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RESUMO

Neste trabalho foram avaliados diferentes procedimentos de preparo de
amostra de cogumelo comestivel para a determinacdo de espécies de mercurio
inorganico (na forma de Hg**) e organico (na forma de metilmercurio - CHsHg"). Para
isso, foram avaliadas a extracdo convencional, a radiacdo micro-ondas (MW) e o
ultrassom (US), combinados com diversos meios extratores (agua, solucdes de
acido cloridrico e L-cisteina). A cromatografia a liquido com geracdo de vapor
guimico acoplado a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(LC-CVG-ICP-MS) foi usada para a determinacéo das espécies de Hg. O Hg total foi
determinado por CVG-ICP-MS. A influéncia dos principais parametros envolvidos na
extracdo das espécies de Hg, como a concentracdo das solucdes extratoras, a
temperatura na extracdo por MW, a amplitude de US e o tempo de extracdo foram
investigados. A conversdo das espécies de Hg foi observada em todas as
condi¢bes, quando o HCI foi usado como meio extrator, além de que essas solucdes
nao possibilitaram extrair quantitativamente o Hg das amostras. Entretanto, néo foi
observada conversao das espécies de Hg em agua e na solugdo de L-cisteina 1,0%
(m/v), porém as extracdes ndo foram quantitativas quando a agua foi usada como
meio extrator. Extracfes quantitativas foram obtidas quando L-cisteina 1,0% (m/v) foi
usada para os procedimentos de extragcdo convencional e assistida por US. As
condi¢gbes otimizadas para esses procedimentos (US 20% por 1 min e extracao
convencional por 12 h a 25 <C) proporcionaram efici éncias de extracao superiores a
86% para a soma das espécies de Hg, com desvio padrao relativo (RSD) menor que
8,0 e 13% para Hg** e CHsHg"*, respectivamente. Por outro lado, as extragdes
assistidas por MW nao tiveram eficiéncias de extragdo satisfatorias, uma vez que a
eficiéncia maxima obtida foi de 88% para a soma das espécies de Hg. Os limites de
deteccdo obtidos para os procedimentos empregando US, MW e extracao
convencional foram 0,41 e 0,35 ng g*, 0,64 € 0,90 ng g*, e 1,41 e 0,11 ng g™, para
Hg** e CHsHg", respectivamente. Os procedimentos de extracdo foram avaliados
através de ensaios de recuperagcdo das espécies de Hg, sendo que os mesmos
ficaram na faixa de 89 a 109% para Hg** e 96 a 113% para CHsHg". A exatid&o foi
avaliada pela andlise de material de referéncia certificado (DOLT-3), cuja

concordancia dos resultados obtidos em relagcdo aos valores certificados ficou na
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faixa de 88 a 93% para CHzHg" e 95 a 102% para Hg total, respectivamente. A
extracdo assistida por US foi considerada mais simples e rapida que os demais

procedimentos, sendo, portanto, mais adequada para a extracao das espécies de Hg
em cogumelos comestiveis.

Palavras-chaves: especiacdo, mercurio, metilmercurio, LC-CVG-ICP-MS.
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ABSTRACT

In this work, different sample preparation procedures for determining
inorganic (in Hg?* form) and organic mercury (in methylmercury form — CHsHg") in
edible mushrooms were evaluated. Conventional, microwave (MW) and ultrasound
(US) assisted extractions combined with water, hydrochloric acid and L-cysteine
solutions were tested. Liquid chromatography-chemical vapor generation-inductively
coupled plasma mass spectrometry (LC-CVG-ICP-MS) was used for Hg species
determination. Total Hg was determined by CVG-ICP-MS after sample
decomposition. The influence of the main parameters on Hg species extraction, such
as extraction solutions concentration, temperature, US amplitude and extraction time
were investigated. Hg species conversion was observed in all conditions when HCI
was used as extractor medium. Besides, Hg species extraction from the samples is
not quantitative. No Hg species conversion was observed when water and 1.0%
(m/v) L-cysteine solution were used. However, the extractions were not quantitative
when water was used. Quantitative extractions were obtained only when 1.0% (m/v)
L-cysteine was used as extraction solution for conventional and US assisted
extractions. The optimized conditions for these procedures (US 20% for 1 min and
conventional extraction for 12 h at 25 ) provided extraction efficiencies higher than
86% for the sum of the Hg species, while only up to 88% of the Hg species were
extracted when MW heating was used. The relative standard deviation (RSD) is
lower than 8.0 and 13% for Hg®* and CHsHg", respectively. Detection limits for US,
MW and conventional extractions (using L-cysteine) were 0.41 and 0.35 ng g™, 0.64
and 0.90 ng g*, and 1.41 and 0.11 ng g* for Hg** and CH*Hg", respectively. The
procedures were evaluated using analyte recovery tests of Hg species and by
analysis of certified reference material (DOLT-3). Recoveries in the range of 89 to
109% for Hg®" and 96 to 113% for CHsHg* were obtained. The agreement of the
obtained results for DOLT-3 were in the range of 88 to 93% for CHsHg" and 95 to
102% for total Hg, respectively. US assisted extraction was considered simpler and
faster than the other procedures, being more suitable for Hg species extraction from

edible mushrooms.



Keywords: speciation, mercury, methylmercury, LC-CVG-ICP-MS.
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1. INTRODUCAO

O mercario (Hg) é considerado um dos poluentes ambientais mais
perigosos, cujos efeitos toxicos dependem da sua forma quimica, cada qual com
propriedades diferentes, as quais determinam sua distribuicéo e impacto bioldgico.*

Os cogumelos séo considerados indicadores de contaminacdo ambiental por
Hg, e podem ser usados para avaliar o impacto da sua presenca sobre a saude
humana. Alimentos, como o0s cogumelos comestiveis, podem conter altas
concentragbes de Hg, resultado da sua deposicdo natural, do cultivo em areas
poluidas ou como consequiéncia do uso de pesticidas e fungicidas a base de Hg.?*

Devido aos riscos a saude causados pela exposicao ao Hg, estudos sobre a
mobilidade deste elemento através da cadeia alimentar proporcionam informagdes
para o desenvolvimento de programas de vigilancia, com o objetivo de aumentar a
seguranca dos produtos alimenticios e assim minimizar a exposicdo ao Hg. A
legislacdo brasileira, através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
estabelece uma concentracdo méxima de 0,01 mg kg para Hg em alimentos,
incluindo os cogumelos comestiveis. Entretanto, ainda ndo h4 nenhuma referéncia
na legislacdo em relacédo as espécies de Hg em alimentos, pois se sabe que 0s seus
efeitos fisiologicos e as caracteristicas toxicolégicas do Hg estdo estritamente
relacionados com as espécies quimicas do elemento. Portanto, a analise de
especiacado de Hg em cogumelos pode fornecer informacdes importantes sobre uma
possivel contaminacdo, e dessa forma aumentar a seguranga no consumo desse
alimento.>®

Embora todas as formas de Hg sejam toxicas, os efeitos mais pronunciados
sobre a salde humana estdo, geralmente, relacionados com o metilmercurio
(CH3Hg"). Dessa forma, é importante a identificacio e a quantificacdo das diferentes
espécies do elemento. Porém, apesar de que tenham sido feitos grandes esforcos
para desenvolver métodos sensiveis e seletivos para a especiacdo de diversos
elementos, a especiacdo de Hg ainda € problematica devido a dificuldades no
preparo da amostra, principalmente devido a extragdo parcial das espécies da
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amostra, além da possibilidade de conversdo e degradagdo das mesmas durante
essa etapa.’

