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Validacao de metologia analitica para determinacao de mercirio total
em amostras de urina por espectrometria de absorcao atomica com
geracao de vapor frio (CV-AAS)

Sabine Neusatz Guilhen

RESUMO

O mercurio (Hg) é um metal téxico empregado em uma variedade de produtos e
processos, representando um risco a saiude dos individuos expostos ocupacional ou
acidentalmente a este metal. O amélgama dental é um material restaurador que con-
tém Hg metélico e cujo uso tem sido bastante debatido nas ultimas duas décadas. Em
vista da dubiedade dos estudos cientificos acerca do amalgama dental, muitos esforgos
tém sido direcionados a esta questao. Recentemente, a Fundacao de Medicina Tro-
pical do Tocantins iniciou um estudo para avaliar os niveis de exposicao ambiental e
ocupacional ao mercirio no atendimento odontolégico de consultérios publicos da ci-
dade de Araguaina em Tocantins (TO). Em colaboracao com este estudo, as amostras
de urina dos individuos expostos foram analisadas quanto ao teor de mercurio total
por espectrometria de absorcao atomica nas dependéncias do laboratoério de analises
quimicas do Centro de Quimica e Meio Ambiente (IPEN). Para isso, foi preciso se-
lecionar uma metodologia analitica capaz de gerar resultados confidveis e validéd-la
antes de sua efetiva implantagdo. A validagao analitica comprova, por meio de en-
saios praticos, que o laboratério tem condigoes de atender aos requisitos necesséarios
para a aplicagao adequada do método. O desempenho do método foi avaliado quanto
aos seguintes parametros: limite de deteccdo e limite de quantificacdo, seletividade,
sensibilidade, linearidade, exatidao e precisao. Os ensaios foram realizados com ma-
terial de referéncia certificado, o que assegura a rastreabilidade dos resultados. Os
resultados obtidos comprovaram a adequabilidade do método ao propdsito supraci-
tado. A concentracao de Hg encontrada para o material de referéncia foi de (95,12
+ 11,70)ug.L =t com uma recuperacio de 97%. A metodologia também foi aplicada
a amostras de urina de 39 individuos, seis das quais (15%) apresentaram niveis de
merctirio urindrio superiores ao limite considerado normal (10ug.L~!). Os resultados

obtidos encontram-se em uma faixa de concentracio de 1,02 a 23,36ug.L~!.






Validation of an analytical method for the determination of total
mercury in urine samples using cold vapor atomic absorption
spectrometry (CV-AAS)

Sabine Neusatz Guilhen

ABSTRACT

Mercury (Hg) is a toxic metal applied to a variety of products and processes, repre-
senting a risk to the health of occupationally or accidentally exposed subjects. Dental
amalgam is a restorative material composed of metallic mercury, which use has been
widely debated in the last decades. Due to the dubiety of the studies concerning den-
tal amalgam, many efforts concerning this issue have been conducted. The Tropical
Medicine Foundation (Tocantins, Brazil) has recently initiated a study to evaluate
the environmental and occupational levels of exposure to mercury in dentistry atten-
dants at public consulting rooms in the city of Araguaina (TO). In collaboration with
this study, the laboratory of analysis at IPEN’s Chemistry and Environment Center
is undertaking the analysis of mercury levels in exposed subjects’ urine samples using
cold vapor atomic absorption spectrometry. This analysis requires the definition of
a methodology capable of generating reliable results. Such methodology can only be
implemented after a rigorous validation procedure. As part of this work, a series of
tests were conducted in order to confirm the suitability of the selected methodology
and to assert that the laboratory addresses all requirements needed for a successful
implementation of the methodology. The following parameters were considered in
order to test the method’s performance: detection and quantitation limits, selecti-
vity, sensitivity, linearity, accuracy and precision. The assays were carried out with
certified reference material, which assures the traceability of the results. Taking into
account the estimated parameters, the method can be considered suitable for the
afore mentioned purpose. The mercury concentration found for the reference mate-
rial was of (95,12 + 11,70)ug.L—! with a recovery rate of 97%. The method was also
applied to 39 urine samples, six of which (15%) showing urinary mercury levels above
the normal limit of 10ug.L~!. The obtained results fall into a range of concentration

from 1,02 to 23,36ug.L1.
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1. Introducao

1.1. Caracteristicas gerais

O mercurio ocorre naturalmente no ambiente e existe sob diversas formas, as quais podem
ser organizadas em trés grupos: mercurio metalico ou elementar, mercirio inorganico e mercurio
organico. O simbolo quimico do mercirio metalico, Hg, vem do latim hydrargyrum, que significa
prata liquida. Seu nome homenageia o deus romano Mercirio e apresenta algumas variagoes em
outros idiomas: hidrargyrum ou argentum vivum em latim, mercury ou quicksilver em inglés,
kwik ou quecksilber em alemao, mercure em francés e mercurio em espanhol e italiano.

A forma elementar ou pura do mercurio é o mercurio metalico, um metal liquido & tem-
peratura ambiente, inodoro, de cor prateada e aparéncia brilhante. Com a excecao dos gases
nobres, é o Uinico elemento cujo vapor é monoatomico a temperatura ambiente. No estado sélido,
¢ mole e ductil. Seu ntmero atomico é 80 e, juntamente com o cddmio e o zinco, encontra-se
no grupo II B da Tabela Periddica de classificacdo dos elementos quimicos. Os isétopos naturais
do merctirio e suas respectivas abundancias sao: 202 (29,8%), 200 (23, 13%), 199 (16,84%), 201
(13,22%), 198 (10,02%), 204 (6,85%) e 196 (0,14%) [37].

O mercurio é um liquido muito denso, pesando cerca de 13,6 vezes mais que a mesma uni-
dade de volume de dgua & 20°C (13,5456g.cm 2 & 20°C e 13,3522g.cm 2 4 100°C). Em 1643, Tor-
ricelli aproveitou-se desta caracteristica e inventou o barometro. A faixa de temperatura na qual o
mercurio se mantém liquido é bastante ampla (de -38,87°C, seu ponto de fusao, até 356,72°C, seu
ponto de ebuligao). Além disso, o mercirio apresenta uma expansao térmica praticamente uni-
forme, o que explica o seu uso em termometros. Absorve luz ultravioleta a 253,7nm e é um bom
condutor de eletricidade. O mercirio metélico é relativamente volatil. Sua pressao de vapor a
temperatura ambiente é de 0,002mmHg (0,0012mmHg a 20°C e 0,2729mmHg a 100°C [66]). Uma
atmosfera padrio saturada com merciirio contém aproximadamente 18mgHg.m =2 de ar [109].

O mercirio pode existir em trés estados de oxidacao diferentes: 0 ou estado elementar
(merciirio metélico, Hg?) e as duas formas oxidadas 1+ (fon mercuroso, Hg(I) ou Hga") e 2+
(fon mercirico, Hg(IT) ou Hg?*), nas quais o 4tomo perdeu um e dois elétrons, respectivamente.
Como citado anteriormente, o mercurio pode ser classificado como mercurio elementar, mercurio
inorganico e mercurio organico. As espécies de mercirio inorganico e organico se originam do

mercurio elementar, fons Hg%+ e Hg?* em um fenémeno conhecido como especiacao [123].



1. Introducao

Os sais de mercirio mais importantes sao: cloreto de mercirio (HgCly, sublimado corro-
sivo muito téxico), cloreto mercuroso (HgaCla, calomelano ocasionalmente usado na medicina),
fulminato de mercirio (Hg(CNO)2, detonador usado em explosivos) e sulfeto de mercirio (HgS,
usado como pigmento em tintas).

Do ponto de vista toxicoldgico, os derivados de mercirio que causam maior preocupacao
sao o vapor de mercirio metalico e os compostos organomercuriais, especialmente aqueles ligados
a grupamentos alquila de cadeia curta como o metilmercirio e o dimetilmerctrio. O termo
“metilmercurio” é usado para designar os compostos monometilmercuriais. Na verdade, trata-se
de um cation metilmercirio, CH3Hg™, associado a anions, como o cloreto, ou a moléculas de alto
peso molecular, como proteinas.

Os organomercuriais foram empregados como praguicidas (acetato de etilmercirio, cloreto
de fenilmercirico, cloreto de metilmercirio), diuréticos (Neoidrina, Mercuridrina, Tiomerin) e
anti-sépticos como mercurio-cromo e timerosal (Merthiolate®)).

O timerosal ¢ um conservante que contém etilmercirio (CoHs;Hg™) adicionado a algumas
vacinas e imunoglobulinas. Nos ultimos anos, surgiram alegacoes de que esta substancia poderia
induzir um agravamento do autismo em individuos com predisposicao genética a esta doenga.
Estas alegacoes foram rebatidas pelo Departamento de Satide e Servigos Humanos do Centro de
Controle e Prevengao de Doengas dos EUA [39], argumentando nao existir evidéncias cientificas
convincentes dos danos causados por baixas doses de timerosal nas vacinas, exceto por reacoes
minimas tais como vermelhidao e inchaco no local da injecao. Em julho de 1999, as agéncias
americanas de Servigo de Satide Ptblica, a Academia Americana de Pediatria e os fabricantes de
vacina concordaram em reduzir e, em alguns casos, eliminar esta substancia das vacinas como
uma medida preventiva. A partir de 2001, o timerosal deixou de ser usado como conservante em
vacinas rotineiramente recomendadas na infancia. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria determinou a retirada do timerosal do mercado em 2001 [6].

A toxicidade atribuida ao mercirio metdalico tem sido bastante discutida nas tltimas déca-
das. O uso de mercurio em amalgamas dentais é, sem duvida, uma das aplica¢Ges mais polémicas
deste metal. Na literatura, é possivel distinguir duas vertentes, aqueles que condenam o uso de
amalgama dental e aqueles que, contrariamente, defendem o seu uso. Esta controvérsia sera

posteriormente abordada na Secao 1.4.
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1.2. Histdéria do mercurio

O mercurio e seu principal minério, cindbrio, sao conhecidos ha milénios. O nome mercu-
rio é uma homenagem ao planeta Mercirio. Na mitologia romana, Mercirio é o mensageiro dos
deuses. Os gregos o chamavam de hidrargiro (hydros: dgua; argyros: prata), palavra introduzida
por Aristételes (384-322 a.C.) e transcrita para o latim pelos romanos como hidrargyrum (sim-
bolo: Hg). A denominagao azougue surgiu posteriormente com os arabes e ainda é empregada
popularmente [31].

O homem pré-histérico fazia uso de uma pedra vermelha, o cindbrio (sulfeto de mercurio,
HgS), para executar seus desenhos nas paredes das cavernas que habitava. Na antiguidade,
o cindbrio foi utilizado pelos hindus e chineses e foi encontrado em tumbas do Egito datadas
de antes de 1.500 a.C. Admite-se que este minério comegou a ser explorado ha mais de 2.300
anos [52], sendo muito apreciado devido a sua cor vermelho-dourada.

O primeiro uso pratico do cindbrio pode ser atribuido a sua cor. Grandes quantidades
deste minério foram transportadas para Roma apds as Guerras Punicas (264 - 146 a.C). O pig-
mento vermelho, também chamado de wvermilion, extraido do cindbrio, foi usado para decorar
vilas romanas e fabricar produtos cosméticos como o rouge. O uso do vermilion como pigmento
perdurou até o século XX. No século I a.C. o processo para obtencdo de mercurio metélico a
partir de seu minério ja era bem conhecido. O primeiro uso pratico nao decorativo do merctrio
remonta a esta era com Vitruvius, famoso arquiteto romano que descreveu o processo de amalga-
magao. Vitruvius observou que o mercirio dissolvia prontamente o ouro e descreveu um método
para recuperagao do ouro usado em vestimentas [40]. Cem anos depois, Plinio descreveu um
aperfeicoamento desta técnica.

Na Antiguidade, o merctrio tinha aplicacdo terapéutica e seus efeitos toxicos eram desco-
nhecidos. Os antigos chineses acreditavam que o mercurio e o cinabrio pudessem prolongar a vida.
A convicgao de que a imortalidade seria assegurada pela ingestdo de mercirio causou a morte de
muitos imperadores. Os antigos hindus atribufam ao mercurio propriedades afrodisiacas.

No século I d.C., Dioscérides (50 — 70 d.C.), médico militar grego do exército de Nero (37
- 68 d.C), e Plinio o Velho (23 — 79 d.C.), empregaram o mercirio como ungiiento medicinal.
Rhazes (865 — 925 d.C.), médico e filésofo persa, Avicena (980 — 1037 d.C.), filésofo e médico
persa, e Arnaldo de Vilanova (1235 — 1313 d.C.), médico e alquimista de Valéncia, recomendaram
ungiientos e pomadas contendo bicloreto de mercirio (cloreto de mercirio II; HgCly) e mercurio
para o tratamento de diversas doencas de pele. Por volta de 1530, Paracelsus (1493 — 1541
d.C.), médico, alquimista, fisico e astrélogo suico, introduziu o uso medicinal mais atipico do
mercirio - no tratamento da sifilis. Quatro séculos depois, em 1909, Paul Ehrlich (1854 — 1915
d.C.), pesquisador alemao, introduziu o famoso Salvarsan, um composto mercurial e primeiro
agente quimioterapéutico moderno usado para tratar a sifilis [40]. O mercurocromo, anti-séptico

organomercurial, continua em uso em algumas partes do planeta.



1. Introducao

Durante a Idade Média, o mercurio era utilizado em processos de amalgamacao, mas seu
uso mais comum foi na alquimia. Os alquimistas acreditavam ser possivel produzir ouro a partir
de chumbo. Na alquimia, o enxofre representava o sol e o mercurio a lua. Paracelsus acreditava
que o ouro era simplesmente mercirio que havia perdido sua natureza mercurial pela coagulacao
e despendeu, sem sucesso, inumeras tentativas de coagular o mercurio a ponto de converté-lo a
ouro.

Até meados do século XVIII, o mercurio, por sua natureza liquida, ainda néo era classificado
como metal. Até entdo, as propriedades fisico-quimicas deste elemento eram obscuras. No
entanto, a natureza toxica do mercirio nao era totalmente desconhecida. Na Roma antiga, por
exemplo, os trabalhadores das minas de extragao de merctrio eram escravos condenados.

Em 1533, Paracelsus escreveu um livro sobre doengas ocupacionais, dentre as quais a
intoxicacao de mineradores por mercirio. Em 1557, o médico francés, Jean Fernel, descreveu os
sintomas da intoxicagao por mercurio. Naquela época, o calomelano (cloreto mercuroso, HgaCls)
era muito utilizado como diurético.

O merctrio foi o primeiro metal a ser objeto de legislacao para controle de doengas ocupa-
cionais. Em meados do século XVII, a carga horaria diaria de trabalho foi legalmente reduzida
de 14 para 6 horas nas minas de mercurio em Idrija, Tugoslavia (Eslovénia). O hidrargirismo
ou mercurialismo (intoxica¢ao cronica por mercirio) é a mais antiga das doengas ocupacionais
conhecidas. Foi descrita por Pope em 1665, embora Paracelsus ja a tivesse mencionado em 1567.
Dentre os casos de mercurialismo historicamente importantes, destaca-se o ocorrido na Inglaterra,
onde fabricantes de chapéus de feltro expostos ao mercurio desenvolveram tremores e distiirbios
psiquiatricos conhecidos como a “loucura dos chapeleiros”. O chapeleiro maluco, personagem da
obra consagrada de C.L. Dogson "As Aventuras de Alice no Pais das Maravilhas”, é um bom
exemplo de intoxicagdo por mercurio [37].

O século XX foi um marco na histéria da toxicologia do mercirio e de seus compostos
organicos. Dentre os principais episddios de intoxicacdo em massa por compostos organomercu-
riais destaca-se o ocorrido em Minamata, Japao (ver Segao 1.3.1). Estes eventos contribuiram
para a substituicao e posterior eliminacao do mercirio e seus compostos de diversos processos
industriais.

Dentre os critérios que justificam a inclusao do mercurio em programas de vigilancia com
o respaldo da Organizagdo Mundial de Satude, destacam-se: sua ubiqiiidade, sua abundéncia e
persisténcia no ambiente, sua capacidade de bioacumulagao e biomagnificacao, além da gravidade

de seus efeitos a satde [30].
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1.3. Intoxicacao por mercurio

A exposicao ao mercurio e a seus compostos pode ser do tipo aguda (a curto prazo) ou
cronica (a longo prazo) e os sintomas variam significativamente de acordo com a forma na qual
o mercurio se apresenta. A afinidade do mercirio com grupos sulfidrila de proteinas e enzimas
favorece a manifestagdo de sua toxicidade nos érgaos dos sistemas nervoso, renal, respiratorio,
imunoloégico, digestivo, reprodutivo, cardiaco, entre outros.

O aparecimento dos sintomas de intoxicacao aguda por mercirio pode variar de uma a
vérias semanas apds a exposicao, dependendo da dose ou da concentragao dos compostos mer-
curiais. Quanto maior a dose ou concentragao, mais rapida serd a manifestacao dos efeitos.
Atualmente, sao raros os casos envolvendo intoxicagao aguda.

A intoxicagao cronica por mercirio (mercurialismo ou hidrargirismo) resulta da exposi¢ao
permanente e por periodos prolongados a pequenas quantidades de mercurio. As manifestacoes
deste tipo de intoxicacao sao mais comumente encontradas em pessoas cujas atividades diarias
envolvam contato com mercurio e seus compostos (exposi¢ao ocupacional) ou que fagam uso de
medicamentos mercuriais [37].

Cerca de metade dos casos de intoxicacao por mercurio pode ser atribuida aos organo-
mercuriais [40]. Além disso, a grande maioria das intoxicagdes por organomercuriais deve-se
aos alquilmercuriais como o metilmercirio e o etilmercurio. A relevancia destes alquilmercuriais
como agentes toxicos foi constatada apds os desastres ocorridos em Minamata (1953 — 1959) e
Niigata (1964 — 1965) no Japao, Iraque (1956 e 1960), Paquistao (1961), Guatemala (1964 —
1965), e nos Estados Unidos (1969 — 1970).

1.3.1. Doenca de Minamata

Os efeitos da intoxicacao por mercurio organico foram revelados ao mundo pela primeira
vez, em grande escala, em Minamata, Japao. Uma misteriosa doenga neuroldgica afligiu dezenas
de pessoas desta regiao em meados dos anos 50 do século XX. Na época, a principal atividade
industrial e a base economica dos habitantes de Minamata era uma fabrica de fertilizantes, a
Corporagao Shin-Nihon Chisso Hiryo. Em 1949, esta fabrica comegou a produzir cloreto de vinila
e acetaldeido por meio da conversao catalitica de acetileno. Sais de mercurio foram empregados
neste processo com funcao catalisadora. Inicialmente, o efluente era descartado diretamente no
mar de Shiranui. Em 1950, o mercirio, incluindo metilmercirio e éxido de mercurio, comegou
a ser lancado nas aguas da baia de Minamata como residuo presente no efluente resultante do
processo industrial [37].

A poluicao das dguas da bafa de Minamata, juntamente com a acao das bactérias meta-
nogénicas, que convertem mercirio inorganico em metilmercirio e dimetilmercurio, resultou em
uma séria contaminag¢ao de organismos aquaticos e, posteriormente, dos habitantes locais, cuja

dieta alimentar consistia, essencialmente, de peixes e frutos do mar da baifa [56].
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No final do ano de 1953, uma doenca neuroldgica um tanto incomum comecou a afligir os
habitantes da regiao. Em 1956, j& eram numerosos os casos desta doenca. Em agosto de 1956,
a doenca de Minamata foi inicialmente atribuida a intoxicagao por metais pesados oriundos de
efluentes industriais. Muitos metais foram investigados durante os anos de 1957 e 1958. Em
1959, as causas da doenca foram finalmente atribuidas a intoxicagao por merctrio em sua forma
orgéanica e sua procedéncia foi imputada a fabrica de fertilizantes, que foi entao pressionada a
modificar seus métodos de descarte [40].

Apenas em 1964, 11 anos depois do diagnéstico do primeiro caso da doenga de Minamata,
descobriu-se que, durante a conversao catalitica do acetileno a cloreto de vinila, uma parcela
do catalisador (cloreto de merctirio) fora convertida em uma reagao secunddria a cloreto de
metilmercurio, altamente téxico. Descarregado junto ao efluente industrial na baifa de Minamata,
o metilmertrio foi acumulado nos tecidos dos peixes e frutos do mar posteriormente consumidos
pela populagao local.

Fato semelhante ocorreu em 1965 em Niigata, norte do Japao. Como em Minamata, os
habitantes da regiao alimentavam-se de peixes e frutos do mar contaminados com metilmerctrio

advindos do Rio Agano.

1.3.2. Mercirio elementar e mercurio inorganico
1.3.2.1. Metabolismo e efeitos téxicos

O metabolismo do vapor de mercirio metélico (Hg") difere consideravelmente do meta-
bolismo do fon Hg?*. O vapor de mercirio é facilmente absorvido pelo corpo devido a sua
lipossolubilidade, mas seu tempo de vida é bastante limitado por ser rapidamente oxidado de
Hg" a Hg?*t. Este tltimo, por sua vez, também é reduzido no corpo. O fon Hg?* liga-se a grupos
sulfidrila (-SH) e selenohidrila (-SeH) de proteinas e sua mobilidade é limitada no corpo. O efeito
téxico observado apds a exposi¢do a vapor de mercirio pode ser atribuido ao {fon de mercurio
divalente formado pela oxidagao no tecido. Alguns complexos Hg-SH sao capazes de mimetizar
moléculas endégenas dos sitios de ligagao de proteinas na membrana plasmaéatica. Estes complexos
também podem mimetizar moléculas dos sitios de ligacao de proteinas e enzimas intracelulares.

Como a Cys-S-Hg-S-Cys mimetiza a cistina (Cys-S-S-Cys) no sitio de um transportador de
aminodcido na membrana plasmadtica [26], é compreensivel que este conjugado também atue como
um mimetizador deste aminoacido em sitios de ligagao de moléculas intracelulares que usam a
cistina como substrato, como a enzima -cistationina. Esta enzima é normalmente ativada pela
ligacao com a cistina ou a cistationina. Entretanto, a ligacdo com a Cys-S-Hg-S-Cys inativa
esta enzima. Este conjugado nao se comporta como um mimetizador funcional e sim estrutural
da cistina e da cistationina, elucidando a seriedade dos efeitos sobre os processos intracelulares

provocados por espécies moleculares de metais que mimetizam moléculas endégenas.
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A citotoxicidade do Hg?T é conhecida ha tempos e estd relacionada aos grupos sulfidrila,
-SH (ou tiol, ou mercaptana - de mercurium captans) de proteinas, de enzimas e de substancias
de baixo peso molecular (como a coenzima A, a cisteina e a glutationa), com as quais tem forte
afinidade. A interagao entre o mercirio e o enxofre (S do grupo -SH) se estabelece por meio de
ligacdo covalente. O Hg?T substitui o 4tomo de hidrogénio nas sulfidrilas, formando mercaptideos
do tipo X-Hg-S-R, Hg(SR)2 e R’S-Hg-SR, em que X é um grupamento eletronegativo e R e R’ sao
proteinas. Portanto, o mercirio e os compostos mercuriais, mesmo em baixas concentracoes, sao
capazes de inativar enzimas sulfidriladas, interferindo no metabolismo e nas funcoes celulares,
podendo, por exemplo, bloquear o transporte de glicose ou alterar a permeabilidade da membrana
celular. Igualmente ao mercurio inorganico, qualquer enzima com um grupo essencial -SH é alvo
potencial para a toxicidade do metilmerctrio.

A ligacao de mercirio a estes grupos pode produzir uma mudanca na estrutura terciaria e
quarterndria de proteinas, alterar as condigoes de ligacdo em grupos prostéticos de enzimas [100],
e bloquear ou modificar o ligante receptor [9] e o fluxo dos fons Na™ e K* nos poros e canais ionicos
das membranas celulares [13]. A alteracao do fluxo dos fons Na™ e K* pode afetar os potenciais
da membrana celular. O transporte ativo de fons Na™ e K* através da membrana celular
depende da chamada bomba de sédio e potdssio (bomba Na-K), a qual obtém sua energia do
ATP produzido pela fosforilacao oxidativa. O mercurio, mesmo em quantidades trago, pode afetar
o metabolismo energético celular ou inibir a Na-K-ATPase, a qual desempenha um importante
papel no funcionamento da bomba Na-K. As ATPases contém diversos grupamentos sulfidrila,
cuja complexacdo por fons Hg?T altera a estéreo-especificidade da enzima, diminuindo, portanto,
o acesso do ATP ao centro catalitico.

A liberagao de neurotransmissores pelas células nervosas pode ser inibida ou acelerada pelo
mercurio. A monoaminoxidase (MAQO) é uma enzima que atua no metabolismo das catecolami-
nas e na conversao do neurotransmissor central serotonina. A inibicdo da MAO pelo mercurio
implicard no actimulo de serotonina no sistema nervoso central (SNC) com conseqiientes pertur-
bacOes neuropsiquicas. O mesmo acontece com a producgao de citocina pela células dos sistema
imunolégico e a secrecao de hormonios pelas gandulas endécrinas. Estes efeitos tém sido obser-
vados em experimentos in vitro com culturas de diferentes tipos de células ou com auxilio de
eletrodos intracelulares [19].

Dentre os compostos sulfidrilados de destacado papel bioquimico tem-se a coenzima A
(CoA-SH). Uma evidéncia de que a toxicidade do mercirio se deve a sua ligagdo com a sulfidrila
da coenzima A é a elevada concentracao deste metal em érgaos vitais ricos em CoA-SH (figado,
cérebro, rins). Além disso, esta interagao explica alguns sinais e sintomas da intoxicagao mercurial
com base no bloqueio metabdlico das fungoes da coenzima A, como, por exemplo, a anemia
(provocada pelo dano & sintese do heme no nivel de incorporacao da succinil CoA) e algumas

manifestagoes neuroldgicas (devido & perturbagao do metabolismo cerebral do piruvato).
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Outras enzimas cuja atividade pode ser prejudicada pelo mercurio sao a glicose-6-fosfatase,
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), hexoquinase, isocitrato desidrogenase, succinato desi-
drogenase, fosfoglicose isomerase, fosfatase alcalina, catalase, glutationa peroxidade, glutationa
redutase, beta-galactosidase, beta-glicuronidase e a N-acetil-3-glicosaminidase (NAG).

Algumas moléculas especiais contendo grupos -SH ou -SeH com capacidade de ligar for-
temente o Hg?t foram identificadas. A glutationa e a metalotioneina sdo moléculas que podem
neutralizar o ion de mercurio, preservando os processos celulares. Ligado a estas moléculas, o
mercurio pode ser transportado, armazenado, e eliminado do corpo. A sensibilidade dos dife-
rentes tipos de células a citotoxicidade do mercirio esta relacionada a capacidade de sintetizar
glutationa e metalotioneina [24]. A ligacao com as metalotioneinas explica, por exemplo, porque
concentracoes tao altas de mercurio podem ser encontradas nos rins.

O merctrio, além de se combinar com o grupo tidlico, também pode se ligar com outros
grupamentos quimicos de importancia fisiolégica como amidas (CONH;), aminas (NHz), carboxi-
las (COOH), e fosfatos (POy), e estas interagoes resultam em alteragoes da atividade enzimética

e da estrutura de proteinas e de membranas.

1.3.2.2. Absorcao, distribuicao e eliminacdo do mercurio elementar

O mercurio elementar ou mercirio metélico é soliivel em gorduras (lipossolivel), o que lhe
permite atravessar membranas celulares e ser absorvido pelo organismo. A absor¢ao do merctrio
elementar ocorre principalmente pelas vias respiratéria e digestiva. A via respiratdria é, sem
divida, a mais importante via de introdugao no organismo para o vapor de mercurio elementar.

O vapor de mercurio inalado ¢ absorvido do ar com eficiéncia (o organismo humano retém
cerca de 80% do vapor de merctrio inalado); ele se difunde rapidamente através da membrana
alvéolo-capilar, passando para o sangue e estabelecendo-se nos eritrécitos. No sangue, existird
por tempo transitério sob a forma elementar, ja que as células vermelhas tém a capacidade de
ligar e oxidar o Hg” a Hg?t. Esta oxidacdo ocorre, em parte, sob a influéncia da catalase e,
apesar de rapida, pode durar tempo suficiente para que o cérebro e outros 6rgaos sejam expostos
ao merciirio elementar dissolvido no sangue. O Hg® inalterado ou nao oxidado tem grande poder
de difusao (pela auséncia de carga elétrica e por sua lipossolubilidade) nas células dos tecidos.
Assim, ele atravessa facilmente as membranas celulares e pode ser transportado através das
barreiras hemato-encefdlica e placentdria.

