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RESUMO

Neste trabalho estdo descritos estudos
objetivando a validagdo de dois
métodos para determinacdo de mercUrio
em peixes, um quantitatvo e outro

semiquantitativo para futuro
credenciamento  dos mesmos  pelo
INMETRO.  Foi  implementada a

determinacdo quantitativa de mercdrio
utiizando a técnica de fluorescéncia
atomica. Foram avaliados 0S
pardmetros instrumentais mais criticos

1. INTRODUCAO

na determinagdo de merclrio utilizando
esta técnica; o método foi aplicado a
amostras certificadas, e participou-se de
exercicios interlaboratoriais. Com
referéncia a0 método semiquantitativo,
estudos complementares referentes ao
minimo  detectavel, avaliagdo  por
diferentes operadores e comparagdes
com o0 método quantitativo foram
realizados.

A exposicdo humana a intoxicagdo por mercdrio através da ingestdo de peixe
contaminado por este metal j& foi exaustivamente estudada e esté sintetizada
na revisdo publicada por Harada, sobre a chamada doenca de Minamatafll. A
intoxicacdo por metilmercurio danifica células do sistema nervoso central,
provocando descontrole dos membros, reducdo da visdo, da fala, do olfato e
da audicdo, além de distdrbios mentais. De acordo com a Organizacdo
Mundial de Saddel, peixes contendo até 300 ng/g podem ser consumidos
diariamente, enquanto peixes contendo entre 300 e 500 ng/g deverdo ser
consumidos eventualmente, enquanto que peixes contendo acima do limite

de 500 ng/g ndo deverdo ser consumidos.

No Brasil, devido a atividades garimpeiras de extracdo de ouro com merc(rio,

varias populagdes,

principalmente na Amazbnia estdo vulneraveis a



intoxicagdo por este metal. Idealmente, uma avaliacdo continua do teor de
merclrio no pescado deveria ser realizada como medida preventiva. O
método analitico mais usual para a determinagdo de merclrio em amostras
biolégicas é a técnica de vapor frio acoplada a um espectrometro de
absorcao atbmical®l. Apesar de simples, necessita de técnicos qualificados e
infra-estrutura ndo compativel com a realidade da maioria das localidades,
devido a enorme extensdo por onde se espalham, a dificuldade de acesso e
a baixa renda. Estes fatos inspiraram o desenvolvimento de um método de
facil operagdo, baixo custo e que atende as recomendacBes da OMSHI
Aprimoramentos e simplificagdes visando a diminuicdo do custo ja foram
anteriormente realizadasP! e neste momento esta € a base do Programa de
Avaliacdo Semiquantitativa de MercUrio em PeixesBl.

A validacdo de métodos é recomendada sempre que um novo método é
desenvolvido, adequado a um novo problema ou simplificadoltl. E
recomenda-se 0 estudo de pardmetros relacionados ao desempenho do
método que garantam ao usuario a confiabilidade dos resultados analiticos.
Por outro lado, a técnica de Espectrometria por Fluorescéncia Atomica
acoplado ao gerador de Vapor Frio (EFA-GVF), apresenta maior
sensibilidade quando comparada com a técnica de Espectrometria de
Absorcdo Atbmica acoplada ao mesmo sistema, anteriormente adotada na
Coordenacdo de Quimica Analitica do CETEM (CQA-CETEM). Recomenda-
seltl também, estudos colaborativos envolvendo um grupo de laboratorios
(Programas Interlaboratoriais), para aumentar o numero de dados a serem
avaliados. Ao final s8o definidos o nivel de tolerdncia das medidas
realizadas, conhece-se as interferéncias esperadas e a forma de contorna-las
que sdo documentadas de forma clara. Sendo assim, os estudos realizados
neste trabalho sdo de fundamental importancia para que os dois métodos
sejam credenciados pelo INMETRO.

2.0BJETIVOS

? Implementar metodologia analitica para determinacdo de mercirio
utiizando a técnica de fluorescéncia atdmica acoplada a gerador de vapor
frio? Estudar as variaveis relacionadas com o desempenho da técnica.
? Introduzir préticas do sistema da qualidade através da participagdo em
Programa Interlaboratorial e aplicacdo a amostras certificadas.? Definir o
limite de determinacdo do nétodo semiquantitativo.? Aumentar o nimero de
dados comparativos entre 0 método semiquantitativo e quantitativo de teores
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de merclrio em peixe.? Comparar a resposta de diferentes observadores
visuais para uma mesma amostra.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Implementacdo do sistema de determinacdo de mercurio pela técnica
Espectrometria de Fluorescéncia Atdmica

3.1.1Equipamentos e infra-estrutura utilizada

? Espectrdmetro de Fluorescéncia Atémica modelo:CVAFS-2, Brooks Rand
Ltd? Gerador de vapor de mercurio artesanal ? Balancas Analiticas Sartorius
e OHAUS Plus e balanca de topo Micronal ? Placa de aquecimento e banho
de areia para a etapa de solubilizacao das amostras.