Diversos estudos sobre a conversédo das espécies de Hg e a eficiéncia na
extracdo das mesmas podem ser encontrados na literatura, em que diferentes meios
extratores e procedimentos de extracdo foram testados.” Solucdes &cidas®*? e
alcalinas’® sdo frequentemente utilizadas para este propésito. Além do mais,
reagentes sulfurados como a L-cisteina, o tiossulfato e o 2-mercaptoetanol tambéem
sdo usados para a extracdo de Hg. A grande afinidade do elemento com o enxofre
presente nestes compostos promove a extracdo das espécies de Hg da matriz da

amostra. >

11,15-17 8,18

O uso da extracdo assistida por micro-ondas (MW) e ultrassom (US)
para o preparo de amostras também tem sido avaliado para diferentes matrizes
biolégicas. Ambos os procedimentos facilitam e aceleram a extracdo dos analitos.
Nesses casos, a eficiéncia da extracdo do analito, sem perdas ou conversédo das
espécies, depende do tempo de irradiacdo, temperatura e caracteristicas da amostra
e dos meios extratores. Geralmente, estes métodos apresentam vantagens frente as
extracdes convencionais em termos de tempo, eficiéncia e consumo de
reagentes.” 11

A determinacgdo das espécies de Hg requer normalmente o uso de técnicas

16.20 & 3 cromatografia a liquido (LC)***°,

hifenadas, como a cromatografia a gas (GC)
acopladas a um detector seletivo e com boa sensibilidade.”*?* A maioria dos
métodos por LC séo baseados em separacdes por fase reversa, envolvendo o0 uso
de uma coluna com fase ligada a silica, e uma fase mével contendo um solvente
organico como 0 metanol, um reagente complexante, especialmente o
2-mercaptoetanol e/ou L-cisteina, em pH controlado.™??

Dentre as técnicas descritas na literatura, a LC hifenada a espectrometria de

1113141723 & ma das mais

massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)
utilizadas para a andlise de especiacdo de Hg, porque a deteccdo por ICP-MS
proporciona elevada sensibilidade, baixos limites de deteccédo (LD) e possibilita se
obter informacé&o isotopica. Adicionalmente, a geracdo de vapor quimico (CVG) pode
ser usada com a LC-ICP-MS, melhorando significativamente os limites de

detecgdo.>?+?°
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Embora diversos procedimentos tenham sido propostos para a especiagéo
de Hg em amostras bioldgicas, especialmente em peixes, pouco se conhece sobre
as espécies de Hg em cogumelos comestiveis. Em vista do consumo relativamente
elevado deste alimento e, consequentemente, da seguranca alimentar, € justificavel

o desenvolvimento de métodos para a andlise de especiacdo de Hg em cogumelos.



2. REVISAO DA LITERATURA

A revisdo da literatura esta dividida em trés partes. Na primeira parte, sdo
abordados os aspectos gerais sobre as caracteristicas do Hg, assim como seus
aspectos toxicoldgicos relacionado com os alimentos. Na segunda parte é abordado
0 emprego do tratamento de amostras para a andlise de especiacdo de Hg em
amostras biolégicas, utilizando radiagdo micro-ondas, ultrassom e extracao
convencional. Na terceira parte, sdo apresentados os assuntos relacionados com a
analise de especiacdo de Hg, abordando métodos de separacao por cromatografia a
liquido, assim como a técnica de detec¢éo por ICP-MS para especiacdo de Hg.

Além disso, para facilitar a leitura, quando for feita a abordagem sobre as
espécies inorganicas e organicas de mercurio, estas seréo tratadas como mercurio
inorganico (Hg®*) e metilmerctrio (CHsHg"), respectivamente, mesmo que outras
espécies estejam presentes nas amostras. A concentragdo total de mercurio

também serd abordada como Hg total.
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2.1. MERCURIO

O mercurio (Hg) é conhecido e utilizado pelo homem ha muito tempo,
podendo ser destacada entre suas aplicagdes mais antigas a utilizacdo como
pigmento vermelho em pinturas rupestres, na forma de sulfeto de mercurio (HgS), no
tratamento de doencas de pele, na recuperacdo de metais nobres e para a extragao
de ouro por amalgamacéo.?® Além disso, o elemento pode ser empregado como
catalisador, na industria de cloro-alcali e papel, em baterias, em tintas e em produtos
farmacéuticos.?” %

O Hg é encontrado sob diversas formas, sendo as principais o mercurio
elementar ou metélico (Hg®), o merctrio inorganico (Hg** e Hg.?") e diversas
espécies organicas. O Hg® é a forma mais volatil de Hg, possuindo elevada presséo
de vapor (0,3 Pa a 25 ) e baixa solubilidade em agua. Dentre as espécies
inorganicas, os ions Hg,** e Hg?* sdo encontrados sob a forma de diferentes sais,
apresentando, em geral, alta solubilidade em agua e afinidade por diversos ligantes,
especialmente compostos que contém enxofre. Ja as espécies organicas de Hg sao
formadas pela metilagdo das espécies inorganicas, sendo o metilmercurio (CHsHg")
e o dimetilmercuario [(CH3),Hg] as formas comumente encontradas no ambiente.
Essas espécies quimicas podem sofrer interconversao, contribuindo para o
transporte e a distribuicdo do elemento e suas espécies na crosta terrestre.?3!

Os efeitos toxicos do Hg dependem da sua forma quimica. De maneira geral,
a exposicdo aos compostos de Hg?* pode causar voémito, diarréia intensa, célica
abdominal, convulsdo, insuficiéncia renal e respiratéria, coma e morte, além de
sintomas neurolégicos, como tremor, alteracdes na personalidade, inquietacéo,
ansiedade, disttrbios do sono e depressdo.?** O CHs;Hg" esta entre as formas mais
toxicas de Hg (sua toxicidade chega a ser de 10 a 100 vezes maior que o Hg*")
encontradas no ambiente, por ser uma neurotoxina que tem a tendéncia de
bioacumular no organismo. Isso ocorre devido a sua alta lipossolubilidade, que faz
gue o composto tenha uma absorcdo gastrintestinal rapida e uma alta permeacéo
nas membranas celulares, tornando-o capaz de atravessar a barreira
hematoencefdlica e a placenta. Nas células, o composto se liga a grupos
sulfidrilicos, inibindo a sintese de acido ribonucléico (RNA) e proteinas, danificando,

assim, o desenvolvimento cerebral 283436
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2.1.1. Mercurio em alimentos