Ao deixar o sangue, passando para os tecidos, o Hg? é rapidamente oxidado a Hg?*. Este
cation tem menores possibilidades de atravessar de volta (no sentido oposto) as membranas e
barreiras, por ter perdido a lipossolubilidade e ter se ligado aos sitios de proteinas celulares.
Esta oxidagao funciona, entao, como uma “camara de retencao’para o mercurio, determinando

sua acumulacao local e a manifestacao de sua toxicidade.
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O merctirio oxidado (Hg?*) presente no sangue atinge os tecidos dos rins, figado, me-
dula éssea, baco, parte superior do aparelho respiratério, mucosa bucal, parede intestinal, pele,
glandulas salivares, coracao, musculos esqueléticos, cérebro e pulmoes.

O mercirio metalico liquido é muito pouco absorvido pelo trato gastrintestinal. Como
resultado disto, a quantidade de mercirio metélico ingerida nao apresenta relevancia toxicold-
gica [49]. No entanto, pode ocorrer a formacao de algum sulfeto na superficie do epitélio intestinal
(biotransformagdo) e, conseqiientemente, a absor¢ao do merctrio. A presenga de fistulas faz com
que o tempo de permanéncia do mercirio na mucosa intestinal seja maior, aumentando, assim,
a possibilidade de ocorrer a sua biotransformagao e absorcao.

A biotransformacdo é um processo de alteracao quimica da estrutura original de um agente
téxico que acontece no organismo quase sempre por via enzimatica com o objetivo de subtrair
sua toxicidade e/ou favorecer sua eliminacao renal, tornando-o hidrossolivel. Contudo, a bio-
transformacao nem sempre resulta em um produto menos téxico ou com um tempo de meia-vida
mais curta. As vezes ocorre justamente o oposto, em ambos os casos. O mercurio pode sofrer as
seguintes reacoes de biotransformacdo:

(1) oxidacdo do merctirio metalico (Hg") a merctrio divalente (Hg?*t);

(

2)
(3) conversao do metilmercirio a mercirio inorganico (ruptura da ligacao C-Hg);
4)

(

O vapor de mercurio é lentamente liberado da superficie do mercirio metalico a uma

reducdo do mercirio divalente (Hg?t) a mercirio metélico (Hg?);
metilacao do mercirio inorganico.

velocidade proporcional & area da superficie presente. Uma camada de sulfeto de mercirio (HgS)
tende a se formar sobre a superficie do mercurio metalico, limitando a quantidade de vapor de
mercirio que pode ser liberada.

Experimentos em camundongos e primatas [21, 23] mostraram que apds uma exposi¢ao
Unica a vapor de merctrio, 10 vezes mais mercirio é retido no cérebro do que apéds injecao
intravenosa da mesma dose de mercuirio mercurico. Isto acontece porque o vapor de mercurio
fisicamente dissolvido no sangue é transportado para o cérebro. Os eritrécitos e a hemoglobina
servem como transportadores de vapor de mercurio.

Como mencionado anteriormente, o Hg?, em contraste com o Hg?T, atravessa a barreira
placentaria, causando um acimulo de mercirio no feto quando a mae é exposta a vapor de
merctirio elementar durante a gestacio [32]. No entanto, o Hg® tem um tempo de vida limitado
no corpo, sendo rapidamente oxidado a Hg?T nos tecidos.

O tempo de retencao do mercurio acumulado varia largamente entre diferentes orgaos.
Os tempos de meia-vida biolégicos variam de poucos dias a meses. Os 6rgao com os maiores
tempos de retengao sao o cérebro, os rins e os testiculos. Estes érgaos tém portanto a propensao
de mostrar acimulo de mercirio apds exposi¢do prolongada. O cérebro humano, por exemplo,

acumula mercirio resultante da exposi¢ao ocupacional a vapor de mercurio.
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A eliminacdo do merctrio apds exposicio a vapor de mercurio ocorre principalmente pela
excrecio de Hg?t. Quantidades pequenas de vapor de merciirio podem ser exaladas. Um fracdo
do vapor de merciirio exalado é resultado da reducdo do Hg?t armazenado nos tecidos.

A taxa de excregao é dependente da dose. Alguns dados indicam que a maior parte do
mercirio acumulado no corpo (80%) é excretado em aproximadamente 60 dias. Parte do mercurio
acumulado no cérebro é lentamente eliminado em tempo médio bioldgico que pode exceder varios
anos [49].

1.3.2.3. Intoxicacdo causada pela exposicao a vapor de mercirio

Como visto anteriormente, o merctrio € citotoxico; liga-se a grupos -SH e -SeH modificando
a estrutura terciaria e quarternéria de proteinas. O mercurio pode interagir com receptores, afetar
canais i0nicos e alterar fungoes celulares bésicas.

A toxicidade do mecirio pode afetar as funcoes dos nervos periféricos, as fungoes renais e
musculares, bem como o sistema imunoldgico e endécrino. No entanto, o sistema nervoso central
¢é o principal alvo da acao téxica deste metal.

Uma revisao dos casos de intoxicagao acidental por merctrio publicados durante o periodo
de 1998-2002 revelou uma variedade surpreendente de sintomas [20]. As concentragoes de mer-
curio foram registradas apds anélise da urina e sangue dos individuos expostos. Os sintomas
observados incluiram uma variedade de sindromes cuténeas, como a dermatite de contato sisté-
mica (sindrome de baboon) [16]. Adachi et al. [3] e Pigatto et al. [102] descreveram trés casos
de dermatite numular, cujos sintomas desapareceram apods remocao do amalgama dental. Boyd
et al. resume as doengas de pele causadas pelo mercirio em um artigo de revisao [25]. Existem
ainda varios casos de criancas com hipertensao e secrecao elevada de catecolaminas induzida pela
exposicao ao mercurio [71].

O pulmao é o érgao critico no caso de exposicao aguda acidental a altas concentracoes de
vapor de mercurio. O vapor de mercurio causa bronquite erosiva e bronquiolite com pneumonite
intersticial. O paciente eventualmente morre de insuficiéncia respiratoria. Estes sintomas podem
estar combinados a sinais causados pelos efeitos sobre o sistema nervoso central, tais como
tremores e um aumento na excitabilidade [49].

Em exposicao a longo prazo a niveis téxicos de vapor de mercurio, os 6rgaos do sistema
nervoso central sao os érgaos criticos. Pouco é conhecido a respeito das disfuncgoes cerebrais
causadas pela exposicao a vapor de mercirio. Conforme a dose aumenta, os sintomas podem
ser caracterizados como uma sindrome asténica vegetativa e incluem: fraqueza, fatiga, anorexia,
perda de peso e distirbios gastrintestinais. Esta sindrome também é conhecida como micromer-

curialismo [90].
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Em niveis de exposigao mais altos, tremores musculares caracteristicos aparecem. Incial-
mente, estes tremores ficam restritos as partes periféricas como os dedos, as palpebras e os labios,
progredindo para um tremor generalizado que envolve o corpo todo.

A sintomatologia que mais se destaca na intoxicacao mercurial cronica é o eretismo mer-
curial. Caracteriza-se por severas alteragoes de comportamento e personalidade, excitabilidade
aumentada, perda de meméria e insonia, que pode progredir para depressao. Em casos graves
podem ocorrer delirios e alucinacoes. Paralelamente aos efeitos sobre o sistema nervoso central,
em casos de intoxicacao grave observa-se inflamacao das gengivas e salivagdo excessiva.

White [133] descreveu um trabalhador de uma fabrica de termoémetros que foi exposto
durante 3 anos e desenvolveu sintomas neuropsicolégicos. Seu nivel de mercirio urindrio era de
690ug.L~!. As imagens obtidas por ressonancia magnética mostraram atrofia cortical. Haut et
al. [57] estudou 13 homens expostos a vapor de mercirio proveniente da soldagem de materiais
pintados com tinta contendo mercirio por um periodo de exposicao equivalente a 2-4 semanas.
Cessada a exposicao, a média da concentracio de merciirio no sangue dos homens foi de 48g.L~!
(21-84pg.L~1). Um ano depois, estes homens foram submetidos & uma bateria de testes neurop-
sicolégicos e comparados com um grupo de controle de 13 trabalhadores nao expostos. O grupo
exposto apresentou um déficit cognitivo de coordenacao motora e problemas emocionais como
depressao e ansiedade. Além disso, esses homens mostraram-se mais retraidos socialmente.

Nos casos de intoxicagao leve, os sintomas da intoxicacdo por mercdrio aparentemente
regridem ou desaparecem quando a exposicao é interrompida. No entanto, em casos mais graves,
devido a exposicao a longo prazo, seqiielas persistentes relacionadas ao sistema nervoso sao
comuns. Uma pesquisa americana [74] foi conduzida em 205 trabalhadores com idade média de
71 anos. Destes, 104 haviam sido expressivamente expostos a vapor de mercurio por mais de 19
anos, com eliminagao de merctirio em excesso na urina (600ug.L~1). Os demais 101 trabalhadores
nao haviam sido expostos. A coordenagao motora nos trabalhadores expostos foi reduzida a um
grau estatisticamente significante. A velocidade de conducdo nos nervos periféricos também
mostrou relagao com a exposi¢ao cumulativa ao mercirio, expressando-se como uma neuropatia
periférica residual.

Diversos estudos [10, 70,99] mostraram que os sintomas neurolégicos decorrentes da ex-
posicao ocupacional a vapor de merciurio podem permanecer por décadas apds o término da
exposi¢ao, o que indica um dano permanente. Um estudo comparativo na Noruega [79] envolveu
75 trabalhadores de uma industria de cloro-alcali e um grupo de controle de 52 individuos reve-
lou que os efeitos da exposi¢ao sobre a capacidade de atencao e a capacidade visuomotora foram
encontrados 12 anos apds o término da exposicao. A exposicao deste grupo foi consideravelmente
menor do que a exposi¢ao do grupo americano mencionado previamente. A concentragao de mer-
ctirio na urina destes trabalhadores foi equivalente a 100ug.L~! durante o perfodo de exposicao

ocupacional.
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O tecido nervoso do feto constitui o tipo de célula mais sensivel ao fon Hg?*. Efeitos eviden-
tes no desenvolvimento do sistema nervoso surgem a um nivel de concentracio de 5-50nmol.L
ou 1-10 ng.g~! no tecido [86]. Este foi o nivel encontrado em recém-nascidos cujas maes eram

portadoras de amélgama dental [42,76].

Estudos experimentais em cobaias e em primatas [22,35,96,129] mostraram que a exposi¢ao
a vapor de mercurio causa aborto, aumento na incidéncia de mortes de recém-nascidos e distiirbios
no desenvolvimento do cérebro semelhantes aqueles observados apds a exposicao a metilmerctrio,

resultando em alteracoes comportamentais permanentes e capacidade de aprendizado reduzida.

Existem poucos relatos de mulheres expostas a vapor de mercirio durante a gestacao.
Alguns dos efeitos descritos incluem retardo mental e peso abaixo do normal de recém-nascidos

cujas maes foram ocupacionalmente expostas a vapor de mercurio durante a gestagao.

Um grande ntimero de pessoas tanto em paises desenvolvidos quanto em paises em desen-
volvimento tém restauracoes de amélgama dental. Para a maioria das pessoas, esta exposicao
nao causa efeitos adversos a saiide. No entanto, o mercirio, assim como outras substancias ou
farmacos, tende a induzir efeitos colaterais mais sérios as pessoas geneticamente predispostas.

Este assunto é discutido posteriormente na Secao 1.4.

1.3.2.4. Intoxicacdo causada pela exposicao a merctrio inorganico

Nao ha evidéncias de que os efeitos téxicos do mercurio resultantes da exposicao a vapor
de mercurio sobre os rins, sistema imunoldgico e glandulas enddcrinas sejam diferentes daqueles
produzidos pela exposicao a Hg?*. Os rins sdo os 6rgaos-alvo primérios; absorvem e acumulam

prontamente fons Hg?* do sangue apéds a exposicao [139].

No caso de intoxicacdo aguda, ou seja, quando o cloreto de mercirio (HgClz) ou outros
sais de mercurio II sao ingeridos acidental ou propositalmente, os érgaos do trato gastrintentinal
sdo os 6rgaos criticos. O efeito corrosivo de uma solucio concentrada de sal de Hg?* sob o trato
gastrintestinal causa necrose das mucosas e morte. Os sintomas incluem dores de estomago,
dores abdominais, vomito e diarréia com sangue. Se o paciente sobreviver aos danos causados no
trato gastrintestinal, os érgaos criticos serao os rins. Dentro de 24 horas, oorre a faléncia renal

causada pela necrose do epitélio tubular proximal.

A intoxicacdo cronica causada exclusivamente por sais de Hg?t é bastante incomum.
Grande parte da exposicao é ocupacional e envolve uma mistura de vapor de mercurio ele-
mentar e merctrio merctrico (Hg?T). O mercirio mercuroso (Hgs") é oxidado a Hg?* no trato
gastrintestinal. No caso de exposicao cronica a Hg?t, os rins sdo os 6rgaos criticos. Outros alvos
sao o sistema imune, os tecidos musculares e a tireéide. Os sintomas também podem aparecer
na forma de salivagao elevada, inflamacao nas gengivas e linhas negras nos dentes por causa da

precipitacao do sulfeto de mercurio (HgS) [49].
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1.3.3. Vigilancia da intoxicacao por exposicao ocupacional

No Brasil, o Anexo II do Regulamento dos Beneficios da Previdéncia Social [81] registra as
atividades associadas ao mercurio (e seus compostos) que representam um risco aos trabalhadores,
tais como: extracao e fabricacao do mineral de merctrio e de seus compostos; fabricacao de
tintas; fabricacao de solda; fabricagdo de barémetros, manémetros, termometros, interruptores,
lampadas, vélvulas eletronicas, ampolas de raio X, retificadores; amalgamacao de zinco para
fabricacao de eletrodos, pilhas e acumuladores; douragao e estanhagem de espelhos; recuperacao
de mercurio por destilacao de residuos industriais; tratamento a quente de amalgamas de ouro
e prata para recuperagao desses metais; secretagem de pélos, crinas e plumas e feltragem a base
de compostos de mercurio; fabricacao de fungicidas para o tratamento de sementes; etc.

Este regulamento lista ainda as doengas que podem estar relacionadas ao mercirio e a
seus compostos (denominadas e codificadas segundo CID-10 !): transtornos de personalidade e
de comportamento decorrentes de doenca, lesao e disfuncao de personalidade; transtorno mental
organico ou sintomdtico nao especificado; episédios depressivos; neurastenia (inclui a ”sindrome
da fadiga”); ataxia cerebelosa; outras formas especificadas de tremor; transtorno extrapiramidal
do movimento nao especificado; encefalopatia téxica aguda; encefalopatia téxica cronica; arrit-
mias cardiacas; gengivite cronica; estomatite ulcerativa cronica; dermatite alérgica de contato;
doenga glomerular cronica; e nefropatia tibulo-intersticial induzida por metais pesados [82].

O controle da exposicao ocupacional de trabalhadores expostos ao mercirio, nas mais
diferentes atividades em que ele ou seus compostos sao empregados ou produzidos, pode e deve
ser feita pela aplicagao simultanea de duas medidas: as de ordem técnica e tecnolégicas (adogao
de mecanismos limpos de producao) e as de ordem médica. Estas medidas buscam impedir ao
maximo o contato deste agente quimico com o organismo do trabalhador.

Considerando-se o ambiente ocupacional, as vias mais importantes na exposigao,/absorgao
ao mercurio e seus compostos sao as vias respiratoria, cutanea, ocular e digestiva. A via respi-
ratoria é a principal via de introducao em se tratando do mercurio elementar.

Entre as medidas técnicas para controle e prevencao da exposicao ocupacional ao merctrio,
é importante: (1) ventilar adequadamente o ambiente de trabalho, (2) instruir corretamente os
trabalhadores quanto ao risco das operagoes e quanto as normas de higiene e (3) garantir o uso
de roupas e equipamentos de protecao individual (EPIs) apropriados.

Além disso, é essencial o monitoramento permanente das concentragoes de vapores e/ou
poeiras de mercurio e seus compostos no ar dos ambientes de trabalho e obediéncia aos limites
sugeridos e/ou adotados pela legislacao especifica. Tais limites sdo obtidos a partir do estudo das
relagoes dose-efeito e dose-resposta para a exposicado humana ao mercurio e seus compostos. O
cumprimento destas medidas garantem maéaxima seguranca a satide dos trabalhadores expostos,

minimizando - mas nao eliminando - o risco de intoxicacao.

LCID-10: Classificacio Estatistica Internacional de Doencas e Problemas Relacionados com a Satde
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Os limites para exposicao ocupacional ao mercurio e seus compostos variam de 0,025 a
10mg.m~3 de ar, dependendo do tempo e do tipo de exposicio (jornada didria de trabalho,
acidentes, falha ou defeito nos EPIs, etc.).

A legislagao brasileira, através das Normas Regulamentadoras (NRs) do Ministério do
Trabalho, estabelece um limite de tolerdncia bioldgica (LTB) para o trabalhador exposto ao
mercurio de 33 microgramas de mercurio por grama de creatinina urinaria e 0,04 miligramas por
metro cubico de ar. A NR-15 [85] lista o mercirio entre os principais agentes nocivos que afetam
a satude do trabalhador.

Dentre os metais que causam doencga ocupacional, o mercirio é o que apresenta a maior
diversidade de efeitos (neurolégicos, psicolégicos, cardio-respiratérios, gastrintestinais, renais e
bucais). A NR-15, entretanto, nao fixa limites para as varias formas de mercirio como faz a
ACGIH 2. Assim, para todas as formas de merciirio, exceto as organicas, o limite de exposicdo
ocupacional (LEO) é de 0,04mg.m~3 de ar, como citado anteriormente.

O indicador bioldgico de exposi¢cao (IBE) é um pardametro especifico medido em tecidos ou
fluidos do organismo humano e utilizado como ferramenta para avaliacao da exposicao humana a
um agente quimico toxico de interesse [37]. O IBE informa a quantidade de exposi¢ao em termos

de absorcao ou de efeito e pode ser representado:

e pela presenca do agente quimico inalterado em constituintes do organismo, um indicativo

de sua absorcao;
e pela presenca de um produto de biotransformagao do agente quimico no organismo;

e pela alteracao qualitativa e/ou quantitativa da atividade de enzimas ou outros parametros

biolégicos, o que reflete o efeito téxico do agente quimico.

O uso dos IBEs e dos LTBs constituem o monitoramento biolégico, cujo objetivo é garantir
a conservagao da satide das pessoas ocupacionalmente expostas ao mercurio e seus compostos. O
valor-limite admitido para o IBE é um indicador bioldgico mdzimo permitido (IBMP), que, uma
vez nao ultrapassado, nao havera intoxicagao decorrente daquela exposicao. No entanto, nao se
observa um consenso em relacao a estes limites, variando de autor para autor.

Na exposicio a concentracoes de 0,05mg.m~—3 de ar de vapores de mercirio metalico (li-
mite para ambientes de trabalho e jornadas de 40 horas semanais, em alguns paises), por mais
de um ano, os niveis de merciirio no sangue e na urina alcancam, respectivamente, 3,5ug.dl™?
e 150pg.L~!, ndo havendo sintomas especificos. Para uma exposicio a 0,1-0,2mg.m™3, as con-
centracoes, apés um ano, podem alcancar 7-14ug.dl~! e 300-6001g.L~! no sangue e na urina,

respectivamente, podendo ocorrer tremores [135].

2ACGIH: American Conference of Governmental Industrial Hygienists
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Segundo um grupo de especialistas da Organizacao Mundial de Saide [136], a concentracao
de mercirio no ar do ambiente de trabalho esta relacionada & concentracdo urindria do metal
na proporcao de 1:2. Assim, uma concentracdo de Hg® no ar de 25ug.m™3, limite proposto pelo
grupo para ambientes de trabalho, esté associada a um LTB de 50ugHg.L~! de urina.

Em contrapartida, em pesquisa desenvolvida com trabalhadores expostos a vapores de
mercurio, Roels [108] registrou uma relagao de 1:1,2 entre o mercirio no ar e na urina, sugerindo
um limite de tolerancia de 40ug.m~3 de ar.

Os teores de merctrio total considerados normais (pessoas nao expostas) pela Organizagao

1

Mundial da Satide sio 5-10pg.L~! no sangue, até 4ug.L~! na urina e 1-2ug.g~" no cabelo. Os

limites de tolerancia bioldgica no sangue e no cabelo devido a exposicao a vapores de mercurio

! respectivamente [104].

sao 30ug.L~t e 6ug.g”
O Departamento de Saude do Estado da Califérnia [29] divulgou os seguintes valores de

referéncia para interpretacao dos niveis urinarios de mercurio:

eliminacdo normal: < 10ug.L~!;

e climinacdo elevada denotando aumento da absorcio: > 50ug.L~!;
e nivel de adverténcia: > 200ug.L~!;

e nivel perigoso (evitar futuras exposigoes) e eliminagdo excessiva (podem ocorrer sinais e

sintomas da intoxicacdo): > 300ug.L—1.

No Brasil, a Norma Regulamentadora 7 (NR-7) [84], que dispoe sobre os parametros do
controle bioldgico da exposicao ocupacional a agentes quimicos, propoe a utilizacdo do mercu-
rio inorgénico urindrio total como indicador biol6gico da exposicao (IBE) de trabalhadores ao
mercurio e seus compostos.

A NR-7 estabelece ainda o valor de 50ug.L~' de urina como indice biolégico miximo
permitido de merciirio inorganio urinério e 10ug.L~! de urina como valor de referéncia indicando
normalidade (ou 35ug.L~! de creatinina e 5ug.L~! de creatinina, respectivamente).

Uma avaliagdo da exposi¢ao ocupacional de mineiros a vapores de mercirio (processo de
amalgamacao e queima) em regides de garimpo de ouro no lago Vitéria, Bafa de Nungwe, na Tan-
zéania, revelou uma média de 241ngHg.mL~! de urina, enquanto, para a populacio nao exposta
ocupacionalmente, a média foi de 2,6ngHg.mL~! de urina [60].

Um estudo [118] envolvendo 35 individuos sauddveis da cidade de Maracaibo revelou niveis
de merciirio no sangue e na urina de 11,2 + 7,8ug.L ™" ¢ 9,2 + 3,6ug.L!, respectivamente. Em
contraposicao, os niveis de mercirio encontrados no sangue e na urina de individuos ocupacio-

nalmente expostos foram de 20,8 + 7,9ug.L~! e 19,7 & 7,5ug.L~"!, respectivamente.
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Os efeitos da exposicao ocupacional ao mercurio em trabalhadores de uma industria de
lampadas fluorescentes localizada em Santo Amaro foram investigados em um estudo no qual 23
dos trabalhadores (11,97%) apresentaram merctirio urindrio abaixo de 10ug.L~!, 100 (52,08%)
entre 10 e 50ug.L~1, 27 (14,06%) acima de 50ug.L=! e 42 (21,87%) sem informagao [140].

A Anvisa nao possui nenhum parametro de exposicao ocupacional ao mercurio. Segundo a
Geréncia Geral de Tecnologia em Servigos de Saude e a Geréncia de Tecnologia da Organizacao
em Servicos de Satide 3, a Anvisa apenas orienta os profissionais da odontologia a realizar suas
atividades, incluindo aquelas que envolvam o uso de amalgama dental, de forma segura, obede-
cendo uma ldgica de protecdo e prevengao de riscos [54]. Algumas orientagoes desta agéncia, a
titulo de exemplo, sao: (1) usar somente amalgama em capsulas; (2) usar lencol de borracha du-
rante a aplicagao e remogao de restauragoes de amalgama,; (3) realizar a remocao de restauragoes
de amélgama somente com broncas novas, sugadores de saliva e sob refrigeracao da caneta.

A Secretaria de Atengdo a Saide do Ministério da Satde e a Anvisa elaboraram um ma-
nual [8] sobre a prevengao e controle dos riscos em sevigos odontolégicos. Este manual auxilia os
profissionais da odontologia a adotar boas préaticas em suas atividades, com o intuito de eliminar

(ou reduzir) e prevenir os riscos & saude.

3Informacéo obtida por comunicacio eletrénica.
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1.4. Amalgama dental

O merctrio tem a propriedade de dissolver quase todos os metais, formando uma liga
chamada amalgama. Devido a sua resisténcia e durabilidade, o amélgama dental vem sendo
empregado na odontologia como material de preenchimento por mais de um século sem efeitos
adversos evidentes [105].

O amalgama dental é uma liga estdvel composta pela combinagao de cerca de 45 — 55%
de mercirio metélico ou elementar (Hg), 30% de prata (Ag®), estanho (Sn®), cobre (Cu®) e,
possivelmente, outros elementos metalicos como o zinco (Zn") [137].

Dodes [41] faz uma descri¢ao dos beneficios do amalgama dental em comparagao aos demais
materiais restauradores disponiveis atualmente. O amalgama dental é duravel, de facil aplicacao,
altamente resistente e relativamente barato.

E crescente a preocupacao com os riscos a saude decorrentes da exposi¢do ao mercurio
contido em restauragoes de amalgama dental [115]. No entanto, existem poucas evidéncias para
sustentar ou refutar inteiramente tais alegagoes.

A exposicio ocupacional ao merctrio elementar (Hg) tem sido associada a intimeros sin-
tomas neuropsicolégicos. A absorcio de vapor de Hg" é largamente demonstrada na litera-
tura [21,37,47]. A exposicao ocupacional de dentistas, por exemplo, tem sido associada a tremo-
res musculares, mudancas de personalidade, de comportamento, perda de memoria, irritabilidade
e depressao grave [43].

Na auséncia de uma exposigao ocupacional, o influxo (ingestao, consumo, absorcao) didrio
de mercurio, proveniente da inalagao de vapores de merctrio ou da ingestao de dgua e alimentos,
provavelmente nao excederia 10ug. Entretanto, uma significativa contribuicdo poderia resultar
da liberagao de vapor de mercurio das restauragoes de amélgama dental [4,11,28,125].

O mercurio liberado a partir de restauragoes de amalgama pode adquirir varias formas:
vapor de merctrio elementar, {fons metélicos, e/ou finas particulas [64]. No caso do vapor de
mercurio, uma parte é expirada, outra é aspirada para os pulmoes e absorvida pelo sangue, outra
é retida na saliva sob a forma de vapor e engolida juntamente com particulas de amalgama e
outra é oxidada a sua forma idnica e expelida pela boca ou engolida. Da porcao engolida, apenas
uma pequena fracao seria absorvida pelo trato gastrintestinal [5]. A reabsorcao pelas vias aéreas
do merctrio liberado sob a forma de vapor de mercurio pode chegar a 80%.

As particulas de amdalgama resultantes da friccao dos dentes podem ser engolidas e, ainda
que em menor extensao, oxidadas no trato gastrintestinal. Porém, menos do que 10% do merctrio
ingerido é reabsorvido como Hg?*. O merciirio também pode ser absorvido nas terminacdes
nervosas e transportado para os ganglios e células nervosas centrais [12].

Alguns estudos indicam que o amalgama dental contribui significativamente para a carga

corporal de mercurio em individuos portadores de restauragoes de amalgama [58,64,124,131].
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Segundo a Organizacdo Mundial da Saude [5], o amélgama dental constitui uma fonte
potencialmente significativa de exposicdo ao mercurio elementar. A estimativa é que o influxo
de merctrio proveniente de restauracoes de amélgama varie de 1 a 27ug em individuos expostos
a uma quantidade inferior a 5ug de mercurio por dia.

Em um estudo a respeito do impacto do mercirio na saide humana, sendo a urina o
indicador bioldgico de exposicio (IBE) escolhido, a média encontrada em gabinetes odontolégicos
para um total de 204 individuos (dentistas e assistentes) foi de 8,1ugHg.L=! de urina (1,2 a
36,4pg.L71) e em uma faculdade de odontologia para um total de 47 professores e alunos, esta
média foi igual a 7ugHg.L~! de urina (2,5 a 52,7ug.L~1) [46].

Outro estudo avaliou a exposicao ocupacional ao mercirio metalico em um médulo odon-
tolégico de uma unidade bésica de saude da cidade de Sao Paulo. Os niveis de mercurio urinéario
para cerca de 62,5% dos trabalhadores foram de 10 a 49ug.L~!, enquanto para os demais traba-
lhadores, os niveis ficaram abaixo de 10ug.L~!, sendo que o valor mais baixo observado foi de
2,5ug.Lt [51].

Oikawa et al. [98] avaliou os teores de mercirio urinario de 20 alunos da Faculdade de
Odontologia do Centro de Ensino Superior do Estado do Parda (CESUPA). Os niveis de mercu-
rio urinario encontrados em 80% dos alunos investigados foram inferiores a 10ug.L~!. Apenas
4 individuos apresentaram teores de mercturio urindrio acima do dito ”limite de normalidade”
(10pg.L71), porém, dentro do limite maximo tolerado (50ug.L~1).

Berdouses et. al. [18] estudou a liberagdo de Hg do amélgama dental sob condi¢oes con-
troladas de escovagao e mastigacao e descobriu que apenas 0,03ug de Hg sao liberados por dia.

