et al., 2019).

Mercurio (Hg) é altamente toxico para a saude, com sua toxicidade variando conforme
a forma quimica (metélica, inorganica ou orgéanica). A exposicdo pode ocorrer por inalagéo,
ingestdo ou contato com a pele, causando danos ao sistema nervoso, como tremores,
irritabilidade, perda de memaria e, em casos graves, paralisia. Exposi¢Bes cronicas, comuns em
ambientes industriais, podem levar a envenenamento com tremores e disfun¢des motoras. Altos
niveis de mercario também estdo associados a doencas cardiovasculares e imunossupressdo. O
metilmercurio é especialmente perigoso para gestantes, pois pode atravessar a placenta e causar
danos neuroldgicos irreversiveis ao feto. A quantificacdo de Hg em cabelo e sangue é
fundamental para monitorar e tratar a exposi¢cdo precoce, prevenindo sintomas graves
(Shirkhanloo et al., 2014; Castafio et al., 2019).

A Espectrometria de Absorcdo Atémica com Vapor Frio (CVAAS) é uma técnica
analitica que utiliza a espectrometria de absorcdo atdbmica (AAS) para determinar a presenca de
mercdrio em amostras. A AAS é uma técnica espectro analitica que se baseia na absorcdo de
radiacdo por atomos livres no estado gasoso. A CVAAS é o método mais comum para a analise
de mercurio, pois € especifica para este elemento, que é o Unico metal cuja forma atdbmica esta
presente na forma de vapor a temperatura ambiente, esta técnica tem a habilidade de
quantificacio de Hg em nivel de pg L. Baseia-se na redugdo do mercurio na forma idnica Hg?*
para a forma atbmica Hg®, que € arrastada para a célula de absorgao por um géas inerte. Como o
mercurio ja chega a célula de absorcéo na forma atdmica, ndo é necessario aquecé-la, o que
justifica o nome "vapor frio". Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo padronizar
a técnica analitica de CVAAS (Guilhen, 2010) para a biomonitoracdo de mercurio total em
sangue humano.

Material e Métodos

Descontaminacéo da vidraria

As amostras foram processadas no Laboratério Emergencial de Combate a COVID-19
(LECC/CRCN-NE) seguindo o protocolo de biomonitoragdo humana de Portugal (2022). As
vidrarias usadas no acondicionamento das amostras de sangue passaram por rigorosa
descontaminacdo, incluindo imersdo em detergente Extran® neutro a 5%, lavagem com é&gua



A 63° Congresso Brasileiro de Quimica
x ‘i BQ 05 a 08 de novembro de 2024
# Salvador - BA

Ultrapura, imersdo em &cido nitrico a 10%, e tratamento com dicromato de potéssio aquecido
e permanganato de potassio, tornando-as aptas para uso com reagentes e solugdes de Hg.

Preparacao de brancos analiticos e analise no CVAAS

Os brancos analiticos foram preparados com todos os reagentes utilizados na anélise, a
partir da adicdo de 4 mL de HNO3 destilado em tubos de centrifuga estéreis de 50 mL. As
amostras foram agitadas e deixadas em repouso por 24 h no interior de uma capela de fluxo
laminar, em seguida submetidos a um processo de digestdo quimica com auxilio de banho
ultrassénico (3 ciclos de 1 hora a temperatura de 80°C, sob frequéncia de 37 kHz) (Portugal,
2022). Apobs o resfriamento, uma aliquota com 1,2 mL de hidroxilamina 30% (v/v) foi
adicionada a 2 mL da amostra em tubos estéreis. Em seguida, foi adicionado 1 mL de acido
cloridrico 12 mol L* e avolumada a solucdo com &gua ultrapura & volume final de 8,0 mL. As
solucBes foram diretamente encaminhadas para analise por CVAAS (EspectrAA 220 FS da
VARIAN® com Gerac¢do de Vapor VGA 77 da Agilent®).

O equipamento foi calibrado com solugdes de concentracfes conhecidas do elemento
de interesse — padrdes analiticos internos para a construgdo da curva analitica 0,2 — 10 mg L
(Taylor, 2016). Argbnio (Ar) foi utilizado como géas de arraste com pureza de 99,999% e uma
célula de absorcéo de quartzo. O volume de aspiracdo dos reagentes foi ajustado em 2 mL por
minuto, enquanto o das solucbes das amostras foi aproximadamente 8 mL por minuto. Os
resultados obtidos foram dispostos em planilha para o calculo das concentracGes e avaliacao de
desempenho metodoldgico.