A presenca de Hg em alimentos constitui um risco a saude humana, devido
a sua toxicidade, a qual é pontencializada pela bioacumulacdo e biomagnificacdo do
elemento na cadeia alimentar.®” Casos de contaminacdo por Hg levaram a um
aumento dos programas de controle ambiental e alimentar no mundo. Entre esses
casos estdo a contaminacdo por Hg na Baia de Minamata (Japdo, entre 1953 e
1960), ocorrido pela geracdo de CHsHg" como subproduto do processo de producéo
de acetaldeido, que levou a contaminacdo de peixes e humanos. Outros casos
ocorreram no lraque, Paquistdo, Gana e Guatemala (em 1972) onde a utilizacéo de
graos tratados com fungicidas a base de metil e etilmercurio na confeccdo de péao
caseiro foi a causa da contaminacdo da populagao.®-384

Em geral, a principal forma de exposicdo as espécies de Hg é através do
consumo de peixes, de frutos do mar e derivados. No entanto, devido ao seu uso na
agricultura como fungicida e pesticida, os diferentes compostos de Hg podem
contaminar outros alimentos como cereais, vegetais, frutas e cogumelos, além de
produtos animais como carne, leite ou até mesmo ovos.3**43

O consumo crescente de alimentos alternativos, como o0s cogumelos
comestiveis, em geral, se deve ao seu alto valor nutricional e ao baixo teor de
gordura. Porém, os cogumelos tém como caracteristica a capacidade de
bioacumular Hg, sendo comum o0 uso destes como bioindicadores de poluicao.
Portanto, devido a esta caracteristica, € necessario que seja avaliada a
concentracdo de Hg, bem como de outros elementos, em cogumelos
comestiveis.>3444°

O acumulo de Hg em cogumelos depende da espécie de cogumelo.
Geralmente os géneros Agaricus, Macrolepiota e Boletus acumulam maiores
quantidades do elemento, que pode chegar a 10 mg kg™ (em massa seca).*® Nessas
espécies, 0 Hg encontra-se complexado a proteinas de alto (como na espécie
Agaricus bisporus) ou baixo (como na espécie Pleurotus ostreatus) peso
molecular.*” Entretanto, pouca informacdo se tem sobre a concentracdo de
organometalicos em cogumelos, mas estudos mostraram que o CHsHg® é
encontrado em concentracdes inferiores a 16% em relacdo a concentracao de Hg

total.*+4®
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Considerando que alimentos como graos, vegetais e peixes fazem parte da
alimentacdo humana, o monitoramento periédico desses produtos com relacdo as
espécies toxicas de Hg é de grande importancia.”® Devido aos riscos & salde
causados pela exposicdo ao Hg, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (EPA) estabeleceu uma dose de referéncia para CHsHg" de 0,1 pg kg™ peso
corporeo/dia. Adicionalmente, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) fixou uma
dose méxima semanal de 1,6 pg kg* peso corpéreo/semana (0,23 pg kg' peso
corporeo/dia) de CHsHg". Contudo, a dose maxima aceitavel de Hg em cogumelos
ainda n&o foi estabelecida.>**°

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece
concentracfes maximas para Hg em alimentos, incluindo os cogumelos comestiveis
nas formas dessecadas inteiras ou fragmentadas e em conserva, cuja concentracao
méxima permitida para Hg total é de 0,01 mg kg*.>*® Entretanto, ndo estabelece
limites maximos para as espécies do elemento nesses produtos.

Diversos estudos sobre a determinacdo da concentracdo de Hg total em
cogumelos tém sido feitos, como os trabalhos de Benbrahim et al.>*, Michelot et al.?
e Falandysz e Bielawski®®, porém pouco se sabe sobre a determinacéo das espécies
do elemento nessas amostras. Por isso, considerando que os efeitos mais
pronunciados sobre o meio ambiente e a salde humana sao geralmente
relacionados com o CHsHg®, o desenvolvimento de métodos para a andlise de
especiacdo em amostras ambientais, sobretudo em cogumelos comestiveis, €&
importante para determinar em quais niveis de concentragdo o elemento esti

presente.™’
2.2. ANALISE DE ESPECIACAO

Tendo em vista sua elevada toxicidade, a determinacdo da concentracao
total de Hg ndo é suficiente para entender sua mobilidade, biodisponibilidade, o
impacto ambiental e seu potencial risco a saude humana. Portanto, a analise de
especiacdo é importante para entender o metabolismo das espécies quimicas do Hg
e as biotransformacdes que ocorrem com o elemento na cadeia alimentar.¢:3":°%>
Dessa forma, a informacdo sobre as espécies do elemento € importante tendo em
vista que a toxicidade e a atividade bioldgica dependem do estado de oxidacdo ou

das formas quimicas, bem como de suas concentracdes.®
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Segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)*, o
termo “especiagdo” é definido como sendo as “atividades analiticas de identificacdo
e/ou quantificacdo de uma ou mais espécies quimicas do elemento em uma
amostra”, em que o termo “espécie quimica” € entendido como “uma forma
especifica de um elemento com composi¢do isotdpica, estado de oxidagdo ou
eletronico, e/ou estrutura molecular ou complexo definidos”.

Com base na importancia da determinacdo das espécies quimicas de Hg, o
desenvolvimento de métodos analiticos seletivos para a determinacéo das diferentes
espécies do elemento é importante, tanto para a caracterizacdo da amostra como
para uma estimativa dos seus riscos toxicoldgicos resultante das diferentes
espécies. Embora melhorias na instrumentacéo tenham sido feitas nos ultimos anos,
a especiacao de Hg ainda € problematica, devido as limitagdes relacionadas com a
extracao parcial das espécies, além da possibilidade de conversdo dessas durante o
preparo da amostra. Esta, por sua vez, € uma das etapas de preocupagdo em
analise de especiacdo de Hg, porque os procedimentos disponiveis sdo geralmente

trabalhosos, sujeitos a perdas de analito, contaminacéo e converséo de espécies.*

2.2.1. Andlise de especiacao de mercurio

Os procedimentos para extrair as espécies de Hg de amostras bioldgicas
devem permitir a extracdo completa dos analitos e, ao mesmo tempo, manter a
integridade das espécies quimicas do elemento.””®®% Algumas vezes, s&o
necessarias etapas de pré-concentracdo, em funcéo dos analitos estarem presentes
em baixas concentracdes na amostra. Entre as técnicas de pré-concentracdo estao
0s sistemas de “aprisionamento”, a formacdo de amalgamas e o uso de agentes
complexantes, que s&o, muitas vezes, combinados com etapas de extragdao e/ou
derivatizacdo. Além disso, as amostras podem necessitar de etapas prévias de
“clean up”, para a separacdo do analito das espécies potencialmente interferentes
presentes na matriz da amostra, que em amostras biologicas sdo complexas devido
a presenca de diversos compostos, como por exemplo, hidrocarbonetos,

polissacarideos, lipidios, amino&cidos e gliceridios.>®®*

Adicionalmente, dependendo da técnica de determinacdo utilizada, uma

etapa de derivatizacdo dos analitos pode também ser necessaria, no qual as
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propriedades quimicas e fisicas, como o ponto de ebulicdo e a solubilidade, do
analito sdo modificadas. Para compostos organometalicos, a derivatizacdo dos
analitos € comumente necessaria para a separacao por cromatografia a gas (GC),
em gque devem ser obtidas espécies volateis e termicamente estaveis antes da
separacdo. As formas de derivatizagdo mais usadas sao a geracao de hidretos
usando tetrahidroborato de sodio, e as reacfes de alquilacdo com tetraetilborato de
sédio e tetra(n-propil)borato de sodio. As alquilagbes com o uso de reagentes de
Grignard ndo sdo muito usadas, devido ao elevado tempo necessario e as muitas
etapas envolvidas no procedimento.’°%6