3.1.2 Métodos

3.1.2.1. Solubilizag&o e lixiviag&o das amostras

Os procedimentos de preparo das solugces s&o 0s mesmos anteriormente
padronizadosl8l: Todos os reagentes utilizados foram com grau de pureza
P.A. (para analise).

3.1.2.2 Determinagao do mercudrio em solugéo

Para todas as determinacbes em solu¢Bes aquosas ou provenientes de

lixiviagdo ou lubilizagdo, utilizou-se o procedimento ilustrados no esquema
da figura 1:
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Figura 1 - Esquema do procedimento para as determinages quantitativas
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3.1.2.3 Estudos dos parametros instrumentais do equipamento

Foram avaliados a variabilidade da linha base e a vazédo ideal do gas de
arraste.

Para a avalia¢do da variagdo da linha base ao longo do tempo, procedeu-se
a leituras consecutivas do sinal, medidas em mV, em intervalos de 10 min,
mantendo-se a posicdo do controlador de fluxo ajustado na posicdo 50
(corresponde a vazdo de 940 mL/min) e o ganho da fotomultiplicadora fixado
na posicao 8. Por recomendagdo da literatura e do fabricante utilizou-se gas
argbnio para usufruir da melhor sensibilidade decorrente do uso deste gés.
Para cada determinagdo, a medida de sinal é realizada anotando-se a linha
base e o sinal maximo durante a expulsdo do vapor. O valor do sinal é a
diferenca entre estas leituras.

Para a avaliacdo do melhor fluxo do gas de arraste, variou-se as posi¢des da
escala arbitraria do controlador de fluxo na seguinte ordem: 60, 50, 40, 30 e
20, que correspondem as vazdes de 1030, 940, 756, 533 e 293 mL/min,
respectivamente. Foram realizadas 2 a 3 medidas para cada fluxo, utilizando
250 ?L de solucdo de 100 ng/g de mercurio e 1,0 mL de solucéo de SnCh.

3.1.2.4 Variabilidade do sinal para solugbes de mesma concentragéo

3.1.2.4.1Solugbes aquosas

Diferentes aliquotas (100, 250 e 5007L), medidas com micropipetas
calibradas semanalmente, de uma solucdo acidificada contendo 100 ng/mL
de mercurio foram utilizadas para este estudo nas condi¢des previamente
padronizadas e a variabilidade medida ao longo do mesmo dia e em
diferentes dias.

3.1.2.4.2 Solugbes provenientes da lixiviacéo de sedimentos

Esta avaliagdo foi realizada utilizando-se amostras de sedimentos de
diversas concentracdes (50000, 930, 90 e 60 ng/g). As determinacbes foram
executadas com calibracbes distintas e a precisdo dos resultados finais de
concentrag&o.
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3.1.2.4.3 Solucgdes provenientes da digestéo de peixe

Esta avaliagdo foi realizada utilizando-se solugbes provenientes da
solubilizacdo de amostras de peixe de duas concentracOes distintas(~200
ng/lg e ~2000ng/g). Foram realizadas 6 determinagBes alternadas das
mesmas solu¢des num mesmo dia de trabalho, utilizando calibragdo externa
com solugdes aquosas e o método de adicdo padrdo, para posterior
comparacao, ja que estudos anteriores demonstraram que a solubilizacdo de
amostras de peixe geram solugbes com efeito de matriz. Os resultados
obtidos foram comparados e avaliados estatisticamente.

3.1.2.5 Faixa linear de trabalho para definigdo das concentragdes da curva de
calibragao

Diferentes aliquotas (50, 100, 250, 500 e 1000 7?L), medidas com
micropipetas calibradas semanalmente, de uma solu¢éo acidificada contendo
100 ?g/L de merclrio em solugdo foram utilizadas para este estudo. A
determinagdo foi feita em blocos de ordem crescente de massa de mercdrio
(5-100 ng), perfazendo um total de 3 leituras para cada concentragdo. Para o
célculo da equacdo da reta e do coeficiente de correlagdo foram utilizadas
planilhas de calculo desenvolvidas na CQA com este fim, onde médias das
leituras e o coeficiente de correlagdo sdo calculados utilizando regresséo
linear.