Ensaio de recuperacéo e estudo de caso

Devido a falta de material de referéncia para quantificacdo de mercario no
LECC/CRCN-NE, o estudo desenvolveu um método alternativo para garantir exatiddo e
precisdo. O procedimento consistiu na dopagem de amostras de sangue humano com
concentragdes conhecidas de Hg (Vicentini, 2020). Dez amostras foram analisadas para
verificar a repetitividade e recuperacdo do método (NOP-INEA-003, 2018). O sangue foi
coletado de um participante, misturado com &cido nitrico e fortificado com solucéo padrdo de
Hg. As amostras foram tratadas seguindo o mesmo protocolo dos brancos analiticos, com
valores confiaveis definidos pelos niveis do analito (AOAC, 2016). Para a avaliacdo da
aplicabilidade do método, solucdes de amostras foram gentilmente cedidas pelo LECC/CRCN-
NE. Lira (2021) realizou a coleta de sangue em individuos no Hospital Otavio de Freitas (HOF)
— Orgdo da Secretaria Estadual de Saude do Estado de Pernambuco (SES-PE), cuja pesquisa
cientifica foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa desta Instituicio (CAAE
36784520.5.0000.5200 e Parecer n° 4.306.921). Toda a pesquisa foi executada dentro das
normas a Resolucéo do Conselho Nacional de Satide CNS N° 466.12. Os dados e materiais do
estudo permaneceram sob responsabilidade do coordenador da pesquisa. A coleta das amostras
seguiu todos os protocolos de seguranca estabelecidos por Portugal (2022). Detalhes do
procedimento analitico podem ser consultados por Pereira Neto (2023).

Avaliacdo estatistica

Para o tratamento dos dados observados pelo presente trabalho, teste z garantiu a
concordancia entre os valores obtidos e o valor de referéncia com 95% de confianga. Equacao:
7Z=X-USu. Em que, X ¢ o valor quantificado, U é o valor de referéncia e o0 Su é o desvio padréo
do valor de referéncia. Neste trabalho, devido a falta de materiais de referéncia com
concentragdes de Hg, o valor utilizado foi o médio das amostras da recuperacao e a estimativa
de incerteza analitica expandida em nivel de 95% de confianga.
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Resultados e Discussao

Os valores detectados de Hg nos brancos indicam que ocorreram falhas no
condicionamento quimico das amostras, desta forma, estudos futuros dos niveis de Hg
disponiveis na atmosfera e nos reagentes utilizados devem ser feitos. Os parametros
empregados para a validacdo do método demonstram eficaz. Seguindo ao procedimento
avaliativo dos brancos, foi determinado o minimo valor detectavel ao método foi de 0,3 pg L™
e quantificavel igual a 2,9 pg L%, os valores obtidos neste estudo foram coerentes, apresentando
desvio padrdo relativos inferiores a 5% e destaca a qualidade do método. A faixa de
concentracdo do Hg foi definida observando valores médios no meio ambiente e em seres
humanos. O teste avaliou 4 diferentes curvas com concentragdes entre 0,2 ¢ 12,0 pg LL, contudo
a faixa de trabalho adequada foi entre 0,3 e 10,0 pg L. Os resultados estiveram de acordo com
o recomendado pela ANVISA (2003), indicando coeréncia a leitura, excluindo erros associados
ao meétodo com relacgéo a linearidade.

A seletividade foi testada com intuito de garantir que ndo houvesse comprometimento
nas analises decorrente do efeito de matriz. O procedimento avaliou a capacidade da
recuperacdo da técnica analitica, a qual adicionou mercurio (ug L) para absorbancia em
amostras de sangue na concentracio estimada em 0,6 ug L. Para os valores observados, foram
calculados os valores de indice z (Figura 1) para constatar se o procedimento alcangou
condicdes satisfatorias e tem capacidade de gerar resultados exatos e precisos. Os valores
calculados ficaram entre -2 e 2 que, combinado ao resultado de recuperagéo entre 60-115%,
indicaram a qualidade na determinacdo de Hg segundo a AOAC (2016).

Figura 1. indice z calculado para as amostras de sangue dopadas com Hg para a avalia¢do de

recuperacao.
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Fonte: Adaptado de Pereira Neto (2022).

Como a qualidade do procedimento analitico foi demonstrada, CVAAS foi aplicada para
a determinacdo de Hg, apds o recondicionamento quimico, em amostras disponiveis no CRCN-
NE. A média da concentracdo de Hg nas solugBes das amostras de sangue foi 14,1 pug L*
conforme mostra a Figura 2. Algumas amostras apresentaram concentracdes inferiores ao
minimo valor quantificavel de 0,29 pg L, porém foram evidenciados valores superiores na
ordem de 42,8 ug L. As concentragdes de merctrio no sangue indicam a magnitude da
exposicao a este elemento quimico toxico aos seres vivos. Considerando fator de diluigdo medio
(FD = 7) tipico para as analises de sangue total no LECC/CRCN-NE, a maxima concentragéo
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obtida seria 286 pg L, 0 que se tornaria cerca de 29 vezes maior que o valor proposto por
Mahaffey et al. (2008) de 0 a 10 pg L.

Figura 2. Concentracdes obtidas de Hg nas solugdes das amostras cedidas pelo LECC/CNEN
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Barras de erro indicam incerteza analitica expandida em nivel de 95% de confianga
Fonte: Adaptado de Pereira Neto (2022).

Conclusdes

A partir dos resultados deste trabalho, conclui-se que o estudo desenvolveu um método
adequado para a quantificacdo de Hg no sangue humano a partir da utilizacdo de CVAAS com
sensibilidade, acuracia e precisdo.
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