Além disso, procedimentos de filtracdo, diluicdo, uso de solventes, ajuste de
pH, separacéo de fases, moagem e/ou tamisacdo da amostra devem ser evitados ou
usados o0 menos possivel, devido a maior possibilidade de erro nos resultados

quando do desenvolvimento do método de anélise.*®

A extracdo das espécies de Hg em amostras biolégicas é uma das etapas
importantes no preparo de amostras para a analise de especiacdo, no qual os
procedimentos analiticos envolvidos geralmente sao trabalhosos, proporcionam
baixa eficiéncia de extracdo do analito, além de haver a possibilidade de converséo
das espécies ou perdas do elemento por volatilizacdo, dependendo das condi¢cdes
empregadas. Acrescenta-se a estes problemas a possibilidade de contaminacéo da
amostra, uso de grande gquantidade de reagentes, que aumentam os valores de
branco, piorando, assim, os limites de deteccdo da técnica utilizada para a
determinacdo.'®***” Em alguns casos, especialmente nas amostras biol6gicas,
algumas espécies do analito podem estar fortemente ligadas a matriz e, portanto,
nao serem extraidas, ndo permitindo a obtencdo das informacfes sobre todas as

espécies presentes na amostra.®*

2.2.2. Procedimentos utilizados para a extracdo de  espécies de Hg

A extracdo deve permitir que o analito seja separado da matriz da amostra
sem que ocorra perda, contaminagcdo ou conversdo das espécies, com uma minima
manipulacdo da amostra.*** Esta etapa, portanto, deve permitir a solubilizacdo

dos compostos organicos de Hg, sem que ocorra a quebra da ligacdo C-Hg.*®
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Diversos procedimentos sdo usados para a extracdo das espécies de Hg.
Entre eles, estdo os métodos de lixiviagdo com acidos, digestdo alcalina e
destilacdo. Porém, esses procedimentos geralmente sdo trabalhosos, levam a baixa
eficiéncia de extracdo, alto consumo de reagentes, que geram uma grande
guantidade de residuos téxicos, além de serem passiveis de fontes de erros, devido
a contaminacdes e perdas de analito durante o pré-tratamento.®?14366264 Ajem
disso, alguns procedimentos, como a extracdo alcalina, podem superestimar a
concentracdo de CHsHg' em tecidos bioldgicos, devido a metilacdo do Hg?* durante
o procedimento de extrac&o, que pode variar de 1,7 a 4,3%.%

Adicionalmente, a extracdo com fluido supercritico® e por ponto nuvem®*°’
também tém sido utilizadas. No entanto, devido as extracdes estarem restritas a
compostos nao polares, e as dificuldades de operacdo no equipamento de fluido
supercritico, estes procedimentos ndo s&o vantajosos para o uso rotineiro.®®

De acordo com as dificuldades apresentadas pelos procedimentos de

extracdo das espécies de Hg, o uso das radiacdes micro-ondas (MW)H1°:64.69.70

8,14,71

e
ultrassom (US) tém sido estudados, tendo em vista que estes procedimentos
podem facilitar e acelerar a etapa de preparo de amostra. Com auxilio das radiagfes
MW e US, a eficiéncia da extracdo dos analitos depende de fatores como a
amplitude, o tempo de exposicdo e a temperatura, além das caracteristicas do
solvente usado. Essas técnicas podem ser vantajosas frente aos procedimentos
convencionais de extracdo, em termos de tempo, eficiéncia, consumo de solvente e
reducédo da contaminacédo.®"#"

As vantagens do uso das radiacbes MW e US para a extragdo de analitos
em alimentos tornou essas técnicas muito utilizadas para o preparo dessas

amostras, principalmente quando a lixiviagdo com acidos é usada.®

2.2.2.1. Extracao convencional

Neste trabalho, optou-se por usar a termo “extracdo convencional” para
definir os procedimentos em que se utilizam reagentes (acidos, bases, enzimas e
complexantes) associados com o repouso da amostra ao abrigo da luz.

A extracdo convencional € um procedimento bastante utilizado em
especiacdo, que pode ser feito usando diversos reagentes/solventes, entre os quais
os &cidos (HCI, HNOs, acido acético ou HBr)%1820:23627L74 hases (KOH em meio
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9,16,62,63,75

metanol ou hidroxido de tetrametilaménio - TMAH) e enzimas.”®’" As

extracbes podem ser feitas ou auxiliadas por agentes complexantes, como a

I**, a tiouréia ou a mistura deles™, os quais tem o

18,71

L-cisteina®®, o 2-mercaptoetano
objetivo de aumentar a eficiéncia da extracao.

O uso desse procedimento de extragdo pode resultar em uma completa
solubilizagdo da amostra, facilitando a transferéncia das espécies de interesse para
a fase extratora, com a estabilizacdo da ligacdo metal-carbono.®* No entanto, esse
procedimento é relativamente moroso, além de poder formar solugcdes ricas em
matéria organica e sais, formados durante a neutralizacdo do extrato.?*>%%*

O método de Westdd'® foi o primeiro trabalho proposto, e é o mais utilizado
para a extracdo dos compostos organicos de Hg de amostras biologicas. Ele esta
baseado em sucessivas extracdes das espécies de Hg com HCI diluido, seguido de
re-extragdo com solventes organicos e agentes complexantes em meio aquoso.
Apds esse trabalho, novos procedimentos foram propostos, com pequenas
modificacbes do original, para a extracdo dos compostos de Hg de amostras
biologicas®* > ">"98! especialmente com a adicdo de sais como KBr, KCl e NaCl
para aumentar a eficiéncia da extracdo de Hg®".**** Segundo Bramanti et al.®?, a
adicdo de NacCl, através da formacao de cloro-complexos, previne a formacgédo de
hidréxidos de mercurio insoliveis. No entanto, o uso de métodos baseados no
procedimento de West66 apresentam desvantagens, tais como o0 uso de solventes
organicos, a manipulacéo intensa da amostra, que pode induzir a erros decorrentes
de contaminacdo e perdas dos analitos, o tempo prolongado para eliminar
compostos interferentes, além da condicdo cromatografica usada por Westoo ser
dificil de reproduzir.™®