A contribuicao das restauracoes de amélgama a absorcao didria de mercurio foi avaliada em
intimeros artigos. Os valores geralmente alcancam de 1-5ug.dia~!, embora Sandborgh-Englund
et al. [110] tenha estimado uma dose de 5 a 9ug de mercirio por dia proveniente do amdalgama
dental. Halbach [55] examinou dados de 14 estudos independentes e concluiu que a dose provavel
de merciirio proveniente do amalgama dental é inferior a 10ug.dia™!.

Barregard et al. [15] fez uma descrigao de trés casos em que os individuos de estudo apresen-
tavam sintomas de intoxicagao por mercurio. Estes individuos eliminavam grandes quantidades
de merciirio pela urina, de 23-60ug.dia~! ou 25-54ug.g~! de creatinina, indicando uma absorcao
de Hg didria equivalente a 100ug. A quantidade de Hg encontrada no sangue foi de 12-23ug. L1,
que é 5 a 10 vezes a média encontrada para a populacao geral nao exposta. Estes individuos
nao estavam expostos a nenhuma outra fonte de mercirio, com a excecao de suas restauracoes
de amalgama dental e a remoc¢ao das mesmas resultou em concentracoes normais de Hg.

Um caso similar foi publicado por Langworth e Stromberg [72]. O estudo demonstrou
uma absorciao de mercirio de aproximadamente 100ug.dia™!, 10 vezes maior do que a absorcio
relatada pela Organizacao Mundial da Satde [64]. Vérios estudos mostram que a absorcao de
mercurio a partir do amdalgama dental eleva a concentragao deste elemento no cérebro, plasma e

rins proporcionalmente ao nimero de obturagoes [134].
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1. Introducao

As concentragoes de mercirio no plasma e na urina de individuos que néo tém amélgama
dental correspondem a 0,2ug.L~! e 2ug.L =1, respectivamente [110]. A autépsia de individuos
sem restauracoes de amalgama revelou uma quantidade de mercirio no cértex occipital de apro-
ximadamente 7ng.g~! (média, 6,7; alcance, 1,9-22,1). Em contrapartida, a investigacio do cértex
de individuos que tinham amélgama dental constatou uma quantidade equivalente a 15 ng.g~!
(média, 15,2; alcance, 3,8-121,4) [64]. Contudo, esta diferenca nao implica que a absorgao de
mercurio seja exclusivamente devido ao amalgama dental. Em fetos, observa-se também um
aumento da concentragao de mercirio no cérebro e nos rins, com uma média de concentragao de
mercurio duas vezes maior naqueles cujas maes possuem restauracoes de amalgama comparados
aqueles cujas maes nao as tém [42, 76].

Em 1990, o canal de TV CBS apresentou um programa intitulado “Veneno na Boca” (Is
There Poison In Your Mouth?), intensificando a controvérsia. Em resposta ao programa, o
National Institutes of Health (NIH) e o American Dental Association (ADA) reportaram que
nao havia correlagao alguma entre o amdlgama dental e a saide [78,93]. A controvérsia em
torno da chamada “doenca do amalgama” desencadeou uma série de estudos multidisciplinares
nas ultimas duas décadas.

Amostras de sangue e urina de 40 mulheres que alegavam sofrer sérios danos a satide decor-
rentes da exposiciao ao Hg" presente em restauracoes de amalgama dental foram analisadas em
um estudo de monitoramento biolégico. O Hg foi determinado por espectrometria de absorcao
atomica com vapor frio. O nimero e as superficies das restauragoes de amélgama foram deter-
minadas por dentistas para cada individuo de estudo. Os niveis médios de Hg no sangue e na
urina foram 2,35ug.L~! e 1,55ug.g~! de creatinina, respectivamente. Contudo, a diferenca entre
os niveis de Hg encontrados entre o grupo de estudo e o grupo controle nao foi significante [141].

Um estudo envolvendo 1100 homens indicou que 10 restauragoes de amalgama em um
individuo podem aumentar o nivel de merciirio urindrio em cerca de 1ug.L=! [1]. Mackert
e Berglund [77] apontaram que 450 a 530 restauragoes de amdalgama seriam necessérias para
produzir efeitos pré-clinicos leves nos pacientes. Neste caso, a probabilidade de haver intoxicacao
por mercurio proveniente da presenga de amalgama dental é bastante remota.

Um grupo de 550 individuos nao expostos ocupacionalmente ao Hg foi estudado para avaliar
se 0 amalgama dental estd adversamente associado as fungdes cognitivas [47]. Estes individuos
foram submetidos a testes neuropsicolégicos, questionarios estruturados, exame dental e coleta de
sangue e urina. O estudo mostrou que a exposicao ao Hg derivado de restauracoes de amalgama
nao estd associado com nenhum déficit detectavel nas fungoes cognitivas ou motoras.

As principais institui¢oes e organizagoes cientificas e de saide (NIH, USPHS, CDC, FDA
e WHO) estao convencidas de que o amélgama utilizado em restauragoes dentais é um material

restaurador seguro, confidvel e efetivo [2].
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1. Introducao

Como as informagoes encontradas na literatura sdo bastante controversas (e, por vezes,
radicais), existe a necessidade de uma investigacdo mais profunda e conclusiva a respeito dos
riscos aos quais profissionais e pacientes estao sujeitos devido ao uso do amalgama dental. Muito
embora existam produtos alternativos de funcao similar disponiveis no mercado (as resinas),
muitos dentistas ainda optam pelo amalgama dental por ser um material mais resistente e duravel.
Além disso, as resinas, muitas vezes importadas, sdo mais caras que o amalgama.

O Professor Dr. William W. Johnson, professor associado e vice presidente do Departa-
mento de Odontologia Restaurativa da Faculdade de Odontologia da Universidade de Nebraska,

Estados Unidos, em declaracio extra-oficial 4, a pedido da autora desta dissertacdo, resume:

"Como educador e cientista da drea de biomateriais, ndo tenho quaisquer restrigoes
quanto ao uso do amdlgama dental em meus pacientes e em minha familia. E
verdade que wma infima quantidade de mercurio € liberada de restauracoes de
amdlgama diariamente, mas nenhum estudo confidvel encontrou ligacao alguma

entre esta liberagdo e qualquer problema médico.” (68|

Dr. William W. Johnson
Universidade de Nebraska

A Secretaria Estadual de Satde de Pernambuco, através da Divisdo de Saude Bucal e do
Programa Estadual de Controle DST/AIDS, elaborou um manual, revisado pela Anvisa, que
dispoe de normas e padroes de biosseguranca no controle de riscos operacionais relacionados a
pratica odontoldgica [112]. As diretrizes de procedimentos descritos envolvem equipamentos de
protecao individual (EPIs), praticas de limpeza, desinfeccao e esterilizacao, recomendagoes da
ADA relativas ao Hg, manipulacdo e destino de residuos, leis, cédigos, normas e portarias sobre
biosseguranca, etc.

Enfim, é inegavel a necessidade de estudos mais significativos a respeito dos possiveis
efeitos relacionados ao amdalgama dental. Informagoes mais conclusivas servirdao como base para
a elaboracao de novas diretrizes e normas que auxiliem no controle da exposicao ao mercurio

metalico.

4Informacéio obtida por comunicacio eletrénica
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2. Objetivo do estudo

Dentistas e assistentes estao possivelmente expostos a vapores de mercurio metélico libe-
rados durante o preparo, manuseio ou remoc¢ao do amélgama dental. Um estudo foi iniciado
pela Fundagao de Medicina Tropical do Tocantins, sob a coordenacao da Professora Dra. Maria
Aparecida Faustino Pires do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, para avaliar o risco
ocupacional e ambiental da exposicao ao mercirio, ao qual estao expostos profissionais da equipe
auxiliar de odontologia da rede publica de satide da cidade de Araguaina (TO). Em colaboragao
com este estudo, o Laboratério de Andlises Quimicas e Ambientais do IPEN se responsabilizou
pela realizagéo das andlises pertinentes. Para tanto, foi necessario definir uma metodologia ana-
litica, cuja implantacao no laboratorio possibilitasse a quantificacao de mercirio em amostras de
urina dos individuos expostos. Entretanto, antes de implantar qualquer metodologia analitica,
o laboratério deve realizar a sua validagao a fim de garantir a qualidade dos resultados. Neste
contexto, este estudo representa uma etapa prévia as andlises propriamente ditas e tem por
objetivo validar a metodologia analitica para a determinacao de mercirio total em amostras de
urina. Os parametros de desempenho do método serao testados através de ensaios praticos, nos
quais materiais de referéncia certificados serao empregados a fim de estabelecer a rastreabilidade
das medigoes. Por fim, a interpretagao dos resultados obtidos permitira avaliar se a metodologia

atende adequadamente a todos os requisitos necessarios para a sua aplicacao.
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3. Metodologia analitica

O desenvolvimento de técnicas analiticas para determinagdo quantitativa de mercirio em
uma grande variedade de matrizes foi estimulado pela necessidade de se estimar o impacto cau-
sado pelo merctrio e seus compostos sobre o meio ambiente e os seres humanos. Além disso, a
quantificacao de mercurio é indispensdvel para o monitoramento da poluicao ambiental, diagnods-

ticos clinicos e para uma variedade de processos industriais e laboratoriais.

Na maioria das vezes, o mercurio esta presente nas amostras em quantidades muito pe-
quenas e, geralmente, associado a outros compostos. Isto exige da técnica selecionada uma
alta sensibilidade e precisdo. Durante os ultimos anos, diversas técnicas foram desenvolvidas,

contribuindo significativamente para a compreensao da quimica do mercirio [48].

A selegao das técnicas analiticas é feita de acordo com a natureza da amostra (matriz) e,
principalmente, com o teor de mercurio que se pretende quantificar. A principais técnicas incluem
a colorimetria, a espectrometria de absor¢do atomica com geracao de vapor frio, a andlise por
ativagdo neutronica e a cromatografia gasosa. A Tabela 3.1 apresenta um resumo das técnicas

frequentemente empregadas para quantificar merctrio e seus respectivos limites de detecgao [80].

A técnica colorimétrica é empregada na determinacao de mercurio total. A amostra é sub-
metida a digestao acida e subseqiiente complexagao com ditizona. A espectrometria de absorcao
atomica com geracdo de vapor frio (CV-AAS!), técnica muito utilizada para analisar merci-
rio em agua e urina, permite quantificar mercirio inorganico por redugéao com cloreto estanoso
(SnCly) e mercurio total por reducao com borohidreto de sédio (NaBHy4). A técnica de ativagao
neutronica (NAA?) baseia-se na irradiagdo da amostra em reator de baixa poténcia e medicio
de raios gama para determinar mercurio total. A cromatografia gasosa com detector de captura

de elétrons (GC-ECD?) é uma técnica capaz de determinar todos os compostos de merctirio [37].

A técnica selecionada para determinacdo de mercirio total em amostras de urina foi a
espectrometria de absorgao atomica com geracao de vapor frio (CV-AAS). Esta técnica retine uma
série de caracteristicas favoraveis a analise de mercurio total em amostras de urina: simplicidade,

limite de deteccao adequado, rapidez e, no caso em questao, disponibilidade.

1CV-AAS: Cold Vapor Atomic Absorption Spectrometry
2NAA: Neutron Activation Analysis
3GC-ECD: Gas Chromatography With Electron Capture Detection
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3. Metodologia analitica

Tabela 3.1.: Técnicas analiticas para determinacao de mercurio

Método Limite de
Deteccao

Método Colorimétrico 0,01-0,1 pg.g~ !

Espectrometria de Absorgao Atomica

- Forno de grafite (GF AAS) 1ngg!

- Vapor frio (CV AAS) 0,01-1 ng.g !

- Injecao em Fluxo (FIMS) [101] < 0,05 ng.L 7!

- Determinacao Direta (DMA) [101] 0,005 ng

Espectrometria de Fluorescéncia Atémica

- Vapor frio (CV AFS) 0,001-0,01 ng.g~*

Analise por Ativacao com Néutrons

- Instrumental (INAA) 1-10 ng.g~*

- Radioquimica (RNAA) 0,01-1 ng.g~!

Cromatografia Gasosa

- Detector de Captura Eletronica 0,01-0,05 ng.g~!

- Detector de Emissao Atomica 0,05 ng.g~!

- Espectrometria de Massa 0,1 ng.g™?

- CV AAS / CV AFS 0,01-0,05 ng.g~!

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

- Detector de Ultra-violeta 1 ng.mL~*

- CV AAS 0,5 ng.mL ™!

- CV AFS 0,08 ng.mL !

- Eletroquimico 0,1-1 ng.mL~!

Plasma Acoplado Indutivamente

- Espectrometria de Massa (ICP MS) 0,01 ng.mL~*

- Espectrometria de Emissao Atomica (ICP OES) 2 ng.mL~!

Espectrometria Foto-Acustica 0,05 ng

Fluorescéncia de Raio X 5ng.g ! -1 pugg?

Métodos Eletroquimicos 0,1-1 ug.g~!

Analisador de Filme de Ouro 0,05 ug.g~!

Fonte: adaptada de Azevedo [37]

3.1. A espectroscopia atomica

Existem trés técnicas analiticas essenciais em espectrometria atomica: emissao atOmica,
absorcao atomica e fluorescéncia atomica. Um atomo é basicamente constituido de um nicleo
rodeado por elétrons. Cada elemento possui um nimero especifico de elétrons associados em Or-
bita ao nucleo. Estes elétrons ocupam posi¢oes ordenadas e previsiveis na érbita. A configuracao
orbital normal de um atomo é a configuragao de menor energia, eletronicamente mais estavel, de
um atomo. Quando energia suficiente é aplicada, o 4&tomo absorve esta energia e um elétron da
camada externa é promovido a uma configuracao menos estavel ou “estado excitado”. Como este
estado é instdvel, o dtomo retorna imediatamente e espontaneamente ao seu estado fundamental.
O elétron volta entao ao estado inicial estavel e hd emissao de energia equivalente a quantidade

de energia absorvida inicialmente no processo de excitagao.
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3. Metodologia analitica

O comprimento de onda da radiacao emitida esta diretamente relacionado com a transicao
eletronica ocorrida. Como cada elemento tem uma estrutura eletronica tnica, o comprimento de
onda da luz emitida é uma propriedade tnica de cada elemento individualmente.

O processo de excitacao e decaimento para o estado fundamental estd presente em todos
os trés campos da espectroscopia atomica. A energia absorvida no processo de excitacao e a
energia emitida no processo de decaimento podem ser medidas e utilizadas para fins analiticos.
Na emissao atomica, uma amostra é submetida a uma alta energia para produzir dtomos no
estado excitado, capazes de emitir luz. A fonte de energia pode ser um arco elétrico, uma chama
ou um plasma. O espectro de emissao de um elemento exposto a estas fontes de energia consiste
de um conjunto de comprimentos de onda de emissao chamado de linhas de emissao.

O espectro de emissao pode ser usado para identificar qualitativamente um determinado
elemento. As técnicas de emissao também podem ser utilizadas para determinacao quantitativa,
medindo-se a intensidade da luz emitida no comprimento de onda do elemento. A intensidade de
luz neste comprimento de onda serd diretamente proporcional ao niimero de atomos do analito.

Se a luz, de comprimento de onda adequado, colidir com um atomo livre no estado funda-
mental, este &tomo pode absorver a luz a medida que entra em um estado excitado. Este processo
é chamado de absorcdo atéomica. A capacidade de um atomo de absorver luz de comprimentos
de onda muito especificos é utilizada na espectroscopia de absorcao atomica [17].

Como se pode observar, existem diferencas béasicas entre os processos de emissao e absor¢ao
atomica. Na emissdo atomica, uma chama é empregada para converter o aerossol de amostra
em vapor atomico e excitar, termicamente, estes atomos, levando-os do "estado fundamental”’ao
“estado excitado”. Ao retornar para o “estado fundamental”’, estes 4tomos emitem luz de com-
primento de onda especifico que serd detectada pelo instrumento. A intensidade da luz emitida
estd relacionada com a concentracao do elemento de interesse na amostra.

Ja na absor¢do atémica, a unica fungdo da chama é converter o aerossol da amostra em
vapor atomico. Os dtomos no "estado fundamental”podem entao absorver a luz proveniente de
uma, fonte priméria. A fonte emite luz em um espectro especifico do elemento da qual é feita. A
quantidade de radiacao absorvida esta relacionada com a concentracao do elemento de interesse.

Um terceiro campo da espectroscopia atomica é a fluorescéncia atéomica. Esta técnica
incorpora aspectos de ambas, absorcdo atdmica e emissdo atdmica. Assim como na absorcio
atomica, atomos no estado fundamental sdo criados em uma chama e excitados focando-se um
feixe de luz no vapor atomico. Ao invés de considerar a quantidade de luz absorvida no processo,
mede-se a emissao resultante do decaimento dos dtomos excitados pela fonte de luz. A intensidade
desta “fluorescéncia” aumenta com o aumento da concentracao de atomos, fornecendo a base para
a determinag@o quantitativa. A diferenca técnica entre a fluorescéncia e a emissao atomica esta
no posicionamento da lampada, montada em angulo em relagao ao restante do sistema déptico,
de forma que o detector de luz enxergue apenas a fluorescéncia na chama e nao a luz da lampada

propriamente dita. [17]
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3. Metodologia analitica

3.2. Processo de absorcao atéomica

A medida de interesse em absorc¢ao atomica é a quantidade de luz no comprimento de onda
ressonante absorvida conforme a luz atravessa uma nuvem de dtomos. A medida que o numero
de atomos aumenta no caminho 6ptico, a quantidade de luz absorvida aumenta de maneira
previsivel. E possivel determinar a quantidade de analito presente, medindo-se a quantidade de
luz absorvida. A utilizacao de fontes de luz especiais e a selecao cuidadosa do comprimento de
onda permitem uma determinacao quantitativa especifica de elementos na presenca de outros.

A nuvem atomica é produzida quando energia térmica suficiente é fornecida, promovendo
a dissociacao dos componentes da amostra em seus dtomos livres. Para isso, pode-se aspirar a
solucdo da amostra para uma chama que esteja alinhada ao feixe de luz. Sob as condigoes de
chama apropriadas, a maior parte dos atomos permanece no estado fundamental. Estes atomos
sao capazes de absorver luz no comprimento de luz especifico. A facilidade e rapidez com a
qual determinacoes precisas e exatas podem ser realizadas com esta técnica fez que com que a
absorcao atomica se tornasse um dos métodos mais populares para a determinacao de metais.

O processo de absorcao atomica pode ser descrito da seguinte maneira: um feixe de luz
de comprimento de onda ressonante de intensidade inicial, Iy, é focado no compartimento da
chama contendo atomos no estado fundamental. A intensidade inicial de luz é decrescida de
uma quantidade determinada pela concentracdo de dtomos na chama. A luz é entao direcionada
para o detector onde a intensidade reduzida, I, é medida. A quantidade de luz absorvida é
determinada comparando-se I a Ij.

Varios termos sao usados para definir a quantidade da absorcao de luz neste processo. A

transmitancia é definida como a razao entre a intensidade final e a intensidade inicial.
T=1/I (3.1)

A transmitancia indica a fragdo da luz inicial que passa através da chama que chega ao

detector. A porcentagem de transmissao é expressa conforme a Equagao 3.2 a seguir:
%T = 100.T (3.2)

Os valores de T podem variar de 0 a 1. A transmitancia nao estabelece uma relagao linear

com a concentracao, mas sim uma relacao exponencial inversa, isto é:
T =10"%¢ (3.3)

onde "k” é uma constante de proporcionalidade e ”c¢” é a concentracao.
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3. Metodologia analitica

A porcentagem de absor¢ao é o complemento da porcentagem de transmissao, definindo a

porcentagem da intensidade de luz inicial absorvida pela chama.
%A =100 — %T (3.4)

A absorbéancia (A) estd associada & capacidade que uma determinada substancia tem de
absorver luz em um comprimento de onda especifico. Matematicamente, é expressa como o

logaritmo do inverso da transmitancia:
A=log(1/T) (3.5)
ou
A =log(1/1y) (3.6)
Substituindo-se a Equagao 3.3 na Equacao 3.5, temos:
A= ke (3.7)

A absorbancia é, portanto, um termo mais conveniente para caracterizar a absorcao de
luz em espectrofotometria de absorcao, pois esta quantidade obedece uma relagao linear com a

concentragao, como mostra a Equacao 3.7. A Lei de Beer define esta relagao. Sendo k = ab:

A = abe (3.8)

(1952

onde “A” é absorbancia; “a” é o coeficiente de absorcao; “b” é o comprimento do caminho 6ptico;
e “c” é a concentracao da espécie absorvedora.

A Equacao 3.8 mostra que a absorbancia é diretamente proporcional a concentragao da
espécie absorvedora para um determinado conjunto de condicOes instrumentais. Esta relacao
pode ser explorada para a construcao da curva analitica (Figura 3.1).

Na regiao em que a Lei de Beer é observada, o comportamento da curva analitica é linear.
A medida que a concentragao e a absorbancia aumentam, a auto-absor¢cdao pode causar um desvio
da linearidade. A auto-absor¢ao é um fendmeno no qual a radiacao emitida por dtomos excitados
pode ser absorvida por atomos da mesma espécie no estado fundamental no interior da lampada.
Neste caso, a intensidade da radiagao que alcanca a amostra é menor e, portanto, a intensidade
de luz absorvida (absorbancia) também serd menor.

A curva analitica pode ser obtida a partir da leitura da absorbancia de n solugoes-padrao,
cada qual com uma concentracao conhecida do analito de interesse. Os valores de absorban-
cia obtidos servem como referéncia para determinacao da concentracao do analito presente nas

amostras a serem analisadas [17].
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3. Metodologia analitica

Portanto, esta relacao entre x e y, estabelecida pela curva analitica e representada por uma
reta (Equagao 5.3), é aplicada para quantificar o analito de interesse em solugdes nas quais a sua

concentracao seja desconhecida.

Absorbancia

Concentragao

Figura 3.1.: Representacao da Curva Analitica de acordo com a Lei de Lambert-Beer.

3.3. Instrumentacao — componentes basicos

Um espectrometro de absorcao atomica é composto por trés areas funcionais bésicas:

(1) uma fonte de luz;

(2) uma célula ou compartimento da amostra,

(3) um sistema de medicao.

O compartimento da amostra para um espectrometro de absor¢cdao atomica com chama
(F-AAS) ou com forno de grafite (GF-AAS) é também chamado de atomizador.

O diagrama de blocos a seguir ilustra os principais componentes das trés areas funcionais

de um espectrometro de absor¢ao atémica.

Fonte de luz Célula da amostra Sistema de medicao

ELETRONICA LEITURA

FONTE [ COLIMADOR ATOMIZADOR MONOCROMADOR

DETECTOR

Figura 3.2.: Espectrometro de absor¢ao atomica béasico

Um &tomo absorve luz de comprimentos de onda distintos. E necessario, portanto, uma
fonte que emita radiacao de comprimento de onda especifico e atomos no estado fundamental
para que o processo de absor¢ao ocorra.

As duas fontes mais comuns empregadas no processo de absor¢ao atomica sdo a lampada
de catodo oco ou HCL (Hollow Cathode Lamp) e a lampada de descarga sem eletrodo ou EDL
(Electrodeless Discharge Lamp). Lampadas especificas sao selecionadas de acordo com o elemento

a ser determinado.
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A lampada de catodo oco é a fonte de luz mais empregada. Estas lampadas sdo projetadas
para emitir o espectro atéomico de um elemento em particular. O catodo da lampada é um
cilindro feito com o metal do qual se deseja produzir o espectro. O anodo e o catodo encontram-
se lacrados em um cilindro de vidro preenchido com neénio ou argdnio a baixa pressao. Quando
um potencial elétrico é aplicado entre o anodo e o catodo, uma parte dos atomos do gas de
preenchimento é ionizada. Os fons deste gés, carregados positivamente, sdo acelerados através
do campo elétrico até colidirem com o catodo negativamente carregado e expulsarem atomos
individuais do metal em um processo chamado ejegao catédica (sputtering). Os dtomos ejetados
do metal sao excitados a um estado de emissao através da transferéncia de energia cinética por
impacto com os fons do gas de preenchimento. Por fim, a radiagdo de comprimento de onda
caracteristico do metal ejetado é emitida.

As lampadas de catodo oco tém um tempo de vida finito. A causa principal para o colapso
da lampada é a adsorcao de atomos do gas de preenchimento nas superficies internas da lampada.
A medida que o gas de preenchimento diminui, a eficiéncia da ejecao e excitacao dos dtomos
ejetados do metal também diminui, reduzindo a intensidade da emissao da lampada. Além disso,
h& desgaste do catodo.

Para a maioria dos elementos, a lampada de catodo oco é uma fonte absolutamente satisfa-
téria para absorcao atomica. No entanto, a qualidade da anélise, em alguns casos, é prejudicada
devido a limitagoes da lampada de catodo oco. A lampada de catodo oco nao é adequada para
analisar elementos muito volateis, como, por exemplo, o mercirio, devido ao rapido desgaste do
catodo e a reducao da intensidade da emissao da lampada com o tempo.

As lampadas de descarga sem eletrodo sao tipicamente muito mais intensas e, em alguns
casos, mais sensiveis do que as lampadas de catodo oco. Estas lampadas oferecem uma melhor
precisdo, implicando em limites de deteccdo mais baixos. Além disso, o tempo de vida 1util de
uma EDL tipicamente é muito maior que o de uma HCL. Uma pequena quantidade de metal ou
sal do elemento para o qual serd empregada a fonte esta contida dentro de um bulbo de quartzo.
Um gerador de radiofreqiiéncia ou gerador RF envolve este bulbo e um campo RF é gerado
quando energia é aplicada a este dispositivo. Os atomos do interior do bulbo sao vaporizados
e excitados, emitindo seu espectro caracteristico. As lampadas de descarga sem eletrodo estao
disponiveis para uma variedade de elementos, incluindo antimoénio (Sb), arsénico (As), bismuto
(Bi), cddmio (Cd), chumbo (Pb), mercirio (Hg), selénio (Se), estanho (Sn) e zinco (Zn).

O fotometro é a porcao do sistema Optico do espectrometro de absorgao atomica que
conduz a luz da fonte ao monocromador. Trés tipos de fotometro sdo tipicamente empregados
em instrumentos de absorcao atémica:

(1) feixe simples (single-beam);

(2) feixe duplo (double-beam); e

(3) feixe simples compensado (compensated single-beam) ou pseudo feixe duplo (pseudo
double-beam).
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O fotometro de feixe simples é assim chamado porque todas as medigoes sao baseadas na
variacao da intensidade de um tnico feixe de luz em um tnico caminho éptico. O fotometro de
feixe duplo emprega um sistema ético adicional para dividir o feixe de luz proveniente da lampada
em dois feixes: o “feixe da amostra” (direcionado através do compartimento da amostra) e um
“feixe de referéncia” (contornando o compartimento da amostra). O feixe de referéncia serve
como um monitor da intensidade da lampada, compensando as oscilagoes de intensidade da
lampada que afetam de maneira similar ambos os feixes. A absorbancia é determinada pela
razao entre as leituras do feixe da amostra e do feixe de referéncia. O fotometro de feixe simples
compensado é um sistema alternativo que combina as qualidades dos sistemas de feixe simples e
duplo. Emprega dois espelhos mecanicamente ajustaveis para alternativamente direcionar a luz
emitida pela fonte ora para o caminho da amostra, ora para o caminho de referéncia.

A radiagao da fonte deve ser modulada, isto é, ativada e desativada rapidamente, para
possibilitar uma maneira de selecionar seletivamente a luz emitida da lampada e ignorar a emissao
proveniente do compartimento da amostra. Esta modulacao pode ser feita através da rotacao
de um dispositivo chamado chopper ou obturador eletromecéanico localizado entre a fonte e o
compartimento da amostra, ou pulsando-se a energia para a fonte.

O compartimento da amostra também requer consideracoes especiais. Um vapor atomico
deve ser gerado no caminho 6ptico. Geralmente, isto acontece introduzindo-se a amostra em
uma chama (F-AAS) ou forno eletricamente aquecido (GF-AAS) alinhado no caminho éptico do
espectrofotometro. Neste caso, o compartimento da amostra é chamado de atomizador.

A andlise de mercirio é um caso particular em que o compartimento da amostra nao
funciona como um atomizador. O merciirio é previamente reduzido a merciirio elementar (Hg®) e
o vapor monoatomico é entdao conduzido ao compartimento da amostra, que, neste caso, funciona
unicamente como uma célula de absorcgao.

O monocromador é usado para dispersar os diversos comprimentos de onda da luz prove-
niente da fonte, enquanto a fenda de saida isola uma linha de interesse em particular. A selecao
de uma fonte de luz especifica somada a escolha de um comprimento de onda em particular faz
com seja possivel a determinagdo de um elemento de interesse na presenca de outros.