3.1.2.6 Garantia da qualidade

3.1.2.6.1 Amostra controle, amostras de referéncia e amostras certificadas

Foi utilizada como amostra controle & cada nova calibragdo uma solucdo de
concentragdo conhecida, para avaliagdo do desempenho diario. Amostras
certificadas de musculo e figado de peixe identificado como Dogfish (Squalus
acanthias) produzidas e distribuidas pelo National Research Council Canada
(NRC-CNRC), com os nomes comerciais DORM-1 e DOLT-2 serviram para a
avaliacdo de desempenho do método de determinagcdo de mercirio em
peixes utiizado na CQA. Foram realizadas 7 determinages da amostra
DORM-1 e 3 da amostra DOLT-2, utilizando o procedimento de solubilizagéo
padronizadolel,
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3.1.2.6.2 Participacdo em exercicios interlaboratoriais

Desde dezembro de 1999, a CQA participa de avaliacbes de desempenho,
no Programa Interlaboratorial coordenado pela Canadian Food Inspection
Agency, Fish Inspection Program, Canada. Periodicamente sdo enviadas 4
amostras de peixe enlatado com diferentes teores de mercdrio(~200 a 1500
ng/g) para determinagéo pela técnica normalmente utilizada nas anlises de
rotina. Os laboratdrios participantes analisam cada amostra em triplicata e
em 2 dias diferentes, perfazendo um total de 24 determinagbes. Os
resultados séo enviados & Coordenacdo do Programa e posteriormente
avaliados estatisticamente. Durante o periodo deste trabalho, participou-se
de 2 rodadas, sendo ~'* da primeira ja se recebeu o relatdrio.

3.1.2.7Estudos ~~™ 0 método semiquantitativo

As determinacBes semiquantitativas de merclrio foram realizadas utilizando
sistema similar ao da figura 2a, e ilustrado no ejmema da Figura 2b,
descritos anteriormente por Calixto e Yallouz(®l,

LEGENDA

1- Unido 112" Tigre Pve
2 O'Ring

3- Plug 172" Tigre
4- Tuko de vidr 174" PYC

Figura 2 - Sistema para determinagdo semiquantitiva :al- controlador de fluxo;
a2- sistema rescional; a3 - suporte com papel detetor; bl-cloridrato de
hidroxilamina;b2 cloreto estanoso; b3 -ar comprimido
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3.1.4.7.1 Percepcéo da menor concentracéo detectavel

O procedimento adotado esta de acordo com as recomendagbes da Guia
para validagdo de métodos editado pela Unido Européialdl, para avaliagdo da
presenga ou ndo de analitos. Solugdes aquosas contendo massas
decrescentes de mercdrio, correspondentes a concentragdes no peixe de
150, 100, 75 e 50 ng/g foram determinadas n vezes(n=5 ou 7) e anotados 0s
resultados da observacdo. A detectabilidade foi definida como sendo a
percepgdo ou ndo da cor caracteristica do complexo Hgls= formada no papel
detetor.

3.1.4.7.2 Comparagao do desempenho da determinac¢éo semiquantitativa em relagdo
ao método quantitativo, avaliado por diferentes observadores

Amostras de peixe de agua doce adquiridas no mercado carioca foram
submetidas em paralelo & determinacdo quantitativa e semiquantitativa.
Foram realizadas 3 determinagBes utilizando cada uma das técnicas. A
determinacdo quantitativa foi feita de acordo com o procedimento da figura 2
e a semiquantitativa de acordo com o procedimento da figura 4. Diferentes
observadores foram convocados para avaliar a cor gerada nos papeis
detectores para posterior comparagao dgs resultados. Os valores obtidos
foram tabelados e avaliados criticamente.

4. RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1 Método quantitativo

4.1.2 Estudos dos par@metros instrumentais do equipamento

Os resultados demonstraram que a flutuacdo média natural da Ilnha base é
da ordem de 3 unidades, ficando em 5 unidades a difer8R& méxima.
Estabeleceu-se que o menor sinal a ser utilizado nas callbragoers deveria
corresponder a aproximadamente 10 vezes este valor. Sendo assim, ao se
estudar a faixa de trabalho, optou-se pelo uso da solucdo que fornecesse
este sinal.

Ja para a determinagdo da vazdo ideal, a média chs leituras foi lancada em
gréfico, onde dhservou-se que a maior sensibilidade é alcancada na posicéo
correspondente ao fluxo de 533 mL/min. No entanto, 0 tempo necessario



para a ‘limpeza” do sistema de geracdo de vapor € maior neste caso. Sendo
assim, optou-se por trabalhar com fluxo correspondente & posicdo 50
(940mL/min), onde apesar da sensibilidade ser um pouco menor, temos uma
volta & linha base bem mais réapida. E importante ressaltar que a
sensibilidade é afetada pela geometria do frasco reacional.