Além do uso de HCI, o HNO3 e H,O, também podem ser usados para extrair
espécies de Hg de amostra de cabelo através da extragdo convencional, de acordo
com o trabalho de Morton et al.23 Uma solucéo contendo 2 mL de HNOs e 1 mL de
H.O, foi deixado em contato com a amostra durante uma noite para extrair espécies
de Hg. As espécies foram determinadas por cromatografia a liquido acoplada a
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (LC-ICP-MS). A
eficiéncia de extracao foi de 86%, resultados que foram comparaveis aos obtidos por

decomposicdo em forno micro-ondas para Hg total, utilizando os mesmos reagentes.
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Recentemente, estudos de substancias extratoras a base de complexantes,
como a L-cistefna, o 2-mercaptoetanol e a tiouréia tém sido sugeridas.'*'*%? De
acordo com Bramanti et al.®%, as solucées contendo Hg* e compostos sulfurados
formam complexos (Hg-S) rapidamente, & temperatura ambiente. Hintelmann®*
observou que a L-cisteina pode evitar a ocorréncia de metilacdo do Hg em
sedimentos, provavelmente devido a formagéo de complexos com a L-cisteina.

Hight e Cheng'® usaram solucdo de L-cisteina 1,0% (m/v) para extrair
espécies de Hg de amostras de peixe e de material de referéncia certificado (CRM),
usando inicialmente agitacdo manual por 15-20 segundos e depois a solucéo foi
deixada em repouso por 120 min em banho-maria a 60 T. Observaram que as
espécies de Hg foram mais facilmente extraidas do CRM do que da amostra de
peixe, provavelmente pelo fato das proteinas da amostra estarem desnaturadas e o
tamanho de particula ser menor no CRM do que na amostra.

Uma das vantagens de usar o 2-mercaptoetanol como reagente extrator é a
possibilidade de eliminar possiveis efeitos de memoria na determinacdo de Hg em
amostras bioldgicas, devido a forte complexacdo do elemento com o enxofre do
agente complexante. Meng et al.}* verificaram tal afirmacdo ao determinar as
espécies de Hg por LC-ICP-MS, mostrando que o sinal para Hg?" retorna totalmente
a linha base no mesmo tempo que o padrdo interno rédio, quando o
2-mercaptoetanol é usado na solugcédo extratora, enquanto que o uso de apenas a
solucéo contendo HNO3; 2% (v/v) como meio extrator faz que o sinal para o elemento

demore mais tempo para retornar a linha base em relagcéo ao padré&o interno.

2.2.2.1.1. Estabilidade das espécies de Hg

Em relacdo a estabilidade das espécies de Hg nas solucdes extratoras
contendo regentes complexantes, diferentes fatores, tais como a concentragao das
espécies de Hg, a matriz da amostra, o material de acondicionamento, o pH, a
temperatura e a luminosidade devem ser considerados.®® Por exemplo, a
estabilidade do complexo Hg-2-mercaptoetanol pode chegar a trés dias, segundo o
estudo de Margetinova et al.®, que verificaram que é necessario manter o pH entre

3,0 e 5,0 para estabilizar os complexos por cerca de 10 h.
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De acordo com estudos descritos na literatura, solucdo de L-cisteina pode
tanto estabilizar como degradar espécies de Hg.**®*®" Hight e Cheng™® estudaram a
estabilidade dos compostos de Hg na solucdo extratora contendo L-cisteina 1,0%
(m/v), e concluiram que o CHsHg" é estavel por cerca de 24 h. ApOs este tempo,
comeca a ser perceptivel que o CHsHg" é desmetilado, formando Hg®*. O Hg* é
estavel por até 96 h, quando as solu¢cdes sdo armazenadas em frascos de
polipropileno. Adicionalmente, os autores observaram que ambas as espécies
estudadas sao estaveis por até 96 h em solucao de L-cisteina 0,02% (m/v).

Ahmed e Stoeppler®® e Goana e Valiente®” também estudaram a estabilidade
do Hg?* e CHsHg*, em solucdo de L-cisteina 1,0% (m/v), confirmando que o
armazenamento de solucdo de CHsHg" em frasco de polipropileno nessa solugéo
diminui o tempo de estabilidade da espécie. Isto ndo ocorre quando essa espécie é
armazenada em frasco de vidro, no qual sua estabilidade é de aproximadamente
96 h. Segundo os autores, o motivo pelo qual o CHsHg" é desmetilado apés um
determinado tempo deve-se ao fato de que a L-cisteina € dimerizada com o passar
do tempo e convertida a cistina. Dessa forma o CHsHg", que é estavel em L-cisteina

€ degradado quando a cistina é formada.
2.2.2.2. Extracao assistida por ultrassom

A extracdo assistida por ultrassom (US) é eficiente para remover metais e
compostos organometalicos de diferentes tipos de amostras e ocorre através da
combinagcdo das altas temperaturas (que resulta num aumento da solubilidade e
difusdo do analito) e pressdes (que favorece a penetracédo do solvente nas particulas
da amostra e o transporte do analito) com a energia oxidativa dos radicais (hidroxila
e peroxido de hidrogénio para a agua), que sao formados durante a sondlise do
solvente.®®® O ultrassom é transmitido por qualquer substancia soélida, liquida ou um
gas por meio de propriedades elasticas, que é caracteristica das ondas mecanicas.
Em liquidos, essa transmissao produz ciclos de expansao e compresséo da solucao,
caracterizados pela formacéo de bolhas ou cavidades, que crescem e implodem, um
fendbmeno conhecido como “cavitacdo”.?® Durante esse processo, as moléculas
volateis, que estdo dentro das bolhas de cavitacdo, podem sofrer reacdes por
mecanismos térmicos, enquanto que as moléculas hidrofilicas podem formar radicais

livres, ou mesmo serem decompostas via radicalar.®
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O colapso das bolhas de cavitacédo, geradas pela acdo do ultrassom gera
microjatos e ainda ondas de choque. Quando em contato com uma amostra soélida,
estes microjatos causam erosao na superficie da amostra e sua fragmentacao, com
0 consequente aumento da transferéncia de massa e na eficiéncia da extracdo.’