O comprimento de luz isolado pelo monocromador ¢é direcionado para o detector, o “olho”
do instrumento. Normalmente, o detector é um tubo fotomultiplicador que produz corrente elé-
trica cuja magnitude depende da intensidade da luz. A corrente elétrica é entao amplificada e
processada pelos instrumentos eletronicos para produzir um sinal que é uma medida da luz ate-
nuada no compartimento da amostra. O sinal pode ser posteriormente processado para produzir

uma leitura diretamente em unidades de concentragao [17].
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3.4. A técnica de geracao de vapor frio

Para que ocorra a absorcao atémica, a técnica analitica deve ser capaz de produzir dtomos
do elemento de interesse no estado fundamental e transferi-los & célula de absorcao, posicionada
no caminho éptico do espectrometro. A espectrometria de absorcao atomica com geracao de
vapor frio (CV-AAS) é uma técnica especifica para determinacao de mercirio.

O merctirio pode ser facilmente reduzido de seus compostos ao estado elementar (Hg) e
apresenta uma pressao de vapor de 0,0016 mbar a 20°C , que corresponde a uma concentracao
de aproximadamente 14mg.m~2 de Hg” na fase de vapor. Estas caracteristicas possibilitam a
determinacao de mercurio diretamente por espectrometria de absorcao atomica, dispensando o
atomizador.

A primeira etapa da determinacao é a reducdo do mercurio a mercirio elementar. Os
atomos de mercirio sao entao transferidos para a fase de vapor e transportados a célula de
absorcao. Este procedimento é denominado de técnica de geragao de vapor frio [132].

A espectrometria de absor¢ao atomica com geracao de vapor frio é adequada para deter-
minagao de quantidades muito pequenas de merctrio (da ordem de partes por bilhao) devido,
principalmente, a sua seletividade e sensibilidade. Em geral, a determinagao de mercurio por
CV-AAS envolve quatro etapas fundamentais: coleta da amostra, pré-tratamento, digestdao e
quantificacao. Os procedimentos de descontaminacao e a calibracao do instrumento representam
dois aspectos criticos da anélise de mercirio [48].

Um aspecto problemaético da andlise de mercurio é resultado da sua afinidade com grupa-
mentos organicos. O mercurio presente na maioria das amostras encontra-se firmemente unido
a matéria organica. Em vista disto, é necessério realizar a digestao ou a mineralizacao da amos-
tra prévia a determinacao propriamente dita. Ou seja, o mercurio deve ser liberado de seus
compostos.

A digestao da amostra pode envolver oxidagao por via umida sob aquecimento ou aque-
cimento a altas temperaturas. O aquecimento a altas temperaturas pode levar a perdas signifi-
cativas por volatilizacao enquanto que uma oxidacao muito branda pode resultar na destruicao
parcial da matéria orgdnica. Normalmente, a digestao ¢é realizada com partes iguais de acido
nitrico e acido sulfurico e a amostra é aquecida a temperaturas de, no méximo, 90-100°C em
sistemas fechados ou semi-fechados.

O procedimento de digestao das amostras de urina deve garantir uma eficiente decompo-
sicao da matéria organica, de maneira a permitir a subseqiiente determinacao de mercurio total
por espectrometria de absor¢ao atomica com vapor frio (CV-AAS). Tahdn [118] descreve a mi-
neralizacdo de amostras de urina por decomposicao écida usando aquecimento por convecgao e
irradiacao de microondas. Comparativamente, a digestao que envolve aquecimento por conveccao
requer um tempo consideravel (cerca de 12h, incluindo dois intervalos de resfriamento de 4h),

enquanto a digestao por irradiacdo de microondas é muito mais rapida (cerca de 70s).
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O procedimento de digestao adotado (Lopez-Colon [75]) envolve digestao acida com acido
nitrico (HNOs3) e acido sulfirico (H2SO4) e aquecimento das amostras de urina em estufa a 60°C
durante uma noite (overnight). Apds a digestao, permanganato de potédssio (KMnQO,) é adicio-
nado em excesso para garantir que todos os ions de mercurio em solucao estejam sob sua forma
mais oxidada (Hg?T) para subseqiiente reducdo a mercirio elementar (Hg) com borohidreto
de sédio (NaBHy) ou cloreto estanoso (SnClz) no compartimento de rea¢ao. Antes, porém, o
excesso de permanganato de potdssio é reduzido com hidroxilamina cloridrica * (NHyOH.HCI)
e uma solucao diluente dcida (HNOs e HoSOy4) é adicionada para se obter um volume final de
10mL (V§=10mL).

A redugao com borohidreto de sédio (NaBH,) impede a distingao das formas de mercurio
presentes na amostra, pois reduz todo o merciirio presente na amostra (sob a forma de Hg?")
a mercirio elementar (Hg®) e, assim, permite dosar apenas o mercirio total [114,122]. Esta
técnica é bastante empregada para o controle rotineiro de pessoas expostas ao mercurio e o
pré-tratamento da amostra é relativamente simples.

O gds de arraste (argénio, Ar) transporta o vapor de mercirio elementar a célula de
absorcdo, posicionada no caminho éptico do espectrometro de absorcio atomica. O Hg® absorve
radiagao de comprimento de onda de 253,7nm emitida por uma lampada EDL de mercurio. A
intensidade da luz transmitida através da célula é detectada por um fototubo sensor de raios
ultravioleta (detector UV), dosando a quantidade de mercirio presente na amostra [37].

O procedimento de mineralizacao de amostras de urina por decomposicao acida usando
aquecimento por convecgao de Tahdn [118] também foi testado. Neste procedimento, sao adicio-
nados a um frasco de politetrafluoretileno (PTFE, Teflon): 1mL de urina, ImL de dgua deionizada
e 1mL de acido nitrico (HNOg3). O frasco é entao aquecido por convecgao a 130°C por 2h. Apds
resfriamento a temperatura ambiente, 1mL de acido perclérico (HCIOy4) é adicionado e a solu-
¢ao é novamente aquecida a 130°C durante 2h. A solugao é diluida a um volume final de 10mL
(Vy=10mL) com agua deionizada. No entanto, o Laboratério de Anélises Quimicas e Ambientais
nao conseguiu reproduzir as mesmas condigoes (mesma aparelhagem, mesmo material) descritas
no procedimento de Tahan. Esta foi, provavelmente, a causa da baixa recuperacao obtida para
o analito.

Dadas as condicoes laboratoriais especificas e os recursos disponiveis, o procedimento de
Lopez-Colon [75] mostrou-se mais adequado. Sua aplicagao é simples e relativamente barata e sua
execucao envolve o uso de instrumentos e aparelhos facilmente encontrados em um laboratério

analitico.

4A hidroxilamina cloridrica nio reduz os fons Hg?" em solucio, reduz somente o permanganato de potéssio em
€XCesso.
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Na literatura, é possivel encontrar varias metodologias destinadas a determinacao de mer-
cirio total em urina [50,75,88,118]. A selecao da metodologia analitica deve levar em consideracao
a infra-estrutura do laboratodrio analitico, os aparelhos e instrumentos a disposicao do analista,
os recursos disponiveis e a adequabilidade do procedimento e da técnica analitica ao propostito
em questao.

A metodologia adotada para determinacao de mercurio em amostras de urina por espectro-
metria de absorgao atomica com geragao de vapor frio foi descrito por Lopez-Colon e Lozano [75]
e adaptado as dependéncias do Laboratério de Andlises Quimicas e Ambientais (LAQA) do Cen-
tro de Quimica e Meio Ambiente (CQMA) do IPEN (ver Segao 4.3.2). Esta metodologia foi

selecionada por atender todos os requistitos citados acima e mostrou-se bastante satisfatéria.

4.1. Reagentes e materiais

4.1.1. Reagentes
Os reagentes empregados na realizacao dos ensaios foram:
e Triton® X-100 (C33HgpO10,5) p.a. MERCK;
e Dicromato de potéssio (KoCraO7) CAAL Reagentes Analiticos;
e Acido nitrico 65% (HNO3) p.a. MERCK;
e Acido sulfirico 95-97% (H3S04) p.a. MERCK;
e Permanganato de potédssio (KMnOy) p.a. MERCK;
e Borohidreto de s6dio (NaBHy4) p.a. MERCK;
e Acido cloridrico 37% (HCl) p.a. MERCK;
e Hidroxilamina cloridrica (NHoOH.HCI) p.a. NUCLEAR;
e Hidréxido de sédio (NaOH) p.a. MERCK;
e Padrao MERCK - Merctrio em HNO3 5% (1000mg.L~1);

° Agua ultrapura destilada 18,3MQ.cm ™.
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4.1.2. Solugoes

As solugoes utilizadas na determinagao de Hg total em amostras de urina foram: Triton®)
X-100 0,2% (v/v); HNO3 50% (v/v); KoCraO7 0,56% (m/v); KMnOy4 5% (m/v); NaBHy 0,2% e
NaOH 0,05% (m/v); HC1 3% (v/v); NHoOH.HCI 10% (m/v); HNO3 10% e H2SO4 20% (v/v); e
solugao estoque Hg 500uL (v/v).

4.1.3. Materiais

Utensilios e equipamentos comumente disponiveis em um laboratério analitico foram em-
pregados para realizagao da parte experimental do trabalho. E importante verificar a viabilidade
da execucao de um determinado procedimento analitico nas dependéncias do laboratério onde
serd implantado antes de adoté-lo.

Os materiais utilizados para a realizacao dos ensaios foram:

e Espectréometro de absorcao atomica PerkinElmer A Analyst 800;
e Sistema PerkinElmer de injecao em fluxo FIAS 400;

e Tubos de polipropileno (PP) de 15mL (120 x 17mm) da Sarstedt (No/REF 62.554.001 LOT
7042401);

e Micropipeta automética Wheaton Socorex Calibra®) 822 10-100uL (Wheaton No.: 851164);

e Micropipeta automatica Wheaton Socorex Calibra® 822 100-1000uL (Wheaton No.: 851168);
e Macropipeta automatica Socorex Calibra® CS1 1-10mL (Wheaton No.: 851345);

e Balanca analitica Gehaka - BG 400;

e Béqueres de 50, 100 e 250mL;

e BalGes volumétricos de 10, 25, 50, 100 e 1000mL;

e Estufa Etica - Equipamentos Cientificos S.A.;

e Equipamento de purificagdo de dgua por osmose reversa ELIX 3, Millipore;

e Purificador de dgua EASYpure RF da BARNSTEAD;

e Liofilizador Terroni® LS 3000.

A lavagem do material de laboratoério é feita inicialmente com detergente e dgua deionizada.
O material fica entdo submerso por 24h em uma solucdo de HNO3 5%. Este procedimento é
adequado para garantir uma limpeza efetiva dos materiais utilizados para determinar elementos

ao nivel de tragos [104].
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4.2. Indicador Biolégico de Exposicao: Urina

A urina é considerada o melhor indicador biolégico de exposi¢ao (IBE) ou biomarcador da
carga corporal de merctrio para exposicao a longo prazo a mercurio elementar e inorganico. O
sangue ¢ 1til principalmente em casos de exposi¢ao a altas doses em um curto periodo de tempo,
mas nao é um indicador muito confidvel da carga coproral total em exposicoes de longo prazo.
Muitos métodos analiticos nao sdo capazes de diferenciar entre mercirio inorgénico e mercurio
organico. A concentracdo total de mercdrio na urina ou no sangue reflete a carga corporal total
mercurio. As formas inorganicas de mercirio nao sao excretadas em quantidades significativas
no cabelo, fazendo deste um indicador inadequado de exposi¢ao ao mercirio inorganico.

O tempo de meia-vida do mercurio no sangue é de 3 dias, confirmando a importancia da
coleta de amostras de sangue tao logo ocorra a exposicao. Os niveis de mercirio no sangue sao
mais acentuados durante e logo apds exposicoes de curto prazo. No caso de exposi¢oes a niveis
baixos e a longo prazo, a urina é o melhor indicador de carga corporal. A determinacao de
mercirio em urina é confidvel e simples, permitindo identificar rapidamente os individuos com
niveis de merctrio elevados [89].

A urina é portanto o IBE mais adequado para mercidrio inorgéanico, ja que o mercuirio
organico representa apenas uma pequena fracdo do merctrio urindrio. Os niveis urinérios de
mercuirio inorganico apresentam uma melhor relagdo com a exposi¢do se comparados com os
niveis sangiiineos de mercurio inorganico apds exposicao ocupacional a baixos niveis de vapor de
mercurio elementar [138].

A concentragao de mercirio na urina pode variar durante o dia [111]. Uma forma de
contornar este problema é realizar a coleta de todas as amostras em um periodo especifico do
dia. Normalmente, a primeira urina do dia é coletada pois estd mais concentrada. Desta forma,
também é possivel evitar as variagdes préprias do ciclo circadiano [75].

A ICOH (International Commission on Occupational Health) e a Comissao sobre Toxico-
logia da IUPAC estimaram que um valor médio de 2ug/L corresponde a concentracao de fundo
(background concentration) de mercirio no sangue de pessoas que nao ingerem peixe [97]. Este
valor representa o nivel médio de mercirio no sangue da populagao em geral e nao esta associado
a um tipo de exposicdo em particular. No entanto, as diferencas intra e inter-individuos para
este biomarcador sao substanciais, possivelmente por causa de restauracoes dentais de amalgama
ou ingestao de peixe contaminado [64,127].

Varios estudos mostram que existe uma correlagao entre o merctrio presente no ar e aquele
encontrado no sangue e na urina. Para uma exposi¢do ocupacional continua de 8h/dia, foi

3 no ar leva a uma concentracio média

estimado que uma concentracao de mercirio de 1mg.m™
de mercirio na urina de 1,4mg.L =1 (0,7 - 2,3mg.L™!) e a uma concentracio média de merctirio

no sangue de 0,48mg.L.=! (0,17 - 0,81mg.L~1) [33].
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A concentracdo de mercirio na urina é um indicativo da exposicdo as formas elementar
e inorganica deste elemento. Normalmente, os valores de concentracao esperados para uma

populacdo assintomética sdo inferiores a 10ug.L~t [4,5].

4.2.1. Coleta, armazenamento e transporte de urina

A coleta, o armazenamento e o transporte de urina constituem etapas fundamentais para
garantir a qualidade dos resultados. Durante estas etapas, podem ocorrer perdas, contaminacoes

e, até mesmo, a decomposicao das amostras. As principais fontes de contaminacao sao:
e material de coleta;
e reagentes adicionados para estabilizar ou conservar a amostra;
e higiene do paciente ou técnico responsavel pela coleta; e
e ambiente de coleta.

O transporte e armazenamento inadequados podem causar perdas ou mudancas na compo-
sicao da amostra. Quanto mais baixa a concentracao do analito a ser determinado, mais criticas
serao estas etapas.

Os frascos para a coleta de urina devem ser devidamente esterilizados e fornecidos pelo
laboratério. Existem no mercado alguns kits apropriados para andlises toxicologicas de urina.
Os frascos contendo urina devem ser adequadamente rotulados, selados e acondicionados em
caixas térmicas com gelo sob temperaturas de, no méximo, 4°C [118].

Durante o armazenamento das amostras, além dos problemas de contaminacao dos frascos
e perdas por adsorcgao, a precipitacao é o processo que mais freqiientemente altera a composicao
da urina.

A urina é usada para estimar a exposicao de populagdes ou grupos ao vapor mercirio (Hg?).
Como a excrecao urindria de mercurio varia significativamente ao longo do dia, é recomendével
que a coleta seja realizada no mesmo horario, tanto para os individuos ocupacionalmente expostos
quanto para os individuos nao expostos (grupo controle). Normalmente, coleta-se a primeira
urina da manha. Um volume de 50mL de urina deve ser coletado em um frasco de polipropileno
de boca larga, previamente descontaminado. Nao hé necessidade de adigao de conservante. Os
frascos, devidamente selados e identificados, devem ser armazenados a uma temperatura de 20°C
negativos e podem ser assim estocados por algumas semanas. As amostras devem ser mantidas
congeladas durante o transporte. Os frascos de polipropileno nao quebram durante o transporte
e o congelamento das amostras [104].

Antes de iniciar a andlise, as amostras devem ser descongeladas a temperatura ambiente.
Algumas amostras podem apresentar sedimentacao ao serem descongeladas. Neste caso, é neces-

sario homogeneiza-las sob forte agitagao.
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Caso nao seja possivel congelar as amostras, deve-se adicionar persulfato de potéssio
K9S20g (0,1g para 100mL de urina) e armazend-las a 4°C. Sob tais condigbes, as amostras
podem ser estocadas por 8 dias [83]. O congelamento, entretanto, é preferivel, pois a adi¢ao de
conservante pode levar & contaminacao da amostra. Amostras mantidas em frascos de polipro-
pileno a 4°C, sem conservantes, devem ser analisadas dentro de 3 dias [104].

Entretanto, quando a distancia entre o local da coleta e o local de anélise é consideravel, o
transporte das amostras nas condicoes especificadas pode ser economicamente desvantajoso. As
amostras de urina, coletadas pela Fundacao de Medicina Tropical do Tocantins (FMT), foram
enviadas para o laboratorio de anélises do Centro de Quimica e Meio Ambiente do IPEN em Sao
Paulo para serem analisadas quanto ao teor de mercirio total. Para assegurar a integridade das

amostras e facilitar o transporte, sugere-se a liofilizacao das amostras de urina.

4.2.1.1. Liofilizacao das amostras de urina

A liofilizacao (freeze drying) é um processo de desidratacao a frio muito empregado para
preservar substancias pereciveis como certos tipos de alimentos, produtos farmacéuticos e mate-
riais bioldgicos. Neste processo, a dgua é retirada por sublimacao, sem que a mesma passe pelo
estado liquido.

A amostra é congelada e o aumento gradativo da temperatura sob vacuo permite que a
agua congelada passe diretamente da fase sdlida a fase gasosa, sem alterar a composicao da
amostra. No final do processo, a quantidade de agua na amostra foi extremamente reduzida,
inibindo a agao de microorganismos e enzimas responsaveis pela degradacao da amostra.

Este processo é muito mais benéfico para a amostra do que os demais métodos de de-
sidratagao, que geralmente envolvem temperaturas mais altas, reduzindo significativamente a
decomposicao térmica, a perda de volateis, a desnaturacao de proteinas e as alteracoes na estru-
tura da amostra. Além disso, selando-se devidamente o frasco que contém a amostra liofilizada,
impede-se a reabsorcao de agua pela amostra, que pode entao ser armazenada a temperatura
ambiente por muitos anos sem sofrer degradacao, prolongando sua vida tutil. Nao hé, portanto, a
necessidade de refrigeracao da amostra, o que favorece o seu transporte para diferentes lugares.

A reidratacao ou reconstituicao das amostras liofilizadas, incialmente no estado liquido, é
simples e instantanea. A dgua preenche os poros deixados pelos cristais de gelo que sublimaram
durante a liofilizacao.

As amostras de urina foram submetidas a liofilizacdo no laboratério da FMT (TO) e
posteriormente enviadas para o laboratorio de anélises do IPEN em Sao Paulo. Este procedimento
é justificado devido a dificuldade de conservagao da urina enquanto amostra in natura, em vista
do percurso considerdvel a ser percorrido entre o local de coleta e o local de anélise. Geralmente,
quando o tempo entre a coleta e andlise é curto (de algumas horas a 2 ou 3 dias), nao ha

necessidade de liofilizar as amostras. Pode-se, simplesmente, armazena-las sob refrigeracao.
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4.3. Parte Experimental

4.3.1. Instrumentacao

Um espectrometro de absorgao atomica da PerkinElmer® modelo AAnalyst 800, equipado
com um sistema de injecao em fluxo PerkinElmer® FIAS 400 com gerador de vapor frio, foi

utilizado para a determinacao de mercurio em amostras de urina.

A ———

Figura 4.1.: Representagao fotografica do espectrometro de absorcao atomica AAnalyst 800 e
sistema FIAS 400 da PerkinElmer®

4.3.2. Procedimento analitico

O procedimento analitico adotado [75] pode ser dividido em quatro etapas fundamentais:
(1) digestao da amostra de urina, (2) oxida¢ao com permanganato de potassio (KMnOy), (3)
reducdo com borohidreto de sédio (NaBHy) e (4) quantificacio do Hg?. A execucdo cuidadosa
de cada uma destas etapas determina a qualidade dos resultados obtidos no processo como um
todo. As etapas descritas nas secoes a seguir foram executadas nas depedéncias do laboratério

analitico no Centro de Quimica e Meio Ambiente do IPEN.

4.3.2.1. Digestao da amostra de urina

A um tubo de polipropileno com capacidade para 15mL foram adicionados:

¢ 1mL de urina;

¢ 0,5mL de solugao Triton® X-100 0,2%;

¢ 0,1mL de solucao estabilizadora KoCraO7 0,5% em HNO3 50%;

¢ 1mL de HNO3 concentrado; e

o 2mL de HoSO4 concentrado.

A mistura é entao aquecida a temperatura constante de 60°C em estufa overnight para

digestao da amostra.
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4.3.2.2. Oxidacao com KMnOQO,

Apés a digestao, a solucao deve ser retirada da estufa e deixada a temperatura ambiente
para esfriar e, em seguida, KMnQO4 deve ser adicionado em quantidade suficiente para que a
solucao adquira uma cor purpura, indicando o excesso do oxidante em solugao. Se a solucao
permanecer imutavel por cerca de 15 minutos, significa que o KMnQy estd em excesso, o que
garantird a completa oxidagao dos fons de mercirio em solugao a Hg (II). Caso a solugao volte a
ser incolor, significa que o KMnQy4 foi totalmente consumido e, portanto, a quantidade adicionada
foi insuficiente para oxidar todas as espécies em solucao. Deve-se entao adicionar mais KMnQOy4
até que o evento nao mais se repita e a cor purpura persista por mais de 15 minutos. Quando esta
situacao é alcancada, a solucao deve permanecer em repouso por 1 hora. Em seguida, adicionam-
se 15uL de hidroxilamina cloridrica (NH2.OH:HCI) para reduzir o excesso de permanganato em
solucdo. A soluc@o readquire seu aspecto inicial (incolor). Por fim, a solugdo é diluida a um
volume final de 10mL com solucao diluente [HNO3 10% (v/v) e HaSO4 20% (v/v) em HyO].

4.3.2.3. Reducdao com NaBH,

A solucdo contendo fons Hg?* é introduzida por injecdo em fluxo e direcionada ao com-
partimento de reacdo, onde serd reduzida a Hg?. O sistema de geracao de vapor frio consiste de
uma solugao redutora de borohidreto de sédio em meio basico (NaBHy 0,2% (m/v) em NaOH
0,05% (m/v)) e uma solucao carregadora (carrier) de dcido cloridrico (HCI1 3% (v/v)). A reacao

entre o NaBH,4 e o HCI gera os seguintes produtos:
NaBH4+ 3H0 + HCl — H3BOs3 + NaCl + 8H" (4.1)

A espécide H' gerada reduz os fons Hg?* na solucdao da amostra e o vapor de Hg? é entdo
conduzido para o compartimento da amostra, posicionado no caminho éptico do espectrometro,

por um gés de arraste (argonio, Ar) e quantificado.

4.3.2.4. Quantificacdo do Hg’

A concentracdo de Hg® nas amostras é obtida a partir da interpolacio dos valores de
absorbancia em uma curva analitica previamente construida com solugoes padrao de merctrio,
como mencionado na Secao 3.2.

Os padroes empregados na construcao da curva analitica foram preparados a partir de uma
solugdo padrdo estoque de Hg de 500ug.L~! que, por sua vez, foi obtida a partir de uma solucio
padrdao da MERCK de 1g.L~!. Estes padroes, adicionados a uma amostra de urina controle !,
foram entao submetidos a todo o procedimento analitico ao qual também sao submetidas as

amostras.

L Urina controle: urina que ndo contém o analito.
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4.3.3. Procedimento de liofilizacao

A liofilizacao das amostras de urina foi realizada nas dependéncias do laboratério da Fun-
dacao de Medicina Tropical de Tocantins. As amostras liofilizadas foram enviadas para Sao Paulo
e analisadas no Laboratério de Andlises Quimicas e Ambientais (LAQA/CQMA) do IPEN.

O procedimento de liofilizacao envolve 3 etapas fundamentais: (1) homogeneizagao, (2)
congelamento e (3) liofilizagdo. Na primeira etapa, a amostra de urina coletada (primeira urina
da manha) é homogeneizada em uma camara de fluxo laminar e uma aliquota especifica é trans-
ferida para um frasco estéril com tampa, previamente descontaminado. Em seguida, a amostra
é acondicionada em um freezer & uma temperatura de -20°C. A amostra congelada é entao sub-
metida a liofilizagdo. A liofilizacdo acontece quando o frasco contendo a amostra congelada é
colocado (sem a tampa) sobre uma bandeja dentro do liofilizador. O compartimento de amostra
do liofilizador é lacrado com graxa de silicone e vicuo é aplicado de modo que a amostra sofra
desidratacao. Um volume de amostra de 10mL requer uma permanéncia de 48h no aparelho a
uma temperatura de -47°C. O resultado é a urina sélida, em pé6. Finalmente, o frasco é retirado
do liofilizador e vedado com fita adesiva ou de teflon de maneira que nao tenha contato com a
umidade do ar, garantindo, assim, a integridade da amostra. O aparelho utilizado é da marca

Terroni, modelo LS 3000, conforme a figura a seguir.

Figura 4.2.: Liofilizador Terroni LS 3000

As amostras liofilizadas de urina podem entéo ser enviadas a longas distancias, sem a neces-
sidade de acondicionamento a baixas temperaturas. Além disso, elimina-se o risco de vazamento
e contaminacao cruzada. As amostras de urina em pd sdo entdo retomadas ao volume inicial
através da adicicao de volume adequado de dgua. A agitacao intermitente, isto é, aguardando-se
alguns minutos entre uma agitagdo e outra, assegura uma reconstituicao eficiente da amostra,

obtendo-se uma solucao homogénea.
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4.3.3.1. Biosseguranca na analise de urina liofilizada

A biossequranca é o conjunto de agoes voltadas para a prevencdo, minimizagao ou elimina-
¢ao de riscos inerentes as atividades de pesquisa, produgao, ensino, desenvolvimento tecnolégico
e prestacao de servicos, visando a saude do homem, dos animais, a preservacao do meio ambiente
e a qualidade dos resultados [119].

Neste contexto, a andlise de amostras biolégicas requer uma atencao especial. A urina
humana é basicamente composta de dgua (cerca de 96%), uréia e acido urico.

As amostras de urina coletadas para analise podem estar infectadas por algum agente pa-
togénico, representando, assim, um risco a satide do analista. O uso de equipamentos de protecao
individual (EPIs) apropriados (avental, luvas, méscara e 6culos de protegao) e a manipulagao das
amostras dentro de uma capela com exaustao constante sao medidas essenciais para a prevencgao
da contaminacao direta e indireta do analista e dos individuos que trabalham no laboratério.
Além disso, é importante que todo o material de uso comum seja adequadamente desinfetado
com &lcool apds o uso.

A urina liofilizada pode ser rapidamente reconstituida a seu estado original e o analista
s6 terd de manipular a urina liquida na etapa de pipetagem, na qual um volume de 1mL deve
ser transferido para um frasco de polipropileno, onde serao adicionados os demais reagentes.
Feito isso, a amostra liquida (in natura) pode ser lacrada e armazenada sob refrigeragao ou
devidamente descartada.

Quando se trabalha com a urina liquida, desde a sua coleta, até a sua manipulagao,
aumenta-se o risco de contaminagao, pois, como discutido anteriormente, existe a possibilidade
de vazamento da amostra, permitindo a contaminagao por microorganismos. Com a liofilizacao,
a porcentagem de dgua remanescente na amostra (em pd) é minima, impedindo ou retardando
a proliferagdo dos microorganismos ja presentes na amostra coletada, enquanto a contaminacao
devido ao vazamento ¢é totalmente evitada.

Nao existe um procedimento de biossegurancga especifico para a andalise de amostras biol6-
gicas implantado no Laboratério de Anélises Quimicas e Ambientais (LAQA). Entretanto, todas
as precaugoes cabiveis foram tomadas para a prevencao de riscos, determinando, tanto quanto

possivel, um ambiente saudavel e seguro para os usudarios do laboratério.

4.3.4. Descarte das solucoes de mercurio

O Laboratério de Analises Quimicas e Ambientais (LAQA) do Centro de Quimica e Meio
Ambiente (CQMA) do IPEN tem implantado um programa de gerenciamento de tratamento
e descarte de residuos quimicos. Os rejeitos das solucoes utilizadas durante o estudo foram
devidamente descartadas em um frasco préprio para residuos de mercurio. Os residuos acidos

foram adequadamente neutralizados antes de serem descartados.
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O desempenho da metodologia analitica é influenciado essencialmente pela qualidade das
medidas instrumentais e pela confiabilidade estatistica dos calculos envolvidos no tratamento dos
dados. Para assegurar a aplicabilidade e o alcance do método adotado é necessario estabelecer
alguns limites associados aos parametros de desempenho a serem avaliados durante a etapa de
validagao analitica [38].