4.1.3 Variabilidade do sinal para solug6es de mesma concentragao

A variabilidade dos resultados foi quantificada através da medida do
coeficiente de variagdo, que representa a relagdo entre o desvio padrdo e a
média de n determinagdes.

4.1.3.1Solugbes aquosas

A variabilidade apresentada em avaliagOes realizadas no mesmo dia (n=16) e
em dias diferentes (n=18) foram similares e ficaram na faixa de 1 a 8%.

4.1.3.2 Solucdes provenientes da lixiviagao de sedimentos

A variabilidade dos resultados para as diferentes concentracdes na solugéo
(60, 90, 930 e 1350 ?g/L e 50 mg/L), demonstrou ser dependente da
concentragdo na amostra original, 0 que pode ser devido a homogeneidade
da amostra sélida. Para as amostras contendo 60 e 90 ng/g, a faixa do
coeficiente de variacdo dos resultados foi de 714%, enquanto para as mais
concentradas (930 e 50000 n/g) observou-se coeficientes entre 1-6%.

4.1.3.3 Solugdes provenientes da solubilizagao de amostras de peixe

A precisdo dos resultados obtidos utilizando a técnica de adi¢do padrdo foi
comparada, com os resultados calculados através de calibracdo externa com
solucdes aquosas (tabela 1).

Tabela 1 - Variabilidade do sinal de solu¢des com matriz de peixe

Média ? desvio padréo Média ? desvio padréo
(com adi¢do padrao) (sem adi¢éo padrdo)
2240 ? 162 1881 ? 56
25176 22074
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Observou-se que os resultados sdo mais precisos, quando do uso da
calibragdo externa. No entanto, estudos anteriores demonstraram que ha um
efeito da matriz ndo controlado, que ocorre eventualmente, mesmo quando a
solugéo esta totalmente limpida.

4.14Faixalinear de trabalho para defini¢éo das concentragdes da curva de calibracao

Foram avaliadas todas as possibilidades de combinagdes dos pontos de
calibracdo, observando-se que o nelhor coeficiente de correlagdo (0,9999)
foi obtido quando foram correlacionadas as massas de 5, 10, 25 e 100 ng de
mercurio com o sinal gerado. A segunda melhor correlagdo (0,9992) foi
obtida utilizando as massas de 5, 10, 25 e 50 ng. Dependendo do nivel de
concentracdo nas amostras poderdo ser utilizadas quaisquer uma das duas
opgdes.

4.15 Garantia da qualidade

4.15.1 Amostra controle, amostras de referéncia e amostras certificadas

Uma solugdo proveniente da lixiviagio de uma amostra certificada de
sedimento é utilizada diariamente como amostra controle. Para o controle de
qualidade da curva de calibragdo, a cada 6 determinacdes da solucédo teste,
a determinacdo de uma aliquota correspondente a 10 ou 25 ng, seguida de
uma aliquota da amostra controle, sdo realizadas. Os sinais (medidos em
mV) decorrentes desta pratica e as massas de mercQrio correspondentes
foram incluidos na planilha de calculo padronizada.

Os resultados obtidos pela andlise de amostras certificadas foram utilizados
para avaliar a exatiddo do método implementado e se encontram na tabela 2.
Esta avaliagao foi feita utilizando o conceito de hipbtese nulal®l que compara a
diferenca entre a média experimental e o valor hipotético que seria obtido,
considerando os erros aleatérios, através da formula:

Xm-Xt ? ?

Onde, Xm é o valor médio de n determinagbes, Xt é o valor tedrico ou
certificado, t € um valor tabelado e s o desvio padréo para n determinagdes.
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E considerado exato 0 método onde a afirmativa acima é confirmada, ou seja
a diferenga Xm-Xt € menor do que o mddulo da direita.

Tabela 2 - Média e desvio padrao dos valores utilizados para amostras
certificadas

Média ? desvio
padréo (com
adicdo padréo)

21467 168 1990 7 100 Exato
7537 49 798? 74 Exato

4.15.2 Participagdo em exercicios interlaboratoriais

Os resultados da primeira rodada utilizando o método implementado foram
considerados satisfatorios, conforme os critérios utilizados pela coordenagdo
do Programa, ou seja os resultados de cada laboratério devem se encontrar
no intervalo de média ? 2 vezes o desvio padrdo. Estamos no aguardo dos
resultados da Il rodada.