Na determinacdo de metais em amostras biolégicas os elementos podem
estar dentro da parede celular, que podem ser extraidos pelos efeitos combinados
de acidos diluidos e a energia do ultrassom. Nestas amostras, variaveis como a
concentracdo de acidos, o tamanho de particula, o tempo e a amplitude das ondas
ultrassonicas séo importantes para que ocorra a extragcdo completa dos analitos. No
entanto, as condi¢cdes para a extracdo devem ser cuidadosamente ajustadas, de
modo a evitar a degradacdo dos compostos que serdo determinados, especialmente
as espécies organometalicas.®%%

O tamanho de particula em amostras bioldgicas tem grande influéncia sobre
a exatiddo e a precisdo dos resultados obtidos com o tratamento da amostra.'®
Estudos evidenciram que extracfes quantitativas com o auxilio de US para diversos
elementos foram obtidas com um tamanho de particula inferior a 50 um.** No
entanto, diversos trabalhos foram feitos com amostras com tamanho de particula
inferior a 100 pm.%%%%% No caso especifico do mercurio, extracdo quantitativa das
suas especies pode ndo ser a mesma, sendo, portanto, necessario a otimiza¢do das
condicbes de extracéo para cada matriz especifica.*®®®

Diversos trabalhos onde foi utilizada radiacdo US para a extracdo de
espécies de Hg estdo disponiveis na literatura. Segundo Houserova et al.®, a
extracdo das espécies de Hg com o uso de US em amostra de peixe € influenciado
pela concentracdo de L-cisteina, cuja eficiéncia € aumentada pela adicdo de HCI ao
regente. A extracao ocorre, provavelmente, devido a liberacdo das espécies de Hg
da ligagdo com as proteinas. No entanto, os autores observaram que essa
associacdo nao foi eficiente para extrair totalmente as espécies de Hg da amostra.
Também observaram que a eficiéncia da extracdo por US aumenta com o aumento
da concentracéo da solucdo de HCI, o que nao foi observado quando estes testaram
solugdes de HCI em concentragdes mais baixas. De acordo com esse estudo, o HCI
mostrou-se mais eficiente na liberagcdo das espécies de Hg das ligacdes com as
proteinas, se comparados com outros agentes complexantes, devido a formacéo dos

cloro-complexos.
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Um procedimento para a determinacdo de Hg?* e CHsHg®, baseado na
extracdo assistida por US em meio acido foi proposto por Rio-Segade e Bendicho.?
Nesse procedimento, o Hg®* foi determinado no extrato &cido, contendo ambas as
espécies de Hg, com o uso da reducao seletiva utilizando cloreto estanoso (SnCly),
enquanto que o CHszHg" foi determinado separadamente nesse mesmo extrato,
contendo apenas esta espécie, usando tetrahidroborato de sédio (NaBH4;) como
agente redutor. Os resultados obtidos mostraram que o procedimento pode ser
aplicado para tecidos de peixe, resultando em concentra¢cdes concordantes com a
concentracdo de Hg total das amostras obtidas ap6s decomposi¢cdo em forno micro-
ondas.

Krishna et al.'®

avaliaram a eficiéncia de extracdo das espécies de Hg em
amostras bioldgicas e ambientais utilizando a radiacdo US, para posterior
determinacao por espectrometria de absorcdo atdbmica com geracdo de vapor frio
(CV-AAS), utilizando NaBH, como agente redutor. A concentracdo da solucao
extratora (HNOs e tiouréia), o tempo e a amplitude do US foram avaliados, utilizando
0os materiais de referéncia certificados IAEA350 (peixe), NIST-1633b (cinza de
carvao), DORM-2 (musculo de peixe), DOLT-1 (figado de peixe) e IAEA-336 (liquen).
Os autores observaram que a eficiéncia de extracdo das espécies de Hg aumentou
com o aumento das concentracdes de HNOj3 e tiouréia, de modo que resultados
guantitativos foram obtidos quando as solu¢cées de HNO3 5% (v/v) e tiouréia 0,02%
(m/v), HNO3; 10% (v/v) e tiouréia 0,02% (m/v), e HNO3; 20% (v/v) e tiouréia 0,2%
(m/v) foram usados para extrair as espécies de Hg de amostras de peixe, plantas e
cinza de carvao, respectivamente. As eficiéncias de extracdo foram comparadas
com os resultados obtidos por decomposicdo da amostra auxiliada por radiacéo
micro-ondas. Dessa forma as condi¢Bes otimizadas foram a amplitude de sonicacao
de 40% (para peixe e plantas) e de 50% (para carvao), e o tempo de sonicagcdo em
3 min (para amostras de peixe e plantas) e 4 min (para carvao).

Além da extracdo das espécies de Hg, a radiacdo US pode ser usada para
converter as espécies organicas de Hg, para posterior determinacdo como Hg** por
espectrometria de absor¢cdo atbmica com geracao de vapor frio (CV-AAS). Nesses
trabalhos, a influéncia do tempo e da amplitude de sonicag&o sobre a conversao das
espécies organicas de Hg é semelhante, sendo que a degradacdo completa desses

89 94
l. l.

analitos requer a presenca de um meio contendo HCI.®® Capelo et al.”™ observaram

gue as espécies organicas de Hg podem ser rapidamente oxidadas em amostras de
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agua pelo uso do US por 3 min, utilizando uma sonda de poténcia de 100 W com
freqiéncia de 20 kHz e utilizando amplitude de 40%, em meio de HCI 1,0 mol L™.

2.2.2.3. Extracdo assistida por micro-ondas

As micro-ondas sao ondas eletromagnéticas, cuja freqiéncia varia de
10 MHz a 3,0 GHz, que causam movimento molecular e rotacdo de dipolos e nao
afetam a estrutura molecular dos analitos, o que as caracteriza como uma radiacéo
ndo ionizante.”” Dessa forma, a radiagéo micro-ondas utilizada em altas freqiiéncias
(2,45 GHz) é fortemente absorvida por moléculas polares, como a agua e os acidos
minerais, interagindo fracamente com compostos nao polares ou fracamente

polares.® "

A decomposi¢do assistida por MW € um procedimento de preparo de
amostras para a determinacdo de Hg total por diversas técnicas**'%?>"*% devido a
sua eficiéncia e rapidez, além da perda de Hg ser minimizada pelo fato de ser feito,
geralmente, em frasco fechado.®?"%%% Os reagentes mais utilizados s&o o HNO3z e 0
HCI, que podem ser acrescidos de H,0O, para auxiliar na dissolu¢cdo de amostras de
origem organica, como os alimentos.®

Diversos trabalhos descrevem o emprego da radiagdo MW para auxiliar na
extracdo de espécies de Hg de amostras biolégicas.'**#2>7>% Dentre eles, esta o

trabalho de Liang et al.”

, que estudaram um sistema automatizado, baseado no
acoplamento da cromatografia a liquido, com decomposicdo da amostra por
radiacdo MW e deteccdo por espetrometria de fluorescéncia atbmica com geracao
de vapor frio (CV-AFS) para a determinacdo das espécies de Hg em peixe. O
sistema esta baseado na decomposicao das espécies de Hg pos-coluna, auxiliada
pela radiacdo micro-ondas (na presenca de persulfato de potassio em meio de HCI)
para aumentar a eficiéncia da conversdo dos compostos organicos de Hg para Hg?".
Os autores avaliaram parametros que afetam a eficiéncia da decomposicao e da
separacao dos compostos, sendo o método validado pelo uso de CRM (DORM-2),
cujos resultados foram concordantes com o valor certificado.