A validag@o é a comprovacao, através do fornecimento de evidéncia objetiva, de que os
requisitos para uma aplicagdo ou uso especificos pretendidos foram atendidos [95]. Segundo a
ANVISA [7], a validagao deve garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicagoes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. O desempenho
do método sob investigacao precisa ser consistente com a aplicagao para a qual ele se destina [44].

A norma ISO/IEC 17025 [65] define validagdo como a confirmacdo por testes e apresen-
tacao de evidéncias objetivas de que determinados requisitos sao preenchidos para um dado uso
intencional. A validacao assegura, portanto, a credibilidade do método.

E fundamental que o laboratério disponha de meios e critérios objetivos para demonstrar,
através da validagao, que os métodos de ensaio que executa conduzam a resultados confidveis e
adequados a qualidade pretendida [61]. Antes de implantar um método, o laboratério precisa
demonstrar que tem condicoes de operéd-lo de maneira adequada, dentro das condicoes especificas
existentes em suas instalacoes.

A TUPAC publicou um guia para a calibracdo em quimica analitica com o intuito de pa-
dronizar os procedimentos para a estimativa dos parametros de desempenho do método [36]. As
agéncias regulatérias FDA (EUA), MHLW (Japao) e EMEA (Unido Européia) organizam a Con-
feréncia Internacional sobre Harmonizacao (ICH) para estabelecer padroes para os procedimentos
de pesquisa e desenvolvimento de farmacos. O guia para validacao de procedimentos analiticos
elaborado pelo ICH [63] tem sido empregado em outras dreas, ndo somente a farmacéutica, e foi,
por diversas vezes, consultado no decorrer deste estudo.

Os métodos padronizados para analise de contaminantes publicados pela Agéncia de Prote-
¢ao Ambiental Americana (EPA) contém orientagoes pertinentes & validagao de métodos quimicos
na area ambiental. No Brasil, a ANVISA e o INMETRO regulamentam a validagdo de métodos

analiticos [61].
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Os parametros de desempenho selecionados sao, portanto, os indicadores quantitativos da
adequabilidade e do desempenho da metodologia analitica em questdao. O documento DOQ-
CGCRE-008 do INMETRO [61] foi aqui adotado como principal referéncia no estudo da vali-
dacao da metodologia analitica para quantificagdo de mercurio total em amostras de urina por
espectrometria de absorcao atomica com geracgao de vapor frio.

A validacao analitica é um processo demorado, que requer um grande nimero de ensaios
e calculos estatisticos, aumentando o custo das andlises. Portanto, é necessario selecionar os
parametros que possuem o maior impacto sobre a qualidade dos resultados e a rapidez com a
qual eles sdo obtidos. Além disso, os recursos do laboratério devem ser utilizados de maneira
consciente. Instrumentos de medigao, reagentes e o préprio analista (encargos, treinamento, etc.)
representam um custo ao laboratério. Por isso, muitas vezes, nao é economicamente pertinente
realizar todos os ensaios de validagdo sugeridos nos guias encontrados na literatura [7, 36,61,
63,103, 107]. E aceitdvel a nao inclusao de um determinado parametro, contanto que os demais
possam ser considerados suficientes para comprovar que a metodologia analitica adotada é capaz
de produzir resultados satisfatoérios.

Os parametros selecionados para avaliar o desempenho da metodologia analitica ado-
tada [75] foram: (1) curva analitica, (2) faixa de trabalho e faixa linear de trabalho, (3) li-
nearidade, (4) seletividade, (5) sensibilidade, (6) limite de detecgao e limite de quantificagao, (7)
exatidao e (8) precisao.

Materiais de referéncia certificados da NIST (CRM1641d e SRM2670a !) foram empregados

durante todo o processo da validagao a fim de assegurar a rastreabilidade dos resultados obtidos.

5.1. Curva analitica

A calibracdo é um conjunto de operacoes que estabelece, sob condicbes especificadas, a
relagdo entre os valores indicados por um instrumento de medicao ou sistema de medicdo ou
valores representados por uma medida materializada ou um material de referéncia, e os valores
correspondentes das grandezas estabelecidas por padroes [62].

A curva analitica é a representagao gréfica da relagao entre a resposta obtida (y) e a con-
centracao de analito (z), estabelecida pela calibragdo. A maneira mais simples de descrever esta
dependéncia é através do modelo de regressao linear. Este modelo assume que a varidvel aleatéria
x (concentragao) ¢é conhecida e a varidvel dependente y (sinal ou absorbancia) ¢ desconhecida e
é empregado para predizer os valores de y em funcao dos valores de x.

Em termos praticos, deve-se preparar uma série de solucoes padrao contendo uma concen-
tragao (x) conhecida do analito de interesse e efetuar a leitura do sinal (y) correspondente a cada

concentracao. A interpolacao dos pontos correspondentes gera a curva analitica.

Wer Apéndice B: Certificados dos materiais de referéncia 1641d e 2670a da NIST.
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A relacdo estabelecida entre as duas varidveis serd representada por uma reta definida por

uma equacao matematica em que y estd em funcao de z:
y=f(z) (5.1)
No caso de um ajuste linear, a equagao de f(x) sera:
flz)=azx+0b (5.2)
E, portanto, a equacgao da reta sera:

y=ax+b (5.3)

O ajuste da curva pelo método dos minimos quadrados fornecera os coeficientes de regressao
que, no caso de um ajuste linear (ver a Equagao 5.3), correspondem & intersecgao da reta com o

eixo y ou coeficiente linear (b) e & inclinac@o da reta ou coeficiente angular (a) [38]

b=y —azx (5.4)

> (v — 7)?

Em que Z é o valor médio da concentracao (x;) e y é o valor médio do sinal (y;) para o nimero

de amostras (N) utilizadas como padroes analiticos.

N T

fzzﬁl (5.6)
N oy

i=> (5.7)

Estabelecida a relacao entre x e y e conhecidos os coeficientes a e b, é possivel predizer a
concentragao do analito nas amostras de estudo a partir dos sinais analiticos obtidos ("regressao

inversa”).

Como mencionado, a relagdo matematica entre a concentragao do analito de interesse (x)
e o sinal medido (y) é determinada empiricamente a partir de solugdes padrao de concentragoes
conhecidas do analito (padroes analiticos), dando origem & curva analitica. A curva analitica

deve ser construida com, no minimo, cinco concentracoes distintas diferentes de zero [121].
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5.2. Faixa de Trabalho, Faixa Linear e Faixa Linear de Trabalho

A faixa de trabalho representa o intervalo de concentracées no qual o método serd apli-
cado. O limite inferior da faixa de trabalho normalmente ¢é estipulado pelos valores dos limites
de detecgao (LD) e quantificagdo do método (LQ). A faixa de trabalho adotada neste estudo
compreende um intervalo de 0 a 12ug.L~!.

A faixa de concentragoes na qual a sensibilidade pode ser considerada constante é a faixa
linear. Esta faixa pode conter a faixa de trabalho que, neste caso, sera denominada faiza linear
de trabalho (FLT). A FLT é estabelecida através da confirmacao de que a metodologia analitica
¢é capaz de fornecer um grau aceitdvel de exatidao, precisao e linearidade quando aplicados as
amostras contendo quantidades de analito dentro da faixa de trabalho especificada. Nesta faixa,

portanto, o sinal medido (y) terd uma relacao linear com a concentragao do analito ().

5.3. Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método de fornecer resultados linearmente
correlacionados as concentragoes do analito em uma determinada faixa de aplicagao [63,117].

Como visto na Secao 3.2, a Lei de Beer estabelece que a relacao linear entre o sinal medido
(y) e a concentragao do analito (z), descrita pela Equagao 5.3, s6 é valida para o intervalo que
corresponde & faixa linear da curva analitica.

O ajuste da funcao matematica escolhida para a curva analitica é feito pelo método dos
minimos quadrados (MMQ). Este método procura encontrar o melhor ajuste para um conjunto de
dados, tentando minimizar a soma quadratica (Q) das diferencas entre os valores experimentais
(x; e y;) e os valores estimados pela equacgao da reta (x’; e y’;). Tais diferengas sdo chamadas
residuos.

A equacdo da reta da curva analitica que melhor se ajusta é aquela da qual se obtém os
menores valores de residuos [(x; - x';) e (vi - ¥%4)]-

A soma quadrética dos residuos (Q) obtidos entre o sinal analitico medido (y;) e o sinal ana-
litico predito (y’;), para um conjunto de N pontos experimentais corresponde matematicamente
a Equagao 5.8 [34].

N
Q=2 (i~ (5.8)

A adequagao do ajuste da curva é fornecida pelo coeficiente de correlacdo de Pearson, r,
também chamado de coeficiente de correlagao produto-momento ou simplesmente de r de Pearson.
O coeficiente de correlacao é estimado como a razao da covariancia (S;,) entre a concen-
tracao () e o sinal analitico (y) com o produto dos desvios-padrao de x (s;) e y (sy), conforme

descrito na Equacao 5.13 [38].
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A covariancia (S;y) entre a concentracao () e o sinal analitico (y) é calculada a partir da

equacgao de Sgy:

1

Say = [m] > (@ — 2) (i — )] (5.9)

E os desvios-padrao de x (s;) e y (sy) sao estimados de acordo com as seguintes equacoes:
i (- 7)?

. 5.10

SNy - )2
5y = ,/W (5.11)

O coeficiente de correlagdo é definido pela equagao:

_ Sxy
" (sy) 12

Finalmente, substituindo-se adequadamente os termos que compoem Syy, Sz € Sy, temos:

o >z — %) (yi — 9) (5.13)

V& @ -2 S (i~ 9)°

O coeficiente de correlacdo apresenta uma faixa de magnitude entre -1 e 1 (-1 <r <1)e
indica o quanto a reta pode ser considerada adequada como modelo matemético [61].

Quanto mais préximo de 1 ou -1, menor a dispersao do conjunto de pontos experimentais,
ou seja, menor o erro em y. Nestas condigbes o ajuste da funcdo matematica escolhida para a
curva analitica serd maximo.

No caso hipotético em que r = -1, todos os pontos da curva estarao contidos em uma
reta com inclinagao negativa e, no caso em que r = 1, os pontos estardao sobre uma reta com
inclinagao positiva. Um valor de r = 0 ou préximo a ele indica uma relagao nao linear ou nao
satisfatoriamente linear entre z e y [36].

Um coeficiente de correlagdo maior que 0,999 é considerado como evidéncia de um ajuste
ideal dos dados para a linha de regressao [53,67,113]. A ANVISA [7] recomenda um coeficiente de
correlacao igual a 0,99 e o INMETRO [61] considera um valor superior a 0,90 como usualmente
requerido. Além disso, o método pode ser considerado livre de tendéncias (unbiased) se a reta
contiver a origem.

Portanto, a obtencao de um r superior a 0,9 assegura a linearidade da relagao entre o sinal

medido (y) e a concentracao (x) para o intervalo de concentragoes em questao.
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A correlacdo entre as varidveis de estudo, em termos dos valores de r, pode ser interpretado

conforme a Tabela 5.1 a seguir.

Tabela 5.1.: Correlagao entre as varidaveis x e y de acordo com r

Valor de r | Correlagao
0,0 nula
0,0-0,3 fraca
0,3-0,6 média
0,6 -0,9 forte
0,9 - 0,99 fortissima
1,0 perfeita

Fonte: adaptada de Brito et al. [27]

5.4. Seletividade

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no sinal do analito de in-
teresse. A seletividade avalia o grau de interferéncia destes componentes sobre o sinal medido.
A resposta obtida deve corresponder exclusivamente ao analito [128]. Se a seletividade nao for
assegurada, a linearidade, a exatidao e a precisao estarao seriamente comprometidas.

Como a técnica adotada (CV-AAS) é especifica para andlise de mercurio, a seletividade
foi avaliada para o método empregado [75] comparando-se dois grupos de amostras, um com a
matriz (urina controle ?) e outro sem, ambos com concentragoes do analito idénticas em cada

nivel de concentragao de interesse.

Um material de referéncia certificado da NIST 3 foi empregado como padrdo de merctirio,
assegurando a rastreabilidade dos resultados obtidos. Aliquotas distintas deste material foram
adicionadas aos dois grupos de amostras (com e sem urina) de forma a se obter trés diferentes
niveis de concentracdes na faixa de trabalho: 1,59ug. L= (Cy); 4,77ug.L=! (C3) e 7,95ug L1
(C3). As concentragoes foram estimadas através da obtengao da massa das aliquotas adicionadas
as amostras, do volume final das amostras e da concentracao do analito declarada no certificado
do material de referéncia. Desta forma, ao invés dos valores nominais de concentracao (Cq, Co
e Cs), foram obtidos os valores reais de concentracao ou os valores de concentracao corrigidos

(C’1, C’9 e C’3) com base na quantidade real de analito adicionado as amostras.

O numero de amostras paralelas em cada nivel de concentragao correspondeu a 7 (n = 7),
conforme recomendacao do INMETRO [61].

2 Urina controle: urina na qual o analito estd ausente.

SNIST CRM1641d: Mercury in Water acidified to 2% nitric acid = 1,590mg.kg™" 4+ 0,018mg.kg ™"
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5.4.1. Teste de hipdteses

Para avaliar os resultados obtidos, o teste de hipdteses foi aplicado. Assume-se duas hi-
poéteses: a hip6tese nula (Hp) e a hipdtese alternativa (H,). Aceitar a hip6tese nula significar
rejeitar a hipdtese alternativa e vice-versa.

A hipétese nula corresponde a dizer que a diferenca entre as variancias calculadas para os

dois grupos de amostras (s? e s3) a um determinado nivel de concentracio ¢ insignificante. Neste

caso, pode-se considerar iguais as variancias (s} = s3).
O teste F de Fisher-Snedecor deve ser aplicado para verificar se a hiptese nula é verdadeira.

F é calculado segundo a equagao 5.14.

Fraiculado = 5%/5% (514)

Os indices 1 (numerador) e 2 (denominador) das variancias representam a maior e a menor
variancia, respectivamente, e correspondem, cada qual, a um grupo de amostras (com e sem
matriz). O valor Figpeiado € obtido com (nj-1) graus de liberdade no numerador e (np-1) graus
de liberdade no denominador e nivel de confianga de 95%. A variancia é calculada como segue:

§2 — Z(Xz - X)2 (5_15)
(n—1)

Na Equacdo 5.15, X; é o resultado da "iésima’medicdo e X é a média aritmética dos n
resultados considerados.

Por fim, os valores de F.uicuiado © Frabelado $80 comparados. Se Fegicutado > Fravelado, @
diferenca entre as variancias € significate e rejeita-se Hy. Neste caso, a hipdtese alternativa é
aceita e, portanto, as variancias nao podem ser consideradas iguais. Se F uicuiado < Frabelado, &
diferenca entre as varidncias é insignificante e Hg é verdadeira.

Como serd visto na Secao 6.2, Fouculado < Frabelado Para todas as concentracoes de estudo.
A matriz, portanto, ndo tem um efeito importante sobre a precisdo do método na faixa de
concentracao em estudo. Neste caso, aplica-se o teste t de Student para verificar se as diferencas
entre as médias dos dois conjuntos de amostras é estatisticamente significante.

O t calculado com base nos resultados obtidos serd entdo comparado com o t obtido da

tabela de distribuicao de Student. O calculo de t é efetuado de acordo com a equagao abaixo.

|71 — 3
Sz(i + L)

ni ng

(5.16)

tealeulado =

Onde Z (21 e @2) e s (s1 e s2) correspondem, respectivamente, as médias e aos desvios-
padrao das respostas dos analitos para cada grupo de amostras em um determinado nivel de

concentracao.
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9 82”

A variavel é calculada como segue:

2 (m—1)si+ (ny —1)s3

e (5.17)

Os parametros nj e ng correspondem aos tamanhos das amostras (nimero de replicatas)
dos grupos 1 e 2, respectivamente.

O valor de ttgperado € obtido a partir da tabela da distribui¢ao de Student para (nj +ng — 2)
graus de liberdade e nivel de confianga de 99,5% (risco de 0,5% ou a = 0,05).

Se tealculado = btabelado, & diferenca entre as médias é estatisticamente significante e, por-
tanto, £1 # T2. Se tegiculado < Vtabelado, Ho € verdadeira e as médias podem ser consideradas

iguais. Neste caso, a matriz nao afeta ensaio. Os resultados estao apresentados na Tabela 6.3.

5.4.2. Estudo do comportamento da Curva Analitica

A funcdo matemadtica escolhida para a curva analitica reflete o melhor ajuste dos pontos
experimentais e os resultados analiticos serao obtidos a partir da equacao da reta que representa
a relacao entre o sinal medido e a concentragao do analito.

Se o ajuste linear considerar o zero como origem, o coeficiente linear da reta serd nulo
(b=0) e a inclinagao da reta (a) provavelmente sera diferente da inclinagao da reta quando b##0.
Naturalmente, os resultados obtidos também serao diferentes, dependendo da funcao adotada.
Por isso, é aconselhdvel avaliar a extensao desta dispersao, ou seja, se o fato da reta se originar
no zero [(x,y) = (0,b) e b = 0] ou nao [(x,y) = (0,b) e b # 0] altera o comportamento da curva
de tal modo que a diferenca entre os resultados obtidos de cada equacdo da reta (y = ax + b,
quando b # 0 e y = ax, quando b = 0) seja estatisticamente significante.

A curva analitica obtida no estudo da seletividade (ver Secao 5.4) foi investigada para b=0
e para b#0. Para b=0:

y = 0,0046x

Em contrapartida, quando o ajuste nao faz com que a reta passe pela origem, a equacao

da reta é:
y = 0,0047x - 0,0006

A diferenca entre os coeficientes angulares nao é visualmente significativa, mas, para fins
estatisticos, o teste de hipdteses foi aplicado para avaliar a diferenca dos resultados obtidos de

cada equacao. Os resultados encontram-se na Secao 6.2.
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5.5. Sensibilidade

A sensibilidade (S) é um parametro que demonstra a variacao da resposta em fungao do
analito [61] e pode ser expressa pelo coeficiente angular da curva analitica (Equacao 5.5). Por
exemplo, para a curva considerada (Figura 6.1), a sensibilidade é equivalente a 0,00514.

Quando uma pequena variagdo na concentracao do analito é suficiente para causar uma
variagao considerdvel do sinal analitico (a inclina¢ao da curva serd mais acentuada), pode-se dizer

que o método é sensivel, pois é capaz de distinguir duas concentragbes muito préximas [27].

5.6. Limite de deteccao e Limite de quantificacao

Medir a capacidade de deteccao e quantificagao é particularmente util quando o analito
que se deseja mensurar esta presente em quantidades muito baixas (tragos) na amostra. Para
validar um método analitico, é suficiente indicar a concentracao do analito a partir da qual a
deteccao e a quantificacao se tornam problematicas.

O limite de detecao (LD) ou minimo valor detectavel considera os riscos « (falso positivo)
e [ (falso negativo). O limite de quantificacao (LQ) ou minimo valor quantificdvel, por sua vez,

é expresso em termos do desvio padrao relativo (%RSD).

5.6.1. Limite de Deteccao

Conceitualmente, o limite de detecgao é a menor quantidade de uma substancia que um
método analitico consegue confiavelmente distinguir de zero. Formalmente, é a minima concen-
tracao ou quantidade de um analito alvo que produz um sinal que o analista consiga distinguir,
a um nivel de confianca especificado, do sinal produzido pelo branco [126].

O INMETRO [61] define o limite de deteccao do equipamento (LDE) como a concentragao
do analito que produz um sinal de trés a cinco vezes a razao ruido/sinal do equipamento. O limite
de detecgao do método (LDM ou, simplesmente, LD) é definido como a concentragdo minima de
uma substancia medida com 95% ou 99% de confianga de que a concentragao do analito é maior
do que zero. O LD é determinado a partir da anélise de uma determinada matriz contendo o
analito e pode variar de acordo com o tipo de amostra.

Estimar a menor concentracao detectavel do analito é muito importante quando o analito
estd presente em quantidades muito pequenas em uma amostra.

O primeiro passo para obtencao do limite de detecgao é a selegdo dos brancos apropriados.
O branco ideal é o branco da amostra. Este branco é idéntico a amostra, sem o analito que se
quer analisar. Alternativamente, uma amostra com baixo teor de analito pode ser utilizada. Os
brancos da amostra sao analisados da mesma forma que as amostras, sendo submetidos a todo

o procedimento, do pré-tratamento até a medigao propriamente dita.
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Normalmente é suficiente fornecer uma indicacdo do nivel em que a deteccao do analito
comeca a ficar problemdtica, ou seja, ”|X| + kps” e "0 + kps”, considerando-se a andlise de
sete ou mais brancos da amostra e de brancos da amostra com adig¢ao, respectivamente. O fator
de multiplicagdo kp corresponde ao t de Student para um nivel de confianca (1 - @)x100% e (n
- 1) graus de liberdade e s corresponde ao desvio padrao calculado para o conjunto de respostas
dos brancos.

O desvio padrao (s) é obtido a partir da férmula 5.28 para uma série de "n” medigoes de
um mensurando.

X2
s = Z(();l—li() (5.18)
onde X; é o resultado da ”iésima” medicao e X é a média aritmética dos n resultados considerados.

O limite de detecgao (LD) do método foi entao calculado com base no desvio padrao obtido
para uma série de 7 (n) replicatas do branco da amostra adicionadas com a menor concentragao
aceitdvel de analito, que corresponde a 0,3ug.L~!, como sera visto na Secdo 5.6.2 a seguir.

O valor do t de Student, neste caso, refere-se a um nivel de confianca de 99% e 6 graus
de liberdade. Um nivel de confianga de 99% corresponde a um risco o = 1% para concluir que
o analito estd presente quando de fato estd ausente (falso positivo) e a um risco § = 1% para
concluir que o analito estd ausente quando, na realidade, ele estd presente (falso negativo). Para
limitar o risco de se fazer uma decisao errada, o uso de um fator de multiplicacao (kp ou t de
Student) menor do que 3 deve ser desencorajado (t = 3 corresponde a a = = 7%) [116].

O resultado obtido para o LD pode ser visto na Se¢ao 6.4.

5.6.2. Limite de Quantificacao

O limite de quantificagao (LQ), também conhecido como limite de determinagao, é defi-
nido como a menor concentracao de analito que pode ser determinada com um nivel aceitdvel
de precisao e veracidade (trueness) [61,63]. Assim como o LD, o LQ é expresso como uma con-
centragao e corresponde ao padrao de calibracao de menor concentracgao, excluindo-se o branco.
Para obtencao do LQ é necessario que as condigoes analiticas estejam muito bem definidas [73].

Sendo X a média dos valores dos brancos e s o desvio padrao dos brancos, pode-se obter

o LQ a partir da andlise de n replicatas do branco da amostra (n > 7) como segue:
LQ = X + kgs (5.19)

O fator de multiplicacao kg é dependente da precisao, expressa como o desvio padrao

relativo percentual (DPR%), desejada no limite de quantificagao.

DPR(%) = 100/kq (5.20)

50



5. Validagao da metodologia analitica

Por exemplo, se a precisio ou DPR% # desejada no limite de quantificacio for de 10%
(DPR%), k¢ sera igual a 10.

No entanto, a obtengao do branco pode ser problemética em amostras cujo analito esta
ausente ou estd presente em concentracoes inferiores ao LD. Neste caso, o LQ pode ser estimado
a partir da adigdo de concentracoes variadas do analito ao branco da amostra e n; > 7. Desta
maneira, é possivel identificar a menor concentracao de analito que pode ser quantificada com a
precisao desejada.

A precisao foi entdo examinada para uma faixa de concentragoes do analito de 0,1 a
1,0ug.L~! (primeiro ponto da curva) e 7 replicatas para cada nivel de concentracio. A média (X)
e o desvio padrao (s) foram calculados com base nos resultados obtidos para cada concentragao

e aplicados na equacao do DPR% a seguir:
DPR% = %.100 (5.21)

Com base nos valores de DPR% calculados, foi possivel determinar a menor concentracao
de analito que pode ser quantificada com uma precisao aceitavel. A precisdo desejada no limite
de quantificacdo corresponde a um DPR% de 10%. Os resultados podem ser observados na
Tabela 6.5 da Secao 6.3.

5.7. Exatidao

E improvavel que um resultado obtido experimentalmente seja exatamente igual ao valor de
referéncia convencionalmente aceito como verdadeiro [61,63,73]. A exatidao (accuracy) é o grau
de concordancia entre o resultado de uma medigao e um valor verdadeiro do mensurando [62].

O ICH e a ANVISA [7] estabelecem um minimo de 9 determinagoes independentes para
3 diferentes niveis de concentragdes. O INMETRO [61], por sua vez, recomenda um minimo de
7 replicatas para cada nivel de concentracdo. A exatiddo do método foi avaliada a partir da

realizagdo de ensaios com material de referéncia certificado e testes de recuperagao do analito.

5.7.1. Materiais de referéncia certificados

Os materiais de referéncia certificados (MRC) sao empregados em processos de validagao
para estabelecer a rastreabilidade do resultado de uma medigao em uma analise quimica [62]. Um
material de referéncia vem acompanhado de um certificado que contém um ou mais valores de
propriedades e suas respectivas incertezas associadas. Os materiais de referéncia certificados sao
fornecidos por 6rgaos reconhecidos e confiaveis (NIST, LGC, NBL, IRMM, BAM, IAFA, etc.).
Sempre que possivel, os MRCs devem ser empregados no processo de validacao para avaliar o

desempenho do método [61].

“DPR% = Desvio Padrao Relativo, também conhecido como Coeficiente de Variacio (CV%).
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A exatiddo é avaliada comparando-se os valores obtidos experimentalmente e os valores
certificados. A interpretagao dos resultados obtidos € feita com auxilio de algumas ferramentas

matemadticas como o erro relativo, o teste de hip6teses, o indice Z (Z Score) e o erro normalizado.

5.7.1.1. Erro relativo

O erro relativo expressa o grau de divergéncia entre o valor de uma medicao e o valor
adotado como verdadeiro do mensurando. Matematicamente, o erro relativo é o erro da medicao
(erro absoluto) dividido pelo valor verdadeiro do objeto da medigao [62]. Como o valor verdadeiro
normalmente nao pode ser determinado, utiliza-se um valor verdadeiro convencional (valor do

MRC). O célculo do erro relativo percentual (ER%) é efetuado como segue:

X — Xcorm

ER% =
’ XcrMm

100 (5.22)
onde X é a média aritmética dos valores obtidos e Xcprasr é o valor certificado do MRC aceito
como verdadeiro.

Os valores de ER% calculados a partir dos resultados do teste efetuado com material de

referéncia certificado da NIST 5 para 3 niveis de concentragoes (n = 7) podem ser observados na
Tabela 6.6.

5.7.1.2. Teste de hipodteses

O teste de hipdteses permite verificar a existéncia de erros sistematicos associados & meto-

dologia e foi ateriormente descrito na Secao 5.4.

5.7.1.3. indice Z

O indice Z (Z Score) também possibilita avaliar o desempenho do método pois expressa
a diferenca entre o resultado da medicao e o valor verdadeiro em unidades de desvio padrao. Z
é calculado segundo a Equacao 5.23, onde s é a incerteza do material de referéncia certificado
(SRM 2670a).

X — Xmre
S

7= (5.23)

Os resultados podem ser observados na Tabela 6.6 e a interpretagao de Z é apresentada na
Tabela 6.7.

SNIST - SRM 2670a: Toxic Elements in Urine (Freeze-Dried) — High Level Mercury = 95,1pug. L1 + 0,98

52



5. Validagao da metodologia analitica

5.7.1.4. Erro normalizado

O valor verdadeiro (Xyrc) deve estar dentro do intervalo de incerteza (U) calculado para

o valor obtido (X). O conceito de erro normalizado (E,,) é empregado para avaliar o desempenho.

(X — Xnre)
VU2 + U pe

onde U ¢ a incerteza do resultado obtido e Upsrc é a incerteza ao valor verdadeiro. Se |E,| < 1,

E, = (5.24)

entao pode-se considerar X.

5.7.2. Recuperacao

A recuperacao ou fator de recuperagao (R) é definida como a propor¢ao da quantidade
da substancia de interesse, presente ou adicionada na amostra, recuperada com o processo ana-
litico [120]. Reflete, portanto, a quantidade de determinado analito efetivamente quantificada
em relacao a quantidade "real” presente na amostra. Neste caso, a exatidao é expressa como
erro sistematico percentual inerente ao processo, devido, entre outras coisas, a perdas, medidas
imprecisas e interferentes na amostra [27].