4.2 Estudos com o método semiquantitativo

4.2.1 Definico da menor concentracao detectavel

O critério para definir o minimo detectdvel é aquele que consegue ser
percebido em 100% das observagdes. Neste estudo e para estas condicoes,
foi observado que este limite fica na concentragdo correspondente a 100 ng
de mercdrio por grama de peixe (tabela 3).

Tabela 3 - Determinagdo do minimo detectavel para 0 método semiquantitativo

Resultados
positivos/negativos
600 3 3/0
150 5 5/0
100 7 710
16 7 512
50 7 017




4.2.2 Comparacgédo do desempenho da determinagéo semiquantitativaemrelagéo ao
método quantitativo, avaliado por diferentes observadores

Para a definicdo da faixa esperada de concentracdo utilizamos como critério
a definicdo do intervalo de confianga descrita por SKOOGE! para 95% de
confianga, representado pela formula:

Xt = Xm?

onde Xm é a média, t é um parametro estatistico tabelado que representa o
afastamento da média em unidades de desvio padrdo e n, é o nimero de
determinag@es.

Tabela 4 - Determinagdo do minimo detectavel para o método semiquantitativo

Resultado do Resultado do
quantitativo: Média ? ? semiquantitativo
) (n), N
364?23 (n=3) 322-368 ? 300(5), 6
757 ? 106 (n=2) 433-1080 300-600(7), 3
389760 (n=3) 279-499 ?300(2), 3
1945 2 50 (n = 3) 1853-2037 21000,(3), 3
626?47 (n=3) 543-709 300-600/ 600 (2), 3

Notas: n = nimero de determinacdes; N= nimero de observadores; Suru 01 =
surubim, Doura = dourada, Tucu = tucunaré e Goru = gurojuba

Observou-se que para a mesma amostra 0s resultados apresentados foram
idénticos e a resposta dos diferentes observadores foi unanime. A Unica
exce¢do foi observada na avaliagdo da amostra GORU 01. a determinacédo
da solugdo resultante da primeira solubilizacdo apresentou resultado
equivalente a faixa de 300 a 600, enquanto o produto da segunda
solubilizago forneceu o resultado similar de 600ng. Observou-se uma
tendéncia a ficar somente na menor faixa de concentracéo prevista. Estudos
para avaliar o poder de discriminagdo entre as concentragdes mais proximas
estdo em andamento. Alternativas para uma melhor definicho poderdo ser
obtidas utilizando papeis de didmetro menorl7.
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4.3 Produtos

4.3.1 Tradugéo do manual do aparelho de fluorescéncia atdbmica

A traducdo do manual do aparelho de fluorescéncia atbmica foi realizada em
paralelo ao processo de implementacdo, que ficar na biblioteca do CETEM,
juntamente com o relatério de impleme?tagéo.

S

4.3.2 Método analitico padronizado pela CQA e guias praticos para o uso na rotina
diaria

Esta em fase final de elaboragdo o documento descritivo do método analitico
padronizado no formato da CQA. Além do método completo, o procedimento

diario e um guia pratico para otimizagdo do tempo foi elaborado para auxiliar
os futuros operadores na rotina diaria.

4.4 Trabalhos em andamento e trabalhos futuros

Testes para avaliar o poder de discriminacdo entre concentragdes proximas
estdo em andamento, assim como, as avaliagdes interlaboratoriais do
método semiquantitativo, com outro grupo de usuarios, formado por equipe
do Centro Federal de Educacdo Tecnolégica de Quimica do Maracana
(CEFETEQ), onde o método semiquantitativo foi  recentemente
implementado. Avaliagdes da aplicabilidade deste método com outros tipos
de pescado serdo realizadas em futuro préximo.

5.CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que o método de determinagdo de mercirio em
peixes, utilizando a técnica de fluorescéncia atdmica acoplada a $stema de
vapor frio é exato, mas estudos objetivando a melhoria da precisdo deverdo
ser feitos. O acompanhamento a longo prazo dos resultados podera
demonstrar a ndo necessidade da pratica de adicdo padrdo, objetivando
diminuir o custo e o tempo de andlise. A participagdo em programa
Interlaboratorial evidenciou ser uma pratica imprescindivel a garantia da
qualidade, e sua continuidade é recomendada. O método semiquantitativo
demonstrou atender aos seus objetivos, e caso se confirme o seu bom



desempenho nas avaliagBes interlaboratoriais com outros usuérios, podera
ser feito o pedido de seu credenciamento pelo INMETRO.
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