A extragao assitida por MW pode ser feita em sistemas abertos ou fechados.
A extracdo em sistema aberto € geralmente feita em fornos com micro-ondas
focalizadas.’>®* As extracdes sdo feitas usando poténcias baixas, tipicamente 20 a

90 W e a pressdo atmosférica, de modo que o tempo de exposi¢cdo as MW deve ser
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avaliado a fim de evitar perdas de analitos por volatilizacdo.'®**%® A extracdo com
auxilio de MW em sistema fechado tem sido sugerida para contornar os problemas
relacionados as perdas de Hg por volatilizacdo.'**""® Dessa forma, a solucédo
extratora, a massa de amostra, a temperatura e o tempo de irradiacdo de MW séo
parametros importantes que devem ser otimizados para se obter resultados
quantitativos, sem que ocorra conversdo das espécies.'' Entre esses parametros,
estudos mostraram que a temperatura e o tempo de exposicdo as MW tém maior
influéncia sobre a extragéo dos analitos.”*® Vasquez et al.”® estudaram a eficiéncia
da extracdo de CHsHg®™ em CRM (DORM-1 - musculo de peixe), utilizando a
radiagdo MW em sistema fechado, para posterior determina¢do por cromatografia a
gas com deteccédo por captura de elétrons (GC-ECD). As condi¢cbes para a extracao
foram otimizadas de modo a obter uma maior eficiéncia na extracdo do analito,
utiizando o minimo de reagentes, menor tempo e temperatura. Os autores
observaram que, para uma massa de amostra de 200 mg, a razado entre massa de
amostra e volume da solucéo extratora foi o fator que mais influenciou na extracéo
de Hg, cuja eficiéncia obtida foi melhor quando a razdo massa de amostra/volume
de reagente foi maior.

Um procedimento de extracéo assistida por MW, utilizando KOH metandlico
a 25% (m/v) foi utilizado para extrair espécies de Hg de tecidos biolégicos, com
posterior deteccdo por cromatografia a liquido com oxidacao ultravioleta pds-coluna
com geracao de vapor quimico acoplado a espectrometria de fluorescéncia atbmica
(LC-UV-PCO-CV-AFS). As espécies organicas de Hg foram extraidas com KOH
metandlico 25% (m/v), posteriormente extraidas com diclorometano, e re-extraidas
com agua para purificar o extrato alcalino. Este procedimento foi feito em forno de
micro-ondas domeéstico operado a poténcia de 90 W por 1 min. A exatiddao do
método foi verificada através da analise de CRM (TORT-2 e BCR 463), cujos

1.2° utilizaram

resultados foram concordantes com os valores certificados.®® Ja Lin et a
a extracao assistida por MW para extrair as espécies de Hg de cereais, no qual 1 g
de amostra foi pesado e 10 mL da solucdo extratora contendo 2-mercaptoetanol
0,5% (v/v), em metanol 5% (v/v) foi adicionada. A mistura foi aquecida até
temperatura maxima de 60 € por 3 min, com rampa de aquecimento de 2 min, e as
espécies de Hg foram determinadas por LC-CVG-ICP-MS, sendo que os resultados
foram concordantes com a quantidade de Hg total, determinados por CVG-ICP-MS.

Além disso, um procedimento para a extracéo de Hg®* e CHsHg" de tecido de peixe,
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em meio extrator contendo HCI e NaCl, utilizando a radiagdo MW foi proposto por
Reyes et al.'* Diversos parametros foram avaliados, entre eles a composicdo da
solucédo extratora, a massa de amostra, a temperatura de irradiacdo e o tempo de
extracdo. Os autores observaram que as espécies de Hg foram extraidas com
solucdo de HCI 5,0 mol L™ e NaCl 0,25 mol L™, com aquecimento por MW a 60 C
durante 10 min. A determinacdo de Hg?* e CHsHg" foi feita por LC-ICP-MS e o Hg
total por CVG-ICP-MS. Além disso, a analise por diluicdo isotopica (ID) foi usada
para verificar a exatiddo dos resultados e para avaliar possiveis conversdes das
espécies de Hg na amostra estudada. Os autores observaram que nao houve
conversdo das espécies de Hg quando o método proposto foi usado em amostras
biolégicas.

Margetinova et al.®®

utilizaram a extracdo assistida por MW para extrair
espécies de Hg de amostras ambientais, seguido de pré-concentracdo por extracao
em fase solida (SPE), para posterior determinacdo por LC-CV-AFS. Para tanto, os
autores avaliaram a eficiéncia de extracdo de diversas solucdes, baseados no uso
de solucdes de HCl e HNOg3, em poténcia fixa de 500 W e temperatura de 45 T por
10 min. Concluiram que o0 meio extrator mais apropriado para a extracdo de
espécies Hg nessas amostras foi a mistura de HCI 3,0 mol L™, metanol 50% (v/v) e
acido citrico 0,2 mol L™. Essa solucéo extratora também foi escolhida por auxiliar na
solubilizacdo do 2-mercaptoetanol, que foi utilizado para pré-concentrar a amostra
em SPE. Dessa forma, com o procedimento proposto, foram obtidos resultados
guantitativos para as espécies de Hg nessas amostras, de forma que nado foi

observada converséo de espécies durante o procedimento.

2.3. TECNICAS PARA A DETERMINACAO DAS ESPECIES DEH g

A andlise de especiacdo de mercurio geralmente utiliza o acoplamento entre

uma técnica de separacdo, como a cromatografia a gas*>® 14,1543,62.63,85

ou a liquido
e um detector especifico ou seletivo para o elemento.***"% Os procedimentos de
separacdo por LC geralmente baseiam-se em interacdes das espécies de Hg com
agentes complexantes, como o 2-mercaptoetanol®!®, a L-cisteina®®, a mistura
desses dois reagentes’®, ou ainda, a ditizona e seus derivados, o
dietilditiocarbamato (DDTC) e o pirrolidinaditiocarbamato de aménio (APDC)*,

Ainda podem ser usadas substancias que apresentam interacbes de par idnico,
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como o brometo de tetrabutilamdnio (TBA) na presenca de NaCl™®, fosfato de
tetrabutilaménio (PIC-A) e pentanossulfonato de sédio (PIC-B5).1%

Entre as técnicas de deteccdo usadas em analise de especiacdo de Hg
pode-se citar a espectrometria de absorcdo atbmica com geracdo de vapor frio
(CV AAS)B1018378293 "5 agpectrometria de absorcéo atdmica com forno de grafite

(GF AAS)?H4193 3 espectrometria de fluorescéncia atdmica (AFS)314363:8598.104,105

, a
espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido por micro-ondas
(MIP-AES)'® e a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS)H141582 " com a qual se pode obter informacéo isotépica.”**?*?* Essas
técnicas podem ser hifenadas diretamente com o sistema de separacdo das
espécies de Hg ou podem ser acopladas com a geracdo quimica de vapor (CVG),
cujo objetivo, geralmente, € de melhorar o limite de deteccdo da técnica de
deteccdo.B101>% 749 o acoplamento da LC com a ICP-MS tem ganhado muita
atencdo nos Ultimos anos para a analise de especiacdo de Hg, devido a
possibilidade de separar as espécies sem a necessidade de derivatizacdo prévia,
além de possibilitar a operacdo do equipamento a temperatura ambiente, a

simplicidade do interfaceamento e & possibilidade da analise isotépica.™*

2.3.1. Cromatografia a liquido

A LC é uma técnica cromatografica baseada em diferentes mecanismos de
separacdo, podendo ser utilizadas diferentes fases moveis e fases estacionarias, e
aplicada para a separacdo de diversos analitos biologicamente e ambientalmente

importantes.®’