A recuperacéo do analito pode ser estimada pela anélise de material de referéncia certificado
ou de amostras adicionadas com quantidades conhecidas do analito (spike). No tltimo caso,
obtém-se um valor para a amostra nao adicionada (branco analitico) e outro para a amostra
adicionada [73]. A recuperagao ¢ entao calculada conforme a equagao 5.25. O INMETRO [61]
recomenda adigao de analito em 3 niveis de concentragao: proxima ao limite de deteccao, proxima
a concentragdo maxima permissivel e préxima a média da faixa de trabalho do método. No
entanto, o analito adicionado pode nao estar necessariamente na mesma forma do analito presente

na amostra, o que pode levar a avaliacoes excessivamente otimistas da recuperacao.

Ch —Cy

R(7%) = (—¢,

)2100 (5.25)
onde: C; ¢é a concentracao determinada na amostra adicionada, Cq é a concentragao determinada
na amostra nao adicionada e Cg é a concentracao adicionada.

Alternativamente, quando a recuperagao é obtida a partir da anélise de material certificado,

calcula-se:

R(%) = CSRCxloo (5.26)

onde: C é a média das recuperacdes obtidas para n repeticoes e Cprrc é a concentracio verda-

deira.
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Material certificado de referéncia da NIST (SRM 2670a) foi empregado no teste de recu-
peragao e os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 6.6, Secao 6.5.

A recuperacdo esperada depende da matriz da amostra, do processamento da amostra e
da concentracao do analito. A Tabela 5.2 adaptada de Huber [59] apresenta valores estimados

de recuperagao em funcao da concentracao do analito sugeridos pelo manual da AOAC [14].

Tabela 5.2.: Valores estimados de recuperacao em funcao da concentracao do analito.

. Proporcao . Recuperacao
% de Analito de Ana;;i to Unidade Média (% )

100 1 100% 98-102
>10 101 10% 98-102
>1 1072 1% 97-103
>0,1 1073 0,1% 95-105
0,01 1074 100 ppm 90-107
0,001 107° 10 ppm 80-110
0,0001 1076 1 ppm 80-110
0,00001 1077 100 ppb 80-110
0,000001 108 10 ppb 60-115
0,0000001 107? 1 ppb 40-120

Fonte: adaptada de Huber [59]

Quanto menor a quantidade de analito presente na amostra, menor a recuperacao obtida.
Isto porque a analise de amostras nas quais o analito esteja presente em quantidades muito

pequenas esta sujeita a mais erros sistematicos.

De acordo com o Jornal Oficial das Comunidades Européias [69], os valores de recuperacao
s6 sao aceitaveis se ficarem dentro de um limite de + 10% do valor-alvo, o que corresponde a um

intervalo aceitdvel de recuperacao de 90-110%.

O teste de hipoteses é aplicado para avaliar a diferenca entre o valor recuperado e o valor

certificado. O teste t de Student é calculado e entdo comparado com o tigpeiado-

(Cymre — C)
SR
n—1

t= (5.27)

onde: Cyrrco € a concentragao verdadeira, C é a média das recuperacoes obtidas para n repeticoes,

sgr € o desvio padrao das recuperacoes e n é o nimero de replicatas.

O método pode ser considerado exato se o valor de t obtido estiver dentro do intervalo
estabelecido pelo valor tabelado para (n — 1) graus de liberdade e um determinado nivel de

confianca. Os resultados de t.qjcuiado €stao apresentados na Tabela 6.8 da Secao 6.5.
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5.8. Precisao

A precisao avalia a dispersao dos resultados entre ensaios independentes, repetidos de um
mesma amostra, amostras semelhantes ou padroes, em condigoes definidas [61,63] e pode ser
expressa pelo desvio padrao relativo (DPR%), também conhecido como coeficiente de variacao

(CV%). Como visto na Secao 5.6.2, o DPR% é calculado conforme a Equacao 5.21.

Tabela 5.3.: Relacao entre a concentracao do analito e a precisao esperada.

(%) de Analito g:‘fz;fiig Unidade | DPR(%)
100 1 100% 1,3
10 10_, 10% 2,8
1 10_5 1% 2,7
0,1 10_5 0,1% 3,7
0,01 10_4 100 ppm 5,3
0,001 10_5 10 ppm 7,3
0,0001 10_¢ 1 ppm 11
0,00001 10_7 100 ppb 15
0,000001 10_g 10 ppb 21
0,0000001 10_g 1 ppb 30

Fonte: adaptada de Huber [59]

A Tabela 5.3 mostra a relagdo entre a concentragao do analito e a precisdo esperada. De
acordo com Huber [59], os métodos empregados para quantificar o analito em escalas macro
requerem um DPR% de 1 a 2%. Para a andlise de tracos, é aceitavel um DPR% de até 30%,
dependendo da complexidade da amostra. A precisdao pode ser melhorada aumentando-se o
numero de replicatas.

O DPRY% foi calculado para uma série de 7 replicatas independentes do material de referén-
cia da NIST (SRM 2670a) em trés diferentes concentragoes da faixa de trabalho. Os resultados

sao apresentados na Tabela 6.9 da Segao 6.6.

5.8.1. Repetitividade

A repetitividade (repeatability) é o grau de concordancia entre os resultados de medigoes
sucessivas de um mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas condi¢oes de medicao, chamadas
de condigoes de repetitividade [62]: mesmo procedimento de medigao; mesmo observador; mesmo
instrumento usado sob as mesmas condigoes; mesmo local; e repetigoes em curto espago de tempo.

A ANVISA [7] usa o termo "repetibilidade” ao invés de repetitividade. A repetitividade
depende da concentragao do analito e pode ser determinada por meio da andlise de padroes,

material de referéncia ou adicao a branco em varias concentracoes da faixa de trabalho.
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Sob condigao de repetitividade, é possivel calcular o desvio padrao de repetitividade (s;)

para 7 ou mais repeti¢oes (n > 7) como segue:

(5.28)

onde X; é o resultado da "iésima” medicdo e X é a média aritmética dos n resultados considerados.

A precisao dos resultados obtidos pode ser avaliada através do cédlculo do limite de repe-
titividade ”7r”. O valor de "7’ capacita o analista a decidir se a diferenca entre os resultados
obtidos para uma amostra, determinada sob condicoes de repetitividade, é significante. Para
tanto, compara-se a diferenga de dois ou mais resultados com o valor de ”7r”. Se a diferenga
absoluta entre tais resultados nao exceder o valor de ”1”, pode-se aceitar todos os resultados e
calcular a média aritmética.

Para um nivel de confianga de 95%, o r é avaliado da seguinte forma [61]:
r=(V2)* (tg1-a) * (s1) (5.29)

onde "t” é o valor tabelado de t de Student para 95% de confianga e 6 graus de liberdade (t =
1,943).

r=2,8.5, (5.30)

Os valores de ”1” calculados para o método proposto estao apresentados na Tabela 6.9 da
Secao 6.6.
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6.1. Curva Analitica

A curva analitica foi construida a partir da leitura da absorbancia de n solugoes-padrao,
cada qual com uma concentracao conhecida de mercurio. As solugoes-padrao foram preparadas
a partir de uma solucdo estoque de Hg 500ug.L~".

A faixa de trabalho adotada compreende um intervalo de 0 a 12ug.L " e foi inicialmente
investigada para uma série de 10 pontos, isto é, 10 solugdes-padrio de concentragoes (em pg.L~1)
variadas desta faixa: 0,2]0,4]0,6 | 0,8|1,03,0]5,0]7,0]9,0]12,0. O coeficiente de correlacao
(r) obtido para a curva foi de 0,999.

Em uma investigacdo simplicada aplicada a uma série de 6 pontos (em ug.L=1): 1,0 | 3,0

| 5,0 | 7,0 ] 9,0 | 12,0; o valor de r obtido foi igual a 0,998. A equacao da reta da curva é:
y =0,0051.x (6.1)

A curva analitica, construida com estes pontos, pode ser observada na Figura 6.1 e os
valores das concentracdes nominais e das concentracdes corrigidas ', das médias das absorbancias
obtidas para cada concentracao, bem como os valores dos respectivos desvios-padrao, encontram-
se na Tabela 6.1.

Tabela 6.1.: Valores de concentracao e absorbancia utilizados para construir a curva analitica.

Concentragao Nominal | Concentracao Corrigida (C) A . Desvio Padrao
(pgL ) (pel ) Absorbancia (A) | 70 1 -1)
0,0 0,000 0,0003 0,0001
1,0 1,050 0,0046 0,0003
3,0 3,300 0,0160 0,0012
5,0 5,150 0,0264 0,0013
7,0 7,200 0,0356 0,0021
9,0 9,300 0,0500 0,0015
12,0 12,350 0,0627 0,0034

! Aliquotas especificas da solucao estoque de Hg 500ug.L~! foram adicionadas & matriz de estudo na qual o analito
esteja ausente, isto é, na amostra controle, de maneira a se obter as 6 diferentes concentragées. As concentragoes
reais ou corrigidas foram estimadas através da obtencao da massa das aliquotas adicionadas as amostras controle,
do volume final e da concentracio inicial da solucéo estoque de Hg 500ug.L~!.
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A linearidade foi ainda verificada para uma faixa mais extensa (de 0-50ug.L~1) com coefici-
ente de correlagao de 0,981 (r > 0,90 [61]). Isto significa que a faixa linear se aplica a um intervalo
de concentracoes do analito bastante extenso. A faixa de trabalho, portanto, estd inclusa na faixa

linear de trabalho e pode ser entdo denominada faiza linear de trabalho.

Curva Analitica
0,07

0.06
0,05 i
0,04
0.03
0,02

0,01 A

Figura 6.1.: Curva Analitica

As solugoes-padrao ou padroes de calibracao foram obtidas pela diluicao do padrao de
mercirio da MERCK (1000 mg.L~!) e foram submetidas ao mesmo procedimento analitico (ver
Segao 4.3.2) ao qual sdo submetidas as amostras de urina. Os valores de absorbancia foram

obtidos por espectrometria de absor¢ao atémica com geracao de vapor frio (ver Segao 3.4).

6.2. Seletividade

A seletividade foi testada para o método adotado [75] para avaliar a influéncia dos efeitos
da matriz sobre os resultados. Teoricamente, quantidades indénticas de analito devem ser adi-
cionadas a 2 grupos de amostras, um com matriz (urina controle) e outro sem, em 3 niveis de
concentracao distintos.

Na pratica, 7 replicatas sao preparadas para cada nivel de concentracdo em ambos os
grupos de amostras. Aliquotas especificas do material de referéncia certificado da NIST (CRM
1641d) foram adicionadas a todas as amostras, determinando uma concentracao distinta para
cada nivel e totalizando, assim, um niimero de 21 amostras 2 pertencentes ao grupo de amostras

sem matriz e outras 21 amostras do grupo de amostras no qual a matriz esta presente.

2Ntmero total de amostras = 21: 3 niveis de concentracéo e 7 (n) replicatas para cada nivel de concentragao.
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A Tabela 6.2 apresenta os valores das concentragoes nominais e as médias dos valores das

concentracoes adicionadas ou corrigidas obtidas para cada grupo de amostra.

Tabela 6.2.: Valores da concentracao nominal e da concentracao adicionada de analito em cada

grupo de amostra (com e sem matriz)

Conc. Adicionada
. (ug.L™1)
Conc. Nominal
(ug.L~h) s/ Matriz | ¢/ Matriz
1,59 1,50 1,59
4,77 4,95 5,06
7,95 8,90 8,84

Os resultados obtidos, bem como os valores das variancias (s?), de F de Fisher-Snedecor e
de t de Student podem ser observados na Tabela 6.3 para os dois grupos de amostras, com e sem
matriz, em 3 niveis de concentracao diferentes: uma préxima ao limite inferior da curva analitica
(C1 = 1,59ug.L 1), uma intermediaria (Co = 4,77ug.L™!) e uma préxima ao limite superior da
curva (C3 = 7,95ug.L1).

Aos resultados obtidos, foi aplicado o teste de hipdteses, calculando-se F e t a partir das
variancias obtidas para cada grupo de amostras. O valor de Figpeiado (Fy) foi obtido para (nj-1)
graus de liberdade no numerador, (n2-1) no denominador e nivel de confianca de 95% e tiaperado
(t¢) foi obtido para (nj + ng - 2) graus de liberdade e nivel de confianga de 99,5% (risco de 0,5%

ou a = 0,05). Os valores de F; e t; podem ser observados na Tabela 6.3.

Tabela 6.3.: Médias dos resultados obtidos e variancias calculadas para cada grupo de amostras
e valores de F e t de Student

Meédias dos Resultados Variancia
1 —1\2
(ngL™h) (pgL™h) F,LF |t |t
s/ Matriz | ¢/ Matriz | s/ Matriz | ¢/ Matriz
1,43 1,54 0,0274 0,0276 1,00 | 4,28 | 1,21 | 3,05
4,88 4,99 0,0896 0,0465 1,93 | 4,28 | 0,79 | 3,05
8,82 8,78 0,1717 0,1493 1,15 | 4,28 | 0,18 | 3,05

Fc = Fcalculado; Ft = Fta,belado; te = tca,lculado; ty = tiabelado

Para avaliar as variancias obtidas para cada grupo de amostras, os valores calculados de
F (F.) foram comparados ao valor tabelado de F. Como é possivel observar na Tabela 6.3, em

todos os niveis de concentracao:

Fcalculado (Fc) < Ftabelado (Ft)

A matriz, portanto, ndo tem um efeito importante sobre a precisdo do método na faixa de
concentracoes em estudo. Neste caso, aplica-se o teste t de Student para verificar se as diferencas

entre as médias dos dois conjuntos de amostras é estatisticamente significante ou nao.
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Os valores calculados de t (t.) para todos os niveis de concentracao foram entao comparados

com o valor tabelado de t (t;) e:

tchLlculado (tc) < ttabelaclo (tt)

A matriz, portanto, ndo interfere de maneira significativa na determinagdo de mercirio.
Isto provavelmente se deve & uma digestao efetiva das amostras, garantindo a completa degra-
dacao das moléculas organicas e, conseqiientemente, a disponibilidade de fons Hg?t livres em

solucao.

6.2.1. Estudo do comportamento da Curva Analitica

O ajuste da curva analitica pode considerar ou nao o zero como origem. Se a origem da
reta for zero, isto é, se o coeficiente linear for zero (b = 0), a inclinagdo da reta (coeficiente
angular, a) provavelmente sera diferente de sua inclinagao quando b # 0. E possivel avaliar se
esta diferenca é ou nao estatisticamente significante através do teste de hipoteses.

Os valores de absorbancia obtidos na Sec¢ao 6.2 para cada grupo de amostras, em deter-
minado nivel de concentragao, devem ser aplicados nas equagoes descritas na Secao 5.4.2 para
obtencao dos respectivos valores de concentracao do analito, os quais, juntamente aos respectivos

valores das variancias, além dos valores de F (Fy e F.) e t (t; e t.), sdo apresentados na Tabela 6.4.

Tabela 6.4.: Valores de concentracao obtidos por aplicacao das absorbancias nas equacoes das
retas para b=0 e b#£0 e valores de F e de t de Student.

Concentracao Variancia
-1 —1)2
(ng L") (ng L") F. | F, | ot | ot
b=0|b#0|b=0|b#0
| s/ Matriz
1,418 1,515 | 0,028 | 0,027 1,09
4,842 | 4,866 | 0,089 | 0,085 | 1,04 | 4,28 | 0,15 | 3,05
8,761 8,702 | 0,168 | 0,161 0,27
‘ ¢/ Matriz ‘
1,528 1,623 | 0,027 | 0,026 1,08
4,950 | 4,973 | 0,045 | 0,043 | 1,04 | 4,28 | 0,20 | 3,05
8,717 | 8,659 | 0,204 | 0,195 0,24

Fc = Fcalculado; Ft = Ftabelado; te = tcalculado; ty = trabelado

O valor de Figperado (Ft) foi obtido para (n;-1) graus de liberdade no numerador, (na-1)
no denominador e nivel de confianca de 95%, enquanto tigpeiado (t¢) foi obtido para um nivel de
confianga de 99% e 6 graus de liberdade.

Os valores calculados de F (F.) e t de Student (t.) sao inferiores aos valores tabelados de
F (Fy) e t de Student (t:).
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E possivel afirmar, portanto, que a diferenca entre os resultados obtidos para cada nivel de
concentragao quando b = 0 e quando b # 0 nao é estatisticamente significante. Isto significa que
a mudanca no comportamento da curva quando o ajuste da funcao matematica forca a origem da
reta a ser zero (b = 0) nao interfere significativamente nos resultados obtidos a partir da mesma,

quando comparados aqueles obtidos da reta cuja origem nao é zero (b # 0).

6.3. Limite de Quantificacao

Para determinar a menor concentragao de analito quantificavel, isto é, o limite de quanti-
ficacao, aliquotas especificas de analito sdo adicionadas ao branco da amostra de maneira a se
obter solugoes da amostra com concentragoes variadas ao longo da faixa de trabalho.

No caso, 0 objetivo é determinar a menor concentragao do analito que se pode quantificar
com um nivel aceitavel de precisdo. Concentragoes inferiores a concentragdo do primeiro ponto
da curva (1,0pg.L™!), incuindo esta concentracio, foram investigadas. O niimero de replicatas
independentes a cada nivel de concentragao (n;) correspondeu a 7.

Os valores de precisao, expressa como o desvio padrao relativo (DPR%), correspondentes
a quantificacdo do analito em cada nivel de concentracdo podem ser observados na Tabela 6.5 a

seguir.

Tabela 6.5.: Desvio Padrao Relativo (DPR%) obtido para cada concentragao do analito.

Concentracgao (ug.L~!) | 0,1]0,2|0,3|0,4|0,6|08]1,0

DPR (%)* 12322 7 |5 |3 ]2/ 3

*DPR(%) calculado para uma série de 7 replicatas a cada nivel de concentragao

Se uma precisao de 10% for adotada como aceitdvel, é possivel observar na Tabela 6.5 que a
precisdo comeca a ficar problemética em concentracées inferiores a 0,3ug.L ™!, ou seja, a precisao
ou DPR% ¢ superior a 10% em concentracdes inferiores a 0,3ug.L~1.

Portanto, a menor concentragao aceitdvel do analito ou limite de quantificagao (LQ) é:

LQ = 0,3ug.L~!

6.4. Limite de Deteccao

O limite de deteccao (LD) do método foi calculado com base no desvio padrao obtido
para uma série de 7 (n) brancos da amostra adicionadas com a menor concentragao aceitavel
de analito, a qual corresponde & uma concentracao de 0,3ug.L~!. Este valor refere-se ao limite
de quantificacao, isto é, a menor concentracao de mercurio que pode ser determinada com uma
precisao de 10% (ver Segoes 5.6.2 e 6.3).
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O desvio padrao calculado é aplicado a Equacao:
LD =t.s (6.2)

Onde: s é o desvio padrao e t corresponde ao fator de multiplicacao ou t de Student para
um nivel de confianga de 99% e 6 graus de liberdade.

O t de Student, para 99% de confianga e 6 graus de liberdade é igual a 3,143 e o desvio
padrao foi calculado a partir da Equacao 5.28.

s = 0,021199
Substituindo-se os valores de t de Student e de s na Equagao 6.2:
LD = 3,143 . 0,021
LD ~ 0,07ug.L~!

Portanto, a menor quantidade de analito que o método consegue confiavelmente distinguir

de zero é 0,07ug.L=1.

6.5. Exatidao

A exatidao foi avaliada comparando-se os valores obtidos experimentalmente dos valores
descritos nos certificados dos materiais de referéncia utilizados. Para tanto, fez-se uso das se-
guintes ferramentas matemadticas: erro relativo, teste de hipéteses (ver Segao 6.2), indice Z (Z

Score) e erro normalizado.

6.5.1. Erro relativo e indice Z

Os valores de Z e de ER% (erro relativo) foram calculados a partir da Equagao 5.23 e da
Equacao 5.22, respectivamente, para trés niveis de concentracoes distintos, apds ensaios realizados
com material de referéncia certificado, SRM 2670a, da NIST 3. Os resultados obtidos podem ser
observados na Tabela 6.6.

Os 3 niveis de concentragao compreendem as concentragoes proximas aos limites inferior e
superior da curva e uma concentracao intermedidria, situada no meio da curva analitica, abran-
gendo, assim, toda a faixa de trabalho & qual o método é aplicado. Além disso, é possivel

visualizar a variacao dos erros em funcao da concentracao analisada.

SNIST SRM2670a: Toxic Elements in Urine (Freeze-Dried) — High Level Mercury = 95,1pug. L1 + 0,98
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A Tabela 6.6 exibe um comportamento previsivel em andlises nas quais elementos ou subs-
tancias presentes em quantidades traco devem ser determinados em uma determinada amostra.
Observa-se que o erro é maior para as concentragoes mais proximas aos extremos da curva ana-

litica, como previsto pela Lei de Beer.

Tabela 6.6.: Valores das concentracoes adicionadas e das concentragoes recuperadas do analito,
erro relativo (ER%) e indice Z.

Conc. Adicionada | Conc. Recuperada® | ER 7
(ngL~1) (hgL~) (%)
1,90 1,83 3,66 | 0,65
4,75 4,73 0,40 | 0,15
9,51 9,19 3,42 | 0,80

*Média dos resultados obtidos para uma série de 7 replicatas.

Os valores de Z calculados podem ser interpretados segundo a Tabela 6.7 a seguir:

Tabela 6.7.: Incide Z

Z Resultado

1Z] <2 satisfatorio

2 < |Z| < 3 | questiondvel
1Z| > 3 insatisfatério

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que o método é capaz de gerar resultados

satisfatérios (]Z| < 2 em todas as concentragoes).

6.5.2. Erro normalizado

O valor verdadeiro (Xpsrc) deve estar dentro do intervalo de incerteza (U) calculado para
o valor obtido (X).

E, = M (6.3)

VU2 + U pe
onde U é a incerteza do resultado obtido e Upspc é a incerteza ao valor verdadeiro.

Os calculos para obtencdo dos valores de X e U podem ser posteriormente observados na
Secdo 7.1. Considerando-se Xarre = 95,1ug.L~! e Uprre = 0,98ug.L~! (NIST SRM 2670a):

(95,12 — 95, 1)

E, =
V(11,70)% + (0,98)?

=0,0017 (6.4)

Portanto, como |E,| < 1, pode-se considerar o valor de X.
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6.5.3. Recuperacao

A recuperacao ou fator de recuperacao (R) reflete a quantidade de determinado analito
efetivamente quantificada em relacao a quantidade "real” presente na amostra.

O material de referéncia, SRM 2670a, da NIST foi empregado no ensaio da recuperacao e
os resultados obtidos para uma série de 7 medigoes independentes em cada nivel de concentracao
sao mostrados na Tabela 6.8. O t de Student foi calculado segundo a Equacao 5.27 para avaliar a
exatidao do método. O método pode ser considerado exato se o valor de t obtido estiver dentro
do intervalo estabelecido pelo valor tabelado para (n — 1) graus de liberdade e um determinado
nivel de confianca.

Os valores de recuperacao obtidos na Tabela 6.8 estao dentro do intervalo aceito para a
faixa de trabalho em questao (ver Tabela 5.2). Além disso, teaicuiado < btabelado 4 em todos os

niveis investigados. O método pode, portanto, ser considerado exato.

Tabela 6.8.: Taxa de recuperacao do analito e valores de t de Student.

Conc. Adicionada | Conc. Recuperada | Recuperagao ¢ ¢
(peL7h) (peL™h) (%) ‘ '

1,90 1,83 96,34 1,69 | 3,14

4,75 4,73 99,60 0,38 | 3,14

9,51 9,19 96,58 1,96 | 3,14

te = tealculados Tt = ttabelado

6.6. Precisao

A precisao do método foi avaliada e expressa como desvio padrao relativo (DPR%) obtido
para uma série de medigoes sucessivas do analito sob condigdes de repetitividade. O DPR% foi

calculado segundo a equagao 5.21 e os resultados podem ser vizualizados na Tabela 6.9 abaixo.

Tabela 6.9.: Desvio padrao de repetitividade (s;), limite de repetitividade (r) e desvio padrao
relativo (DPR%) calculados para os resultados obtidos.

Conc. Adicionada | Conc. Recuperada | Desvio Padrao (s,) | Limite (r) | DPR
(pgL™h) (ng-Lh) (neL™h) (ngL™) | (%)

1,90 1,83 0,11 0,30 5.84

4,75 4,73 0,12 0,34 2,60

9,51 9,19 0,41 1,14 4,40

Como visto na Se¢ao 5.8, um DPR% de até 30% é aceitavel quando o analito esté presente

em quantidades muito baixas na amostra analisada. Como os resultados obtidos ficam muito

abaixo deste limite, o método pode ser considerado preciso.

iabelado PATA (n - 1) = 6 graus de liberdade e nivel de confianga de 99% (risco de 1% ou a = 0,010).
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6.6.1. Repetitividade

A repetitividade foi verificada através da andalise de material de referéncia SRM 2670a para
trés diferentes niveis de concentracao do analito na faixa de trabalho (n = 7). Na Tabela 6.9,
é possivel observar também os valores de s, (desvio padrao da repetitividade) e de r (limite de
repetitividade) calculados para cada concentracao de estudo.

Todos os valores de r” calculados para o método proposto sdo maiores que as diferencas
entre os respectivos resultados. Esta diferenca pode ser visualizada pelos valores de s,.. Pode-se,

portanto, considerar precisos os resultados obtidos a partir do método em questao.

6.7. Resultados Gerais da Validacao

A tabela a seguir agrupa os resultados obtidos com a validacdo do método 5. Os resultados
podem ser considerados favoraveis e confirmam a aplicabilidade do método & proposta de estudo,
possibilitando a analise das amostras provenientes de Tocantins quanto ao teor de mercurio total

com rastreabilidade e confiabilidade.

Tabela 6.10.: Resumo dos resultados obtidos com a validagao do método.

Parametro Resultados obtidos
r! 0,999
Resultados
(pg.L71) F. F; t. t;
.. s/Matriz c/Matriz
Seletividade 1,43 1,54 1,00 | 4,28 1,21 3,05
4,88 4,99 1,93 | 4,28 0,79 3,05
8,82 8,78 1,15 | 4,28 0,19 3,05
L.D.? 0,07ug L1
L.Q.2 0,30ug.L~1
Concentracao Resultados RSD
(neL™") (pe-L™h) (%)
Precisao 1,90 1,83 5,8
4,75 4,73 2,6
9,51 9,19 4.4
Concentracao | Resultados | E.R. Z Recuper. | t. t:
(peL™h) (peL™h) (%) (%)
Exatidao 1,90 1,83 3,66 | 0,65 96,34 1,59 | 3,14
4,75 4,73 0,40 | 0,15 99,60 0,38 | 3,14
9,51 9,19 3,42 | 0,80 96,58 1,96 | 3,14

Iy = coeficiente de correlacao; 2L.D. = limite de deteccao; e *L.QQ. = limite de quantificacio

Fe = Feucutado; Ft = Fravelado: te = tealculados t = ttabelado

SVer Apéndice C.1., C.2. e C.3.
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6.8. Avaliacao da recuperacao do analito em urina liofilizada

A recuperacgao do analito em amostras de urina submetidas a liofilizacao foi avaliada por
meio da adi¢@o de material de referéncia certificado da NIST (CRM 1641d) as amostras de urina
controle, isto é, amostras nas quais o analito estd ausente. Quantidades similares de analito foram
adicionadas a quatro frascos contendo a urina controle, os quais foram submetidos a liofilizacao
(ver Secao 4.3.3). Em paralelo, frascos contendo somente a urina controle (branco matriz) foram
liofilizados. Todas as amostras foram devidamente lacradas e a massa do material de referéncia
adicionada a cada frasco foi cuidadosamente transcrita para as etiquetas de identificagao.

A etapa de adicao e liofilizacdo das amostras de urina foi feita no laboratério da Fundagao
de Medicina Tropical do Tocantins (TO). As amostras foram entao enviadas para o Laboratério
de Anélises Quimicas e Ambientais do CQMA no IPEN em Sao Paulo para quantificagdo de Hg
total e estudo da recuperagao. O objetivo era avaliar se o procedimento de liofilizacao interferia
de alguma maneira na recuperacao do analito, ou seja, se haveriam alteragoes significativas na
quantidade de analito presente devido a submissao das amostras a este processo.

O material de referéncia certificado foi empregado para garantir a rastreabilidade dos resul-
tados. O mesmo material de referéncia foi adicionado ao branco matriz, apds a sua reconstituicao
nas dependéncias do laboratério em Sao Paulo, e ao branco reagente, ambos, para verificacao
em paralelo. O branco reagente contém todos os reagentes utilizados durante o procedimento
analitico e diferencia-se do branco matriz pela auséncia da amostra (urina).

A média dos resultados obtidos para o branco matriz, isto é, a urina controle nao adicionada
foi de (0,261 4 0,026)ug. L~ (n = 6). Este resultado sera referido como branco da urina controle
(BcoU,) e serd subtraido da média dos resultados obtidos para as amostras contendo adigao
do analito (urina controle adicionada) para obtengao da concentracdo de analito efetivamente
recuperada. Os resultados obtidos para uma série de 8 replicatas (n) de urina adicionada com

material de referéncia certificado podem ser observados na Tabela 6.11 a seguir ©.

Tabela 6.11.: Recuperacao do analito em urina liofilizada

Concentragao | Média dos | Desvio | Resultado Final

Adicionada Resultados | Padrao | (Média - BcoU,) Recu(l;e)r agao
— _ _ _ 0
(pgL™h) (pel™") | (pgL™h) (pg L")
[ 1255 | 1501 | 0038 | 1,240 [ 988 |

Pode-se concluir, com isso, que o processo de liofilizacao nao prejudica a recuperagao do Hg
total contido na urina, isto é, nao leva a perdas significativas do analito. Além disso, o proprio
material de referéncia certificado, empregado na validagdo da metodologia (NIST-SRM 2670a),
era urina liofilizada, uma evidéncia de que as amostras de urina nas quais se pretende quantificar

mercurio podem ser submetidas ao processo de liofilizagao.

SVer Apéndice C.4.
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6.9. Analise das amostras de Tocantins

Realizada a validagao da metodologia analitica, foi possivel aplicd-la em uma analise inicial
para determinagao de mercurio total em 39 amostras de urina enviadas da Fundacao de Medicina
Tropical de Tocantins. Estas amostras fazem parte de um estudo referente aos riscos da exposicao
ambiental e ocupacional ao mercurio no atendimento odontoldgico de consultorios da rede publica
de saude da cidade de Araguaina (TO).

As amostras liofilizadas de urina foram enviadas de Tocantins para Sao Paulo 7, de modo
que o tempo entre a coleta e a andlise laboratorial foi de uma semana. Os resultados da andlise
das amostras em duplicata encontram-se na Tabela 6.12.

A média dos resultados foi de 6ug.L~!. Seis amostras (15%) apresentaram niveis de mer-
clirio urinério superiores ao limite de normalidade equivalente a 10ug.L~! [84]. A amostra 021
ficou na concentracio limiar e o restante ficou abaixo de 10ug.L™!, o que revela uma exposicio
ao mercurio, ainda que dentro do limite de normalidade.

As amostras liofilizadas foram enviadas em frascos de polietileno com tampa rosqueavel,
devidamente rotulados e embalados. A urina liofilizada mostrou-se uma op¢do muito mais ade-
quada de envio, uma vez que nao precisa estar acondionada em gelo e nao existe o risco de
vazamento e concomitante contaminacao das amostras.

Foram feitas algumas tentativas prévias de enviar as amostras de urina in natura (liquida).
Entretanto, uma vez que as mesmas levam cerca de 7 dias para chegar ao destino, o gelo no qual
sao acondicionadas, obviamente, derrete em algumas horas, nao sendo suficiente para preservar
a temperatura requerida para o transporte. Outro problema observado foi a contaminacao das
amostras que vazaram de seus respectivos recipientes. Os resultados obtidos para estas amostras,
portanto, ndo sdo inteiramente confidveis e, por isso, foram desconsiderados.

A liofilizacao elimina a necessidade de refrigeracao e os riscos de vazamento. E essencial,
porém, que os frascos sejam eficientemente lacrados para impedir o contato da amostra seca (em
pd) com o ar umido. Qualquer resquicio de dgua é suficiente para proporcionar a proliferagao de
microorganismos e a subseqiiente decomposicao da amostra.

Os resultados apresentados na Tabela 6.12 serdao posteriormente interpretados pela equipe
de Tocantins, que deverd sugerir acoes e realizar um acompanhamento do grupo de estudo atra-
vés de coletas e andlises futuras. Este acompanhamento se faz necessario para uma avaliacao
mais conclusiva da exposi¢ao dos trabalhadores estudados ao vapor de mercurio em consultérios

odontolégicos.

"Ver Apéndice A: Aprovacio do projeto parceiro (da Fundacao de Medicina Tropical) junto ao comité de ética em
pesquisas para seres humanos.
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6. Resultados e discussao

Tabela 6.12.: Concentracao de Hg Total em amostras de urina de 39 individuos

Numero da | R.G. da | Média dos Resultados | D.P.R. | Limite de Normalidade
Amostra Amostra (ug.L71) (%) (10ug.L71)
001 359/09 23,36 + 0,08 0,34 Acima
002 360,/09 11,15 + 0,03 0,27 Acima,
003 362/09 3,42 4+ 0,02 0,58 Abaixo
004 363/09 7,68 + 0,03 0,39 Abaixo
005 364/09 5,62 £+ 0,01 0,18 Abaixo
006 365/09 4,15 £+ 0,01 0,24 Abaixo
007 366/09 5,83 £+ 0,01 0,17 Abaixo
008 367/09 5,84 £+ 0,01 0,17 Abaixo
009 369/09 6,16 + 0,01 0,16 Abaixo
010 372/09 3,98 + 0,01 0,25 Abaixo
011 373/09 11,21 + 0,01 0,09 Acima
012 374/09 10,70 £ 0,02 0,19 Acima
013 375/09 5,76 £+ 0,01 0,17 Abaixo
014 376/09 4,83 £+ 0,01 0,21 Abaixo
015 377/09 4,61 £+ 0,01 0,22 Abaixo
016 378/09 9,23 £+ 0,03 0,32 Abaixo
017 379/09 6,14 + 0,01 0,16 Abaixo
018 381/09 7,39 + 0,01 0,13 Abaixo
019 382/09 5,00 £+ 0,03 0,60 Abaixo
020 384/09 12,24 + 0,03 0,24 Acima

021 386,/09 10,01 £+ 0,03 0,30 No Limiar
022 387/09 8,39 £+ 0,01 0,12 Abaixo
023 678/09 11,36 £+ 0,07 0,62 Acima
024 679/09 1,97 4+ 0,02 1,01 Abaixo
025 680/09 3,84 £+ 0,01 0,26 Abaixo
026 681,/09 7,11 + 0,25 3,52 Abaixo
027 682/09 2,70 + 0,03 1,11 Abaixo
028 683/09 2,09 4+ 0,23 11,00 Abaixo
029 684,/09 1,77 £ 0,08 4,52 Abaixo
030 685/09 2,59 4+ 0,04 1,54 Abaixo
031 686,/09 4,17 £ 0,09 2,16 Abaixo
032 687/09 2,77 £ 0,01 0,36 Abaixo
033 688/09 3,04 £ 0,08 2,63 Abaixo
034 689/09 4,75 £+ 0,06 1,26 Abaixo
035 690,/09 2,65 + 0,21 7,92 Abaixo
036 691/09 3,22 4+ 0,00 0,00 Abaixo
037 692/09 1,53 £ 0,03 1,96 Abaixo
038 693/09 1,02 £ 0,11 10,78 Abaixo
039 694/09 4,65 £ 0,13 2,79 Abaixo
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7. Calculos das incertezas

O resultado de uma medicdo ou a média de uma série de medigoes de um mensurando
corresponde a uma estimativa do valor real e s6 é representativo se estiver acompanhado do
valor da incerteza associada. Como, na maioria das vezes, o objeto de medicao é um pardmetro
associado a diagnésticos clinicos ou de natureza ambiental, é vital que ele seja expresso com
confiabilidade e rastreabilidade adequadas.

A incerteza da medi¢do é um parametro associado ao resultado de uma medicao, que
caracteriza a dispersao de valores que poderiam ser razoavelmente atribuidas ao mensurando [62].
No caso de estudo, o mensurando € a concentragao do analito.

Podem contribuir para a incerteza de um resultado: a amostragem, os efeitos de matriz e
interferéncias, as condi¢Oes ambietais, as incertezas das massas e equipamentos volumétricos, os
valores de referéncia, as aproximagoes ou suposigoes incorporadas ao método e ao procedimento
de medicao e a variacao aleatéria [45].

Para avaliagao da incerteza global, é necessario considerar, uma a uma, as varias fontes de
incerteza e trata-las separadamente para obter a contribuicao correspondente a cada fonte. Cada
uma das contribuicoes individuais para a incerteza é denominada componente da incerteza [48].
Existem dois tipos de incertezas:

Incertezas do tipo A: baseadas em métodos estatisticos, consideram a distribuicao esta-
tistica de uma série de medigoes. As incertezas do tipo A sado caracterizadas pelo desvio padrao
experimental, permitindo uma avaliacao da dispersao dos resultados de uma série de medidas.

Incertezas do tipo B: métodos de avaliacao da incerteza por outros meios que nao a
andalise estatistica de série de observagoes. Incertezas deste tipo sao determinadas a partir de
informacoes acessorias e externas ao processo de medicao como resultados de medigoes similares
anteriores, experiéncia ou conhecimento do comportamento do instrumento, dados do fabricante,
dados fornecidos por certificados de calibragao, referéncia de manuais de instrugao, handbooks,
etc.

A incerteza de uma medigao pode ser expressa como incerteza padrdo, incerteza combinada
e incerteza expandida. A incerteza padrao (u;) leva em conta o desvio padrao (s) de uma série
de medidas. A incerteza combinada (u.) agrega todas as fontes de incertezas de um método
analitico e, normalmente, é calculada para o intervalo de + 1 desvio padrao, o que corresponde
a um nivel de confianca de 68% [48,106].
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7. Calculos das incertezas

Para um resultado y de uma medicao, a incerteza total ou incerteza combinada, denotada
por u.(y), é um desvio padrao estimado equivalente a raiz quadrada positiva da variancia total,
obtida pela combinacao de todos os componentes da incerteza, independentemente de como foram
avaliados, usando a lei de propagacao da incerteza. Para modelos que incluem apenas uma soma
ou diferenga de grandezas, isto é y = (p + q + r + ...), a incerteza padrao combinada u.(y) é

dada por:

ue(y(p,g.-)) = \Ju(p)? + u(g)? + .. (7.1)

O valor do mensurando deve estar acompanhado por um intervalo correspondente a incer-
teza expandida (U). A incerteza U é obtida pela multiplicagdo da incerteza padrdao combinada
(u;(y)) por um fator de abrangéncia k. O fator k depende do nivel de confianca desejado. Para
um nivel de confianca aproximado de 95%, k = 2. Neste caso, U é expressa como £ 2u; e
acompanha o resultado.

A estimativa da incerteza associada a um método analitico comeca com a especificacao do
mensurando. No estudo em questao, o mensurando é a concentracao do analito. Em seguida,
deve-se indentificar as fontes de incertezas e, por fim, quantificid-las. Identificar todas as fontes
de incertezas do método é fundamental para a avaliacao da incerteza global. O fluxograma da
Figura 7.1 mostra as etapas do procedimento que contribuem para a incerteza do resultado na
determinacao de mercurio.

Foram consideradas apenas as etapas relacionadas ao célculo da concentragao do analito
e, conseqiientemente, as suas respectivas incertezas associadas. Estas etapas correspondem a
pesagem da amostra, digestao, diluicao e curva analitica preparada com padroes de calibragao.

O material de referéncia certificado empregado no processo de validagao do método ana-
litico em questao estabelece a rastreabilidade e a confiabilidade das medigoes. Além disso, a
matriz do material de referéncia é similar a das amostras de estudo (urina).

A concentragao do analito no material de referéncia utilizado foi calculada da seguinte

maneira:

Em que: Cy é a concentracao do analito do material de referéncia certificado, Vo é o volume
inicial ou aliquota analisada do material de referéncia, Cy é a concentracao obtida de analito e

Vi € o volume final da amostra.
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7. Calculos das incertezas

Como a concentracao do analito foi controlada por meio da leitura da massa da aliquota da
amostra, V serd considerado como m, (massa da amostra). Rearranjando a equacao anterior,
temos:

C f * Vf

Mg

Co (7.3)

Em termos da recuperacao do analito, a concentracao final ou C; pode ser expressa como:

C * 100%
Cp=—"7"=2 (7.4)

Rec(%)
Onde, C é a concentracao de analito efetivamente obtida para a aliquota do material de referéncia
(em pg.L~1) e Rec(%) é a porcentagem da recuperacio obtida para o analito. Substituindo-se a

Equacao 7.4 na Equacao 7.3, temos:

OV 100%

Co = Rec(%) * myg (7.5)

PESAGEM DO TUBO

PESAGEM DA
AMOSTRA

DIGESTAO

DILUICAO PADROES DE
CALIBRAGAO

DETERMINAGAO DE
Hg POR CV-AAS

RESULTADO

CURVA ANALITICA

Figura 7.1.: Fluxograma das etapas do procedimento que contribuem para a incerteza na deter-
minacao de Hg em urina.
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7. Calculos das incertezas

O Diagrama de Causa e Efeito, também conhecido como Diagrama de Espinha de Peize
ou Diagrama de Ishikawa é bastante tutil quando se deseja listar todas as possiveis fontes de
incerteza do procedimento analitico. Este diagrama permite uma simplificacdo e uma visao clara
das principais fontes de incerteza, pois agrupa as incertezas de uma série de repeticoes e remove
termos duplicados. Desta forma, todas as fontes de incerteza sao levadas em consideragao. Os
principios da construcao do Diagrama de Causa e Efeito sao descritos na norma NBR ISO
9004 [94].

As principais fontes de incerteza do procedimento analitico para determinagao de Hg total

em amostras de urina estao representadas no Diagrama de Causa e Efeito da Figura 7.2.

C R
Curva ana\
—_—

Vs

Temperatura
———————

Calibracao

Repetitividade
———

Chg
Calibracao
M tara o / ¢
> Precisao
Sensibilidade Sensibilidade
—_— -
Linearidade Linearidade
Precisdo » M total
Calibracao /ma

Figura 7.2.: Diagrama de Causa e Efeito do procedimento analitico para determinacao de Hg
total em urina

Os termos da Equacao 7.5 constituem os ramos principais do diagrama, representando as
mais importantes contribuigoes para a incerteza global. Os ramos secundérios representam os

fatores que contribuem para os ramos principais.



7. Calculos das incertezas

7.1. Calculo das incertezas associadas

7.1.1. Incerteza padrao associada a massa m, (u.(m,))

A massa da amostra foi obtida através da diferenca entre as massas do tubo vazio empre-

gado na pesagem e do tubo com a amostra:
Ma = M(01q) + Mo = (Mg + M0) — Mo (7.6)

onde: m, é a massa da amostra; m(,) € a massa do tubo com a amostra; e mg ¢ a massa do
tubo.

A balanga analitica utilizada para pesar as amostras tem uma resolugao de 0,0001g (Gehaka,
modelo BG400) e as medidas estao sujeitas a variabilidade das pesagens sucessivas (repetitivi-
dade) e a incerteza da calibragao, correspondendo respectivamente as componentes precisio e
calibragdo no Diagrama da Figura 7.2. Duas fontes de incerteza contribuem para a calibragao:
a linearidade e a sensibilidade da balanca. Entretanto, a contribuicao da sensibilidade pode ser
considerada nula, pois as medidas foram realizadas na mesma balanca em um curto intervalo de
tempo.

O certificado de calibracao da balanga (N° = R070873956) fornece a incerteza expandida
da balanga (U) para um nivel de 95% de confianca e peso padrao de 50mg:

U = 0,001g

Como visto anteriormente, a incerteza U é obtida pela multiplicacao da incerteza padrao
combinada (u;) por um fator de abrangéncia k (k = 2,00 para um nivel de 95% de confianga).

Portanto, é possivel obter u; a partir de U, dividindo-se U por k:

U
Uy = m (7~7)
u; = 0,0005g

onde, u; é a incerteza padrao da massa, quando componentes do Tipo B obtidos a partir de
documentacao sao avaliados.

A contribuicdo da componente repetitividade para a incerteza padrao associada & massa
(ug) foi investigada por meio de dez pesagens sucessivas de um peso-padrao de massa 0,500g

(500mg), disponivel no laboratério. A incerteza (uz) é calculada conforme a Equacao 7.8:

U9 = (78)

7

sendo ’s” o desvio padrao da série de medidas e "n” o nimero de repetigdes sucessivas (n = 10).
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7. Calculos das incertezas

O desvio padrao (s) calculado para a série de medidas foi de:
s = 0,0003g

Substituindo-se este valor na Equacao 7.8, obtem-se o valor da incerteza associada a repe-

titividade das pesagens do peso-padrao (us).
12(0,500) = 0,0001g

O certificado de calibracao dos pesos-padrao (N° = MA1470808) fornece a incerteza expan-
dida (U) da medigao do peso-padrao de 0,500g (500mg) para uma probabilidade de abrangéncia

de aproximadamente 95%:
U = 0,000008g

A incerteza expandida (U) é obtida pela multiplicagdo da incerteza padrao combinada
(u;) por um fator de abrangéncia k (k = 2,00). Portanto, é possivel obter ug a partir de U,
dividindo-se U por k:
U

u3z = 0,000004g

onde, ug representa o valor da incerteza associada a linearidade (assim como u;), quando com-
ponentes do Tipo B obtidos a partir de documentacao sao avaliados.

A partir do gréfico de controle para padronizacao da balanga é possivel obter, para um
determinado periodo, o valor do desvio padrao, uma contribuicao adicional da repetitividade
para a incerteza padrao associada & massa [87]. A quarta componente da incerteza (u4) seréd,
portanto, o desvio padrao (s) calculado a partir de uma série de medidas realizadas em um
determinado periodo. No entanto, o laboratério de analises quimicas do CQMA nao mantém um
grafico de controle e, portanto, esta componente nao serd considerada (ugy = 0).

Por fim, todas as componentes da incerteza associada & massa (repetitividade e linearidade)

foram combinadas para fornecer a incerteza padrao combinada da massa da amostra (u.(mg)):

Ue(Ma) = \/2 * [(u1)?] + (u2)? + 2% [(u3)?] + (ua)? (7.10)

O termo relativo & repetitividade foi considerado apenas uma vez, pois o desvio padrao das
medidas de massa (diferenga entre a massa do peso-padrao e a tara) foi determinado diretamente.
Por outro lado, as contribuicoes da linearidade foram consideradas em dobro, uma para a tara e

a outra para a massa da amostra.
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7. Célculos das incertezas
Como mencionado, a quarta componente de incerteza nao sera considerada.
U42 =0

Portanto, a incerteza padrao combinada da massa da amostra (u.(m,)) sera:

ue(ma) = /2 *[(0,0005)2] + (0,0001)2 + 2 * [(0,000004)2] (7.11)

u,(m,) = 0,00051g

7.1.2. Incerteza padrao associada ao volume V; (u.(Vy))

Apébs a etapa da digestdo do procedimento analitico, a solucdo é diluida com solugéao
diluente (HNO3z [10%] e H2SO4 [20%]) a um volume final (V) de 10mL. As principais fontes de
incertezas associadas ao V¢ sao a calibracdo, a repetitividade e a temperatura [45].

A contribuicdo da calibragdo é uma incerteza do Tipo B, sendo fornecida pelo fabricante.
No entanto, os tubos de prolipropileno empregados nao vém com certificado de calibracao. Por
isso, apenas a contribuicao da repetitividade e da temperatura foram consideradas no calculo da
incerteza associada ao volume.

E possivel obter o volume médio (V) de dez tubos a partir da medida da massa média (i),
aplicando-se a formula da densidade:

m

d=
7

(7.12)

Considerando-se a densidade da solugao final igual & densidade da Agua para simplificar os
célculos e, sendo a densidade da dgua a 25°C igual a 0,997044g/cm? ( 1,0g/cm?) [130], o volume

médio sera:
V = 10,043mL
A incerteza padrao associada ao volume (uy(V)) é o desvio padrao (s) das medidas.

s = 0,001mL

Portanto:
u; (V) = 0,00lmL

O resultado pode ser expresso da seguinte forma:

V = (10,043 £ 0,001)mL
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Considerando-se que a temperatura do laboratério pode variar cerca de £+ 4°C, é possivel
estimar a incerteza associada a variagao da temperatura a partir do coeficiente de expansao de
volume da 4gua [45] ([2,1 x 1074]°C), que produz uma variacio de volume de + (10 x 4 x 2,1 x
10~%) = £ 0,0084. Por se tratar de uma incerteza do Tipo B, é possivel adotar uma distribuicio

de probabilidade retangular para a incerteza associada a esta grandeza:

0,0084
ug(V) = = 7.13
ug(V) = 0,005mL
A incerteza padrao combinada do volume final é dada pela Equacao abaixo.
ue(Vy) = (ur (V)? + (us(V))? (7.14)
ue(Vy) = /(0,001)2 + (0, 005)? (7.15)

E, finalmente:

u.(Vy) = 0,0051mL

7.1.3. Incerteza padrdo associada a concentracdo (u.(C))

O método de calibragao empregado na espectrometria de absor¢do atomica requer a me-
dicao de um conjunto de solugoes-padrao de diferentes concentragoes conhecidas do analito de
interesse. Para estimar a incerteza associada & curva analitica deve-se considerar a equacao da
curva (Equagao 7.16) e os valores de absorbancia obtidos para cada concentracao.

A equagao da reta que representa a curva analitica pode ser expressa como:
Ai=axCi+ 0 (7.16)

onde: "A;” é a absorbancia da i-ésima medigao, "C;” é a concentragdo do i-esimo padrdo de
calibragao, "a” é o coeficiente angular da curva e ”3” é o coeficiente linear da curva.

Segundo o guia EURACHEM [45], o ajuste linear dos minimos quadrados, empregado na
construcao da curva analitica, resulta na insignificancia das incertezas associadas aos valores
das abcissas frente as incertezas associadas aos valores das ordenadas. Por isso, o calculo das
incertezas associadas a concentracao do analito (u;(C)) leva em considerac¢ao apenas as incertezas
dos valores de absorbéancia (ordenada) e nao aquelas associadas aos padroes de calibragao e as

diluigbes (abcissa).

76



7. Calculos das incertezas

Os valores das absorbancias dos padroes empregados para a construcao da curva analitica

(Figura 6.1) foram obtidas em triplicata e encontram-se listadas na Tabela 7.1 a seguir.

Tabela 7.1.: Valores de absorbancia obtidos para cada padrao analitico

Concentragao (ug.L~') | 1,05 3,30 5,15 7,20 9,30 | 12,35

0,0042 | 0,0165 | 0,0272 | 0,0377 | 0,0483 | 0,0590
Absorbancia 0,0049 | 0,0169 | 0,0272 | 0,0335 | 0,0508 | 0,0637
0,0046 | 0,0147 | 0,0249 | 0,0355 | 0,0510 | 0,0655

O método dos minimos quadrados foi empregado para ajustar a curva analitica obtida a

partir dos valores da Tabela 7.1 e a equacao que representa esta curva é:
A=0,0051.x (7.17)

A contribuigao da curva analitica para incerteza associada a concentracao (u.(C)) é avaliada
pelo cédlculo de u.(C) apds ajuste dos minimos quadrados de um conjunto de n pares de valores
(Ci, A;). Quatro fontes de incerteza devem ser levadas em consideracao na composicao da
incerteza u.(C) do resultado analitico [45]: (1) variacoes aleatérias das medidas de A, afetando
tanto a medida de calibracao (A;) como a determinacao; (2) efeitos aleatdrios que resultam em
erros nos valores C; atribuidos aos padroes de calibracao; (3) erros desconhecidos e constantes
que podem afetar os valores de C; e A; como, por exemplo, quando os valores de C; sdo obtidos
a partir de diluigoes de uma solucao estoque; e (4) nao linearidade do método.

Das quatro fontes citadas, somente a primeira é considerada na pratica para o calculo da
incerteza do resultado [45]. Para estimar a incerteza associada & concentragao (u.(C)) emprega-
se a equagao do desvio padrao residual (s) que avalia a variagao residual para o i-ésimo padrao

de calibracao:

uc(C) = *\/1+1+W (7.18)

S
a p n Sea
onde:

s = desvio padrao residual;

a = coeficiente angular da reta da regressao;

p = numero de repeticoes para determinar Cy;

n = numero de medicoes para a construcao da curva analitica;
Cy = concentragao do analito obtida para a amostra;

C = medida das concentracdes dos padrdes de calibracao;

S+ = somatoria dos desvios padroes residuais.
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7. Calculos das incertezas

O desvio padrao residual (s) pode ser calculado como segue:

[Aj — (ax Cj + B))
N —— (7.19)

n

onde j é o indice do ntimero da medida para se obter a curva analitica. O desvio padrao residual

obtido por esta equacgao foi:
s = 0,0021

O valor de Sz, é obtido pela Equagao 7.20 a seguir:

\ ;=1

O valor de S, calculado a partir da Equagao 7.20 foi:
S = 15,8997

Considerando-se os valores de C; obtidos exerimentalmente para as solucoes preparadas
com o material de referéncia certificado empregado na determinacao de Hg total em urina da

Tabela 6.6, pode-se finalmente estimar os valores de incerteza associados a concentragao:

u.(C) = 0,3864ug.L~!

7.1.4. Incerteza padrao associada a taxa de recuperagao (u(R))

O resultado do estudo de recuperacao do analito pode ser observado na Tabela 6.8 e pode

Ser expresso como:
Rec(%) = 96,6% =+ 4,4%
A taxa de recuperacao pode ser estimada de acordo com a seguinte equagao:

~ %Rec
100

(7.21)

Obtém-se, assim, a taxa de recuperacao do analito:
R = 0,966

Como ¢é possivel observar, a taxa de recuperacao obtido para o analito é muito préxima a
1, que correponde ao total de analito presente na amostra. A incerteza padrao associada a esta

grandeza pode ser calculada como segue:

%RSD
ulR) = =5

(7.22)
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7. Calculos das incertezas
Finalmente, o valor de u(R) estimado foi:

u(R) = 0,044

7.2. Calculo da incerteza combinada

Os valores obtidos para as varidveis m,, V¢, C e R, bem como as respectivas incertezas

encontram-se agrupadas na Tabela 7.2.

Tabela 7.2.: Valores das varidveis mq, V¢, C e R e de suas respectivas incertezas.

Varidvel Descricio Valor Incerteza Padrao Incer.teza Padrao
Absoluta (u) Relativa (u/valor)
mg Massa da Amostra 1,0g 0,00051g 0,00051
Vy Volume Final 10mL 0,0051mL 0,0005
C Concentracao 9,1886ug.L~! 0,3864ug.L~! 0,0420
R Taxa de Recuperacao 0,966 0,044 0,045

Substituindo-se as variaveis da Equacao 7.5 pelos respectivos valores da Tabela 7.2, obtém-
se Cpy do material de referéncia certificado Toxic Elements in Urine (NIST SRM2670a):

19,1886 % 10 * 100%

Cr, = =95,1209.g7 1 = 0,09512mg.kg~! 7.23
Hg 96 6% = 1.0 12pg.9 mg.kg (7.23)

A incerteza padrao combinada pode entao ser calculada levando-se em consideracao as incertezas

de cada componente:

m = \/(0, 00051)2 + (0,00051)2 + (0,0420)2 + (0, 045)2 (7.25)

Finalmente, substitui-se nesta equacgao os valores da incerteza padrao associada a cada

componente apresentados na Tabela 7.2 e o valor de Cp, calculado, obtendo-se:

u.(Cprg) = 0,00585mg.kg
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7. Calculos das incertezas

Analisando-se os valores de incerteza padrao da Tabela 7.2, fica claro que a maior contri-
buigao para a incerteza global é proveniente da recuperagao do analito (R), seguida da curva
analitica, a componente da incerteza padrao associada a concentracao, ambas relacionadas com

a resposta obtida pelo equipamento.

{ulvalor)

Figura 7.3.: Contribuicao de cada componente para a incerteza global

7.3. Calculo da incerteza expandida

A incerteza combinada expressa a incerteza do resultado de uma medicao. Entretanto, em
alguns casos, é necessario estimar a incerteza em um intervalo definido. Assim, espera-se abranger
uma grande parcela da distribuicao de valores que deveriam ser atribuidos ao mensurando em
uma distribuicao normal.

A incerteza expandida (U) é obtida a partir da multiplicacdo da incerteza combinada

(uc(CHg)) por um fator de abrangéncia k, sendo k = 2 para um nivel de confianca de 95%.
U = uc(Chy) %2 = 0,01170mg.kg ™" (7.26)

Assim, é possivel expressar o resultado obtido para a concentracao de Hg (Cp,4) acompa-
nhado da incerteza expandida (U) do procedimento analitico para determinagao de Hg em urina,

empregando-se o material de referéncia certificado Toxic Elements in Urine (NIST SRM2670a):

Crg = (0,09512 + 0,01170)mg.kg !

1 -1

Ou seja, Cp4 encontra-se no intervalo entre 0,08mg.kg™" e 0,11mg.kg™". Em partes por
bilhao:

Cuy = (95,12 + 11,70)ug.kg !
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7. Calculos das incertezas

A incerteza expandida corresponde a, aproximadamente, uma precisao de 12% do valor do

mensurando.

DPR(%) = (CUHQ)'”’O% (7.28)

DPR(%) = 12,3%

Como mencionado anteriormente, uma precisao de até 30% ¢ aceitdvel na faixa de concen-
tragdo em que o mensurando estd sendo quantificado [59]. Como a precisao obtida estd dentro

do intervalo esperado, pode-se concluir que a incerteza do método é satisfatéria.
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8. Conclusoes

A validacao analitica comprovou a adequacao da metodologia adotada para quantificar Hg
total em amostras de urina por espectrometria de absorcdo atomica com vapor frio. Todos os
testes foram efetuados de modo a abranger a faixa de concentracao na qual se pretende aplicar
o método. A menor concentragao de Hg que pode ser determinada com uma precisao aceitdvel
corresponde a 0,30ug.L~! (LQ). Além disso, o limite de detecio do método (LD = 0,07ug.L~1)
assegura a determinacao de Hg em quantidades traco. Entretanto, a relevancia dos ensaios de
validagao recai sobre os parametros que confirmam a boa performance do método na faixa de
aplicagao. O desempenho satisfatorio do método nesta faixa é essencial para que se possa extrair
um significado bioquimico dos resultados, levando em conta os limites pré-estabelicidos. Os
resultados devem possibilitar ao analista dizer se o teor de Hg urindrio (HgU) determinado estd
ou nao dentro da faixa de normalidade (até 10ug.L~"! [84]). Neste quesito, os testes para verificar
a exatidao e a precisao do método foram fundamentais para demonstrar que os erros associados
aos resultados nao sdo estatisticamente significantes e que os mesmos sdo confidveis. Além
disso, o método permite uma recuperagao quase que total do analito investigado. A incerteza
associada a concentracao de Hg do material de referéncia certificado da NIST (SRM 2670a) foi
calculada, mostrando a dispersao de valores que podem ser atribuidos ao resultado obtido com o
procedimento analitico adotado (Lopez-Colon e Lozano [75]). Tem-se, com isso, uma estimativa
comprovadamente representativa e rastredvel do valor real, pois o resultado vem acompanhado
do valor da incerteza associada, que equivale a (95,12 + 11,70)ug.kg ™! (Cug £ U).

A metodologia adotada representa, portanto, uma importante ferramenta para avaliar a
exposicao ao Hg e os resultados obtidos constituem uma evidéncia de que esta exposi¢ao possa
ter, de fato, alguma influéncia sobre os niveis de Hg no organismo. Ainda que direcionada a
questao do amaélgama dental, esta metodologia pode também ser aplicada para investigar outros
casos nos quais exista uma exposicao ao Hg, salvo exposicoes aos compostos organicos de Hg,
para as quais a urina nao é o IBE mais adequado. Espera-se, com isso, que o laboratério possa,
futuramente, ampliar a sua area de atuacao. Uma andlise inicial permitiu constatar o teor de Hg
urindrio (HgU) de 39 individuos pertencentes ao estudo da Fundagao Tropical de Tocantins, 6
dos quais apresentaram niveis de HgU superiores ao limite de normalidade. Os resultados obtidos
encontram-se em uma faixa de concentracio de 1 a 23ug.L~! com até 11% de precisio. Testes
adicionais deverao ser realizados para constatar se existe alguma alteracao em funcao do tempo

e da carga de exposicao dos individuos aos quais correspondem as amostras analisadas.

82



A. Aprovacio do Comité de Etica

O documento abaixo refere-se & aprovacao do projeto parceiro: “Awvaliacao dos niveis de
exposicao ambiental e ocupacional ao mercurio no atendimento odontologico nos consultorios

publicos de Araguaina-Tocantins” junto ao comité de ética em pesquisas para seres humanos.

T

Mw%mm COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP

FUiACAD DE MEDICINA TROFICAL D TOCANTING

PARECER CONSUBSTANCIADO
PROJETO DE PESQUISA X
TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

PROCESSO Ne

103

O parecer consubstanciado do relator sera utilizado como subsidio para o Comité de Etica em Pesquisa da
Fundagdo de Medicina Tropical do Tocantins elaborar seu parecer final.

1 - Identificagio da Proposta de Projeto de Pesquisa/Trabalho de Concluséo de Curso
Tiulo: Avaliagdo dos niveis de exposigdo ambiental e ocupacional ao mercirio no atendimento

odontologico nos consultérios pulblicos de Araguaina-Tocantins,

Coordenadar do Projelo ou Professor
Fernanda Villibor Xavier
Alung {a} Participanta (TCC):

Cursa/ Faculdade:
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) da Universidade de Sdo Paulo

2 - Analise do Projeto de PesquisalTrabalho de Conclusiio de Curso

A pesquisa proposta visa avaliar risco ocupacional & ambiental de exposigéo ao merctirio, ao qual
estdo expostos profissionais da equipe auxiliar de odontologia da rede publica de satde de
Araguaina, bem como avaliar procedimentos de biosseguranca adotados no manuseio do
mercLrio.

O estudo € pertinente e possui valor cientifico, visto que se propde a ser realizado em uma regiao
onde exisle escassez de informagbes cientificas na area, podendo gerar informagdes que podem
contribuir para a melhoria das condigbes de trabalho da equipe de odontologia e redugdo dos
riscos de exposigdo ao merelrio.

2.1 - Objetives e Adequacio metodoldgica (Verficar a exeqiilbilidade da proposta, isto &, se existe clareza do objeto, compatibiidade entre
os objetlves, a fundamentacio tedrica e & metodologia ou plano de agdo, evidenciando consistEncia entre abjetives, procadimentos, agbes de

execucHo da pesquisa o capacidads do proponente, demonsirada por outros trabalhos simikares.)

- Os objetivos sdo claros, concisos e estéo respaldados pela fundamentagso tedrica.
- A metodologia € exeqlivel e atende aos objetivos propostos.
- O cronograma de execugdo esta adequado
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A. Aprovagao do Comité de Etica

2.2 — Avaliagao do Questiondrio a ser aplicado e do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido:
Os questiondrios apresentados estdo adequados e atendem aos objefivos do projeto.
Os termos de consentimente livre estdo de acordo com as exigéncias da resolugdo 196/96 do

CNS.

2.3 — Revisdo Bibliografica

Satisfatoria

oyt
3 — Qualificagio do Pesquisador/Orientador (Indiear os atributos do Pesqulsador/Orientador, salientando a tiulagao & exg _ng
com a flungdo de orentagio; qualidade & reqularidade da produco cientificallecnoldgicalartistica, compativel com o projeto d% 1 rabalho A)&
e,
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Adequada. f Ié!
Farecer consubstancigdo

4 — Parecer conclusive, recomendagées elou sugesides:
As recomendacdes de corregéo foram atendidas.

5 — Pendéncias: (Enumerar sucintamente as pendéncias a serem sanadas pelo Coordenador do Projeto de Pesquisa/Trabalho de
Conclusio de Curso
’ Néo se aplica.

& — Paracar Consubstanciado
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A
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B. Certificados dos Materiais de Referéncia

Os certificados dos materiais de referéncia encontram-se disponiveis no site do National
Institute of Standards and Technology (NIST) [91,92].

.

Y e National Institute of Standards & @echnology
N -
Certificate of Analysis

Standard Reference Material® 1641d

Ftargs o

Mercury in Water
(Acidified to 2% Nitric Acid)

This Standard Reference Matenal (SEM) 15 mtended for the calibraion of instruments and techniques vsed for the
determination of mercury in natural waters. It is designed for the preparation of calibration solutions and for use as a
“spike” sample in a "method-of-additions” analytical procedure. A unit of SEM 1641d consists of 10 ampoules, each
ampoule containing approximately 10 mL of solution comprised of a trace amount of mercury in 2 % (v/v) nitric acid,
inifially stabilized with | mgkg gold.

The mercury content in this SEM was certified wusing cold vapor isotope dilution inductively-coupled plasma mass
spectrometry [1]. The certified mercury content and its estimated uncertainty are:

Table |. Certified Value of Mercury (mass fraction)
1.557 mgkg + 0.020 mg'kg

The uncertainty i the certified value is given as an expanded uncertainty {7 = k., where u, is the combined standard
uncertainty calculated according to the 1830 and NIST Guides [2] and & is a coverage factor used to obtain an
approximate confidence level of 95 %. The value of u, is intended to represent, at the level of one standard deviation.
the combmned effect of uncertainty components associated with random measurement error and additional Type B
measurement error. The coverage factor, k= 2.

Expiration of Certification: The certification of SEM 1641d i valid, within the measurement uncertainty
specified, until 01 October 2014, provided the SEM is handled in accordance with instructions given in this
certificate (see “Instructions for Use™). The certification is nullified if the SRM is damaged, contaminated, or
otherwise modified.

Maintenance of SRM Certification: NIST will monitor this SRM over the period of its cerufication. If
substantive technical changes occur that affect the certification before the expiration of this certificate, NIST will

notify the purchaser. Registration (see attached sheet) will facilitate notification.

The coordination of the technical measurements leading to certification was under the direction of 1.1 Fassett of
the NIST Analytical Chemistry Division.

85



B. Certificados dos Materiais de Referéncia

This SRM was prepared by B.R. Norman and certification analyses were performed by S.E. Long and
W.C. Davis of the NIST Analytical Chemistry Division.

The statistical evaluation of certification data was provided by H-K. Liu of the NIST Statistical Engineening Division.

Support aspects involved in the issuance of this SRM were coordinated through the NIST Measurement Services
Division.

Stephen A. Wise, Chief
Amnalytical Chemistry Division

Gaithersburg, MD 20899 Robert L. Watters, Ir., Chief
Certificate [ssue Date: 19 August 2008 Measurement Services Division
See Certificate Revision History on Last Poge

NOTICE AND WARNINGS TO USER

At or below the mgke level, mercury solutions are not stabilized adequately with mineral acid alone. The addition of
trace quantities of zold (~1 mgkg) to the nitric acid solution of mercury provides greater stability. The gold may plate
out on the ampoule wall during the period for which the certification is valid. Experience with the four previous issues
of this SRM indicates that this has no effect on the mercury concentration.

CAUTION: Traces of mercury vapor are present in most laboratory environments. Therefore, contamination of
reagents, equipment, and common laboratory matenals may cause a severe blank or background problem. Apparatus
for anmalyses at and below the mag/ke level must be scrupulously cleaned immediately before use. and only the purest
reagents with respect to mercury should be used.

INSTRUCTIONS FOR USE

Ampoules are to be opened immediately before use by breaking the glass at the score line in the narrowest segment of
the neck of the ampoule. Ampoules should not be resealed, nor stored in some other manner for subsequent use. Once
ampoules are opened, dilutions should be prepared and vsed without delay since stability of the dilutions cannot be
guaranteed. Blank determinations should be made of the diluent reagents. In the certification process at NIST, the
samples were diluted by a factor of 1:400 in two steps using a 3 % (v/v) nitric acid solution containing 0.05 % (w/v)
potassium dichromate as the diluent, m order to stabilize the mercury and to fall within the linear range of the

mstrumentation.
PREPARATION AND ANALYSIS

Preparation of the SRM Selution: The polyethylene drum used to prepare SRM 164 1d was first filled with a 10 %
nitric acid solution containing approximately the same mercury and gold concentration as the SEM solution and
conditioned with this solution for several weeks. The drum was then flushed with distilled water. SRM 1641d was
prepared by filling the drum with approximately 200 L of distilled water, and acidifying to 2 % (v/v) nitric acid with
high purity acid. Then spikes of high purity gold dissolved in aqua regia and high purnty mercury dissolved in
concentrated nitric acid were added sequentially, with thorough mixing. Finally, the bulk solution was ampouled. The
density of the solution at 22 °C was 1007 g/mL.

Preparation of Standard Solutions by Mass: Diluted working standard solutions can be prepared by transferming an
dliguot of the SRM to an empty, dry, preweighed polyethylene bottle, and then reweighing the bottle. An appropriate
dilute acid must be added by mass to bring the solution to the approximate desired dilution. The dilution need not be
exact since the mass of the empty bottle, mass of the bottle plus SRM aliquot. and the final diluted mass of the solution
will permit calculation of the exact concentration of the working solution. Dilutions prepared gravimetrically as
described will need no correction for temperature and no further correction for true concentration in vacuum and will be
n mgkg units. Volumetric dilutions are NOT recommended due to uncertainties m volume calibrations and variations
in density.

Preparation of Standard Solutions by Volume: Dilutions may be made by the addition of accurately measured
aliquots, withdrawn from the just opened ampoule, to known volumes of an appropriate dilute acid using conventional
techniques. The volumetric apparatus used should be scrupulously cleaned. The reliability of the dilution process will
depend on the care exercised and on the reliability of the calibration of the volumetric apparatus used.
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B. Certificados dos Materiais de Referéncia

REFERENCES

[1]  Christopher, 5.1.; Long, S.E.; Rearick, M.5.: Fassett, 1.D.; Development of High Accuracy Vapor Generation
Inductvely Coupled Plasma Mass Specirometry and fis Application to the Certification of Mercury in
Standard Refevence Materials; Anal. Chem., Vol 73 pp. 2190-2199 (2001 ).

[2 180); Guide to the Expression of Uncertainn in Measurement; 1SBN 92-67-10188-9, 1st ed.; Internatonal
Organization for Standardization: Geneva, Switzerland (1993); see also Taylor, B.N: Kuyat, CE:
Guidelines for Evaluating and Expressing the Uncermminty of NIST Measurement Results; NIST Technical
Note 1297; U.S. Government Printing Office:  Washington, DC  (1994); available at
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National Institute of Standards & Technology

(ertificate of Analysis

Standard Reference Material® 2670a

o

Toxic Elements in Urine (Freeze-Dried)

This Standard Reference Material (SRM) is primarily intended for wse in evaluating the accuracy of clinical
methods and for the calibration of apparams used to determine the concentration of toxic metals and other elements
in human urine or similar matrices. 1t can also be used to validate working or secondary reference materials. A unit
of SEM 2670a consists of four bottles of freeze-dried urine, two bottles each at the low and high levels. Before use.
the urine in each bottle is to be reconstituted with 20.00 mL of high punty deionized water (see fnstructions for
Use). The low level urine was prepared from human urine that was lyophilized after pooling and centrifugation.
The high level urine was prepared by spiking an aliquot of the pooled and homogenized low-level urine with
selected metals, followed by Iyophilization. Due o the centrifugation (which improved sample homogeneity).
neither level represents a fresh urine pool from a normal human population.

The certified. reference, and information concentration values apply only to propery reconstimted urine at room
temperature (20 °C to 25 °C, see Insiructions for Use).

Expiration of Certification: The certification of this SEM is valid within the measurement uncertainties specified
until 31 December 2012, provided the SRM is handled and stored in accordance with the instructions given in this
certificate (see Mstructions for Use). However, the certification will be nullified if the SRM is contaminated or
modified.

Maintenance of SRM Certification: NIST will monitor this SRM over the period of 15 certification. If
substantive technical changes occur that affect the certification before expiration of this certificate, NIST will notify
the purchaser. Retum of the attached registration card will facilitate notification.

Analytical measurements on this SEM were performed by C.M. Beck I, T.A. Butder. W.R. Kelly. S.E. Long.
EA. Mackey, ]1.L. Mann, M 8. Rearick, R.D. Vocke, Jr, LJ. Wood and LL. ¥Yu and by ). Ertas. a Research
Associate at NIST in the NIST Analytical Chemistry Division. R.L. Jones and G. Shakirova at the Centers for
Disease Control and Prevention (CDC), Atlanta, GA and D.E. Nixon at the Mayo Clinic, Rochester. MN performed
additional analytical measurements.
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B. Certificados dos Materiais de Referéncia

The CDC provided partial financial support for the development of this SEM under the direction of project officers
EW. Gunter, D.C. Paschal, and R.L. Jones of the National Center for Environmental Health, Division of
Laboratory Sciences, Atlanta, GA.

The lyophilization and botthng operations were carried out by Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA.
C. Hagwood of the NIST Statistical Engineering Division provided consultation on the evaluation of the data.

The overall direction and coordination of the analyses were under the chairmanship of R.D. Vocke, Jr. and
G.C. Turk of the NIST Analytical Chemistry Division.

The support aspects involved in the issuance of this SRM were coordinated through the NIST Standard Reference
Materials Program by B.S. MacDonald of the NIST Measurement Services Division.

Willie E. May. Chief
Analytical Chemistry Division

Gaithersburg, MD 20899 John Rumble, Ir., Chief
Certificate Issue Date: 11 August 2003 Measurement Services Division

NOTICE AND WARNINGS TO USERS: S5RM 2670a IS INTENDED FOR IN-VITRO DIAGNOSTIC USE
ONLY. THIS IS A HUMAN SOURCE MATERIAL AND SHOULD BE TREATED AS A BIOHAZARDOUS
SUBSTANCE CAPABLE OF TRANSMITTING INFECTIOUS DISEASE. THE RECONSTITUTED URINE
SHOULD BE HANDLED WITH PRECAUTIONS SUITABLE FOR FRESH URINE.

INSTRUCTIONS FOR USE: In order for the Certified concentrations to be valid, this 8RM must be reconstituted
as follows. Remove the bottle from the refrigerator, and allow it to equilibrate at room temperature before
reconstitution. Carefully remove the metal seal. Take extra care in removing the rubber stopper, as some of the
Iyophilized urine may adhere to it. Using a Type 1, Class A calibrated volumetric transfer pipette or other dispenser
of known accuracy, add 20,00 mL of CAP/NCCLS Type | water [1] or equivalent to each bottle. After replacing
the stopper, the bottle should be allowed to stand at room temperature with occasional swirling for 30 minutes to
ensure complete dissolution. DO NOT SHAKE. Vigorous shaking causes foaming, which may lead to an
mhomogeneous distnbution of the analytes within the bottle. Allow 2 h for reconstitution.  After reconstimtion. the
contents should be used immediately or stored between 2 °C and 8 °C untl ready for use, preferably within 12 h.
Density measurements made on the reconstituted material with a micro-pycnometer gave values of 1.0024 + 0.0003
g/mL for both levels of SRM 2670a.

Stability and Storage: The urine comprising SRM 2670a is lyophilized (freeze-dred) material and should be
stored in a refrigerator at a temperature between 2 °C and 8 °C until ready for use. It should not be frozen or
exposed to sunlight or ultraviolet radiation. After reconstitution, the contents should be used immediately or stored
between 2 °C and 8 °C until ready for use, preferably within 12 h. Some of the elements, most notably Hg, are
volatile and are progressively lost after reconstitution. Freezing of the reconstituted material is not recommended.

Certified Values and Uncertainties: Certified concentration values for 10 elements in the low level and [4
elements i the high level of SRM 2670a are listed in Table 1. A NIST certified value is a value for which NIST
has the highest confidence in its accuracy in that all known or suspected sources of bias have been investigated or
accounted for by NIST. All values are reported on a mass/volume basis [2] (see fnstructions for Use) and are based
on measurements using the entire lyophilized sample mass.
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B. Certificados dos Materiais de Referéncia

Table |. Cerified Concentration Values

Low Level High Level

Element Quantity  Units  Uncertainty k Quantity Units  Uncertainty k

Antimony 0971 pg/l + 0033 245 0.824 pgl = 0.070 2.57
Cadmium 0.0591 pg/l + 0.0034 236 4 862 pel  + 0084 236
Cesium 1075 pel +0.031 2.57 L.085 pgl £ 0.052 2.31
Cobalt 0.166 pg/l + 0.040 2.09 51.2 ppl = 3.2 223
lodine” BR.2 ug/L + 1.1 2.00 8H.2 pgl £+ 1.1 2.00
Lead 0.49 pg/L +0.16 2.57 2332 pgl  + 9.4 2.57
Mercury 00663 pe/L + (L0058 257 95.1 pgl = 0.98 2.00
Manganese === e === === 99 pel  +12 2.78
Molybdenum - .- - - 114.1 gl + 48 2.01
Platinum —-- - .- .- 51.5 pgl = 66 2.00
Selenium === e === === 229.5 pel = B3 2.57
Thallium 00162 g/l + 0.0045 iy 5417 pgl  + 0.064 230
Thorum 0.0053 pe/l +0.0014 2.57 nolete  pgl 4+ 000077 245
Uranium 0.1020 pe/l + 00023 2.57 4.997 pgl = 0.071 4.30

" . .
fodine concentrattons, as measured, are fov lodide

The certified values for cadmium, iodine, lead. mercury, thallium. thorium and uranium are the means of results
obtained by NIST using isotope dilution-inductively coupled plasma mass spectrometry (ID-ICPMS). The
expanded uncertainties are calculated as prediction intervals where UV = ku.. The uncertainty component w, is
intended to represent. at the level of one standard deviation, the combined standard uncertainty calculated according
to the 180 Guide [3]. The coverage factor, &, is determined from the Student’s -distribution for the appropriate
degrees of freedom to yield 95 % confidence. The certified values and uncertainties for the remaining elements are
derived from the results of at least one analysis performed at NIST and independent results from one or more
methods provided by the CDC (Adanta, GA) and/or the Mayo Clinic. (Rochester, Minnesota) using the approach
described by Levenson, ef af [4] for combining results from multiple methods. Multiple method results from the
laboratories outside NIST were first combined to give a single value and uncertainty before being combined with
the NIST results. The certified value is an unweighted mean of the results from NIST and these laboratories. The
uncertainty listed with each value is an expanded uncertainty about the mean, IV = ki, with a coverage factor &
determined from the Student’s (-distribution for the appropriate degrees of freedom to yield 95 % confidence. Each
u, is calculated by combining a between-method variance [4] with a pooled, within-method vanance [3]. Analytical
methods are listed in Appendix A.

Reference Values and Uncertainties: Reference concentration values for 7 elements at the low level and 8
elements at the high level are given in Table 2. Reference values are non-certified values that are the best estimate
of the true value; however, the values do not meet the NIST crteria for certification and are provided with
associated uncertainties that may not include all sources of uncertainty.
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B. Certificados dos Materiais de Referéncia

Table 2. Reference Concentration Values

Low Level High Level

Element Quantity Units Uncertainty Quantity  Units  Uncertainty
Calcium 29 mg/L £ .2 a0 mg/L # 4
Magnesum 21.0 mg/L + 0.2 21.2 mg/L + 02
Potassium 410 mg/L + 10 415 mg/L + 10
Sodium 856 mg/L + 15 042 mg/L +20
Arsenic aun == == 220 pe/l + 10
Copper un em e 110 pe/L + 4
Manganese 2.6 pell £ 0.7 e - ===
Selenium 8 pe/l %3 e un aun
Tin e e —a- 9 pe/L + 7
Zinc 130 pg/L +30 410 pg/l +30

The reference concentration values are based either on the results of a single NIST method or on the results of a
single NIST method and one or more outside laboratories methods. Reference values and uncertainties were
derived from multiple results in the same manner as was done for the certified values and uncertainties. Zinc, an
important analyte in urine, was not certified in SRM 2670a due to possible contamination from the stopper used in
the packaging. Analytical methods are listed in Appendix A.

Information Values: Information concentration values are provided i Table 3. An information value is
considered to be a value that will be of nterest and use to the SRM user, but imsufficient information is available to
assess the uncertainty associated with the value.

Table 3. Information Concentration Values

Low Level High Level
Element Quantity Units Quantity Units
Aluminum 4 pe/l 100 pe/l
Arsenic 3 pz/L asa —
Barium 2 pe/l 2 pal
Beryllium es pgl 5 pe/L
Chromium 2 pg/l 20 pel
Copper 5 pe/L . =
Molybdenum 17 pa/l - -
Nickel 2 pz/L 100 pel
Tin =1 gl . =i
Tungsten =1 pe/l =1 pel
Vanadium =1 pe/L 30 pge/L
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Appendix A. Methods Used in Analyte Determinations

Method

Cold Vapor lsotope Dilution Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry at NIST

Isotope Dilution Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry at
NIST

Standard Additions Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry at NIST

Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry at NIST (High
Level only)

Instrumental Neutron Activation Analysis at NIST

Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectrometry at
NIST

Flame Emission Spectrometry at NIST

Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry at the CDC,
Atlanta, GA

Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry at the Mayo Clinic,

Rochester, MN
Electrothermal Vaporization Atomic Absorption Spectrometry at
the Mayo Clinic, Rochester. MN
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Analytes Determined
Hg
Cd, . Pb, Th, TL, U
Mn, ALV
Asg, Co, Cu, Mn, Mo, Pt, Se. 5n

Co, Cs, 8h, Se, Zn
Ca, K, Mg

Ma
Be, Ba, Cd, Co, Cs, Mo, Ph, Pt, Sh, T1, U, W

Al As, Cd. Co. Cr, Cu, Hg. 1, Mn, Mo, Ni.
Ph, Pt, 8h, Se, 8n, TL V, Zn
Al Cr, Mn



C. Resultados

C.1. Limite de Detecao e Limite de Quantificacao

Tabela C.1.: Limite de Deteccao e Limite de Quantificagcao

. Concentragoes
Replicatas (pe.L )
n 0,1 0,2 0,3 0,4 0,6 0,8 1,0
1 0,030 0,146 | 0,260 | 0,458 | 0,608 | 0,766 | 0,983
2 0,068 0,113 | 0,296 | 0,412 | 0,612 | 0,789 | 0,982
3 0,047 0,116 | 0,297 | 0,408 | 0,645 | 0,799 | 0,941
4 0,008 0,212 | 0,325 | 0,436 | 0,589 | 0,803 | 0,896
5 0,100 0,149 | 0,315 | 0,417 | 0,620 | 0,793 | 0,926
6 -0,012 | 0,167 | 0,309 | 0,394 | 0,601 | 0,754 | 0,958
7 -0,007 | 0,170 | 0,287 | 0,394 | 0,595 | 0,780 | 0,945
Média 0,033 0,153 | 0,298 | 0,417 | 0,610 | 0,783 | 0,947
Desvio Padrao | 0,041 0,034 | 0,021 | 0,023 | 0,019 | 0,018 | 0,031
DPR(%) 123,145 | 22,282 | 7,118 | 5,516 | 3,115 | 2,299 | 3,273
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C. Resultados

C.2. Teste de Seletividade

Tabela C.2.: Teste de Seletividade com Material de Referéncia da NIST - CRM1641d

s/ Matriz | ¢/ Matriz | s/ Matriz | ¢/ Matriz | s/ Matriz | ¢/ Matriz
Conc. Adicionada
(ug. L) 1,50 1,59 4,95 5,06 8,90 8,84
Replicatas Conc. Lida (ug.L71)
1 1,428 1,625 L7 5.373 8,447 8,246
2 1411 1453 1,839 1,846 9,299 8,634
3 1,460 1572 5,482 5,140 9,154 8,560
1 1553 1,260 1,833 1,746 8,378 9,330
5 1,665 1,706 1,796 1963 8,553 8,384
6 1127 1,730 1823 5,013 8,227 8,850
7 1,390 1,429 1489 1822 9,172 9,439
Meédia 1,433 1,541 4,876 4,986 8,819 8,779
Des(‘;g LP, al‘)irao 0,1658 0,1661 0,2993 0,2156 0,4144 0,4573
Variancia 0,0275 0,0276 0,0896 0,0465 0,1717 0,1493
(pgL™)
Fcalculado (Fc) 1700 1793 ]-7]-5
Ftn,bela,do (Ft) 4728
tcalculado (tc) 1,21 0779 0719
ttabelado (tt) 3705
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C. Resultados

C.3. Teste de Exatidao e Precisao

Tabela C.3.: Teste com Material de Referéncia da NIST - SRM2670a

Conc. Adicionada (ug.L~!) | 1,9034 | 4,7523 | 9,5141

Replicatas (n) Conc. Lida (ug.L71)
1 1765 | 4554 | 9775
2 1,790 | 4,803 | 9,306
3 1,645 | 4,691 | 9,601
1 1876 | 4,922 | 9,015
5 1036 | 4,925 | 8571
6 1,879 | 4,734 | 8,996
7 1045 | 4750 | 9,056
Média 1,8337 | 4,7334 | 9,1886

Desvio Padrao (ug.L™1) 0,1072 | 0,1223 | 0,4071

DPR(%) 5,84 | 260 | 440
tealeulado (te) 1,59 0,38 1,96
trabelado (1) 3,14

Recuperacao (%) 96,34 99,60 96,58

Limite de Repetitividade 0,30 0,34 1,14

Erro Relativo (%) 3,66 0,40 3,42

Indice Z 0,65 0,15 0,80
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C.4.

C. Resultados

Teste de Recuperacao do analito em urina liofilizada

Tabela C.4.: Recuperacao do analito em urina liofilizada

Concentracao | Média dos | Resultado Final
Replicatas Adicionada | Resultados | (Média - BcoU})
(n) (ug. L") (g L") (ug L")
1 1,300 1,460 1,200
2 1,310 1,440 1,180
3 1,210 1,490 1,230
4 1,200 1,550 1,290
5 1,260 1,540 1,270
6 1,250 1,510 1,250
7 1,250 1,510 1,240
8 1,250 1,520 1,260
Média (ug.L~1) 1,255 1,501 1,240
Recuperagao (%) 98,8

*BeoU,. (branco da urina controle) = 0,260ug.L~!
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