Quando acoplada com a técnica de ICP-MS deve-se levar em conta
que fases moveis com alta concentracdo salina podem causar problemas de
deposicédo de sais no cone de amostragem e skimmer do espectrdmetro de massa,
podendo alterar a sensibilidade da técnica. O uso de solventes organicos pode
causar instabilidade no plasma ou até mesmo extingui-lo, devido ao carregamento
excessivo do plasma com o solvente,>®10%108.109

As colunas de fase reversa’? e as de troca i6nica’®® podem ser utilizadas
para a separacdo das espécies de Hg. Entretanto, a preservagdo das espécies de
interesse influencia na escolha do mecanismo de separacdo e dos reagentes que
serdo utilizados em LC.°"*° vallant et al.*® usaram uma coluna trocadora de cations

para separar espécies de Hg em CRM’s (DORM-2 e DOLT-3), ap0s a extracdo das
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espécies com solucdo de HCI 5,0 mol L™. A fase moével foi composta por piridina
50 mmol L™, L-cisteina 0,5% (m/v) e metanol 5% (v/v), em pH 2,0, cuja separacio
das espécies de interesse ocorreu em menos de 10 min. Nesse tipo de
cromatografia, a seletividade, o tempo de retencdo e o grau de ionizacdo dos
analitos dependem do pH e a separacdo é baseada na “competicdo” entre os ions
da fase mével, os fons de interesse e a sua interacdo com a fase estacionaria.**

A separacdo das espécies de Hg por fase reversa € o mecanismo de
separacdo mais comum em LC e consiste de uma fase estacionaria ndo polar
[normalmente grupos octadecil (C1g) ou octil (Cg)] ligada a um suporte sélido de silica
gel microparticulada. As fases méveis tém caracteristicas mais polares, e os analitos
sdo, entdo, particionados entre essas duas fases. A separacdo € normalmente
conduzida com fases moveis contendo quantidades diferentes de solventes
organicos para aumentar a seletividade entre as espécies. A retencao dos analitos
também influenciada pelo pH da fase mével, que afeta a dissociagdo dos mesmos e
também a sua interacdo com a fase estacionaria.'”” As espécies de elementos
ligadas covalentemente a compostos organicos sdo ideais para serem separadas
por este mecanismo. Nesse caso, 0s analitos devem ser estaveis nas fases moveis
contendo solventes organicos ou compostos acidos. Além disso, o pH da fase movel
deve ser controlado, para que as separacdes sejam reprodutivas, necessitando-se

muitas vezes do uso de tampd&es de pH.**°

Diversos tipos de fases moéveis foram usados em trabalhos de especiacéo
de Hg, cuja composicao baseia-se no uso de um agente complexante, um solvente
organico e um tampao de pH. Os reagentes complexantes, como a L-cisteina e o
2-mercaptoetanol, ou agentes de par ibnico sdo empregados na separacdo dos
compostos de Hg por fase reversa para aumentar a eficiéncia da separacéo

cromatogréfica e para evitar a adsorcdo das espécies na fase estacionaria.®>**

Além disso, a presenca desses reagentes € importante para a separacdo dos
compostos de Hg, quando se utiliza coluna C;g, devido a sua capacidade de

estabilizar as espécies que serdo determinadas.®®

O uso de metanol como constituinte da fase mével é necesséario para a
separacdo das espécies e diminuir o tempo de retencdo de cada uma delas. Foi
demostrado que os tempos de retencdo das espécies de Hg diminuem com o

aumento da concentracdo do reagente. No entanto, a separacao de ng+ e CH3Hg"
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piora quando a concentracdo deste solvente é superior a 5% (v/v).? Vallant et al.*°
comprovaram essas afirmagbes em seu trabalho, concluindo que além das
interacOes catidnicas, resultantes do uso da coluna catidnica para a separacédo das
espécies de Hg, podem ocorrer interacdes entre a fase estacionaria e os compostos
pouco polares do elemento. Chang et al.*” observaram que a separacéo de Hg*" e
CHsHg" diminuiu quando a concentragdo de metanol foi maior do que 12% (v/v).
Diferentemente da observacdo dos trabalhos mencionados, Margetinova et al.®
utilizaram coluna C;g e fase movel constituida por metanol 65% (v/v) para separar
espécies de Hg contidas em amostras ambientais, cuja separagdo foi conseguida
em 30 min para quatro espécies de Hg.

Shi et al.”® separaram espécies de Hg em coluna Cag utilizando fase moével
contendo acetonitrila (10 mL), 2-mercaptoetanol (25 pL) e acetato de amdnio

|'7l

3,0 mol L™ (10 mL) em 500 mL de &gua. Enquanto que Cattani et al.”* usaram fase

movel contendo metanol 3% (v/v) ao invés de acetonitrila, seguido dos demais

reagentes usados por Shi et al.*®

, para separar as espécies de Hg em coluna Cgs.
Neste trabalho foi possivel acoplar diretamente a coluna cromatografica ao
instrumento de ICP-MS, em virtude da baixa concentracdo de metanol, que,
segundo os autores, ndo causou interferéncia na determinagéo de Hg.

Lin et al.?® fizeram uso de uma fase mével contendo 2-mercaptoetanol 0,5%
(v/v) e metanol 5% (v/v) para a separacao das espécies de Hg de cereais, utilizando
para isso uma coluna Cs.

Ainda pode ser utilizada fase moével contendo dois agentes complexantes,
como o 2-mercaptoetanol e a L-cisteina, como a utilizada por Chiou et al.”® Os
autores observaram que apenas com 0 uso da L-cisteina ndo era possivel separar
completamente as espécies de Hg na coluna Cg e apenas 0 uso de
2-mercaptoetanol proporcionava tempos de retencdo muito longos, fato que os levou
a usar a mistura de ambos os reagentes. Com isso conseguiram uma melhor
separacao, com menor de tempo de retencao dos analitos.

O uso da L-cisteina na fase movel, no lugar de 2-mercaptoetanol, também é
citado na literatura. Reyes et al.” usaram uma fase mével composta por L-cisteina
0,5% (m/v), piridina 50 mmol L™ e metanol 5% (v/v) para determinar espécies de Hg
em CRM (ERM-CE464; Tuna Fish Tissue), utilizando diversos meios de extracéo e

posterior determinacao por cromatografia a liquido acoplada a LC-SIDMS. Em outro
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trabalho'! foi utilizado a fase mével anteriormente citada para a separacdo de Hg*" e
CHsHg" em tecido de peixe em solugdo extratora de HCI e NaCl.

O uso de reagentes complexantes de Hg também pode provocar problemas
na determinacdo das espécies, como o0 aumento da intensidade da linha base,
resultante da contaminacéo do reagente usado. Palenzuela et al.*® observaram isso
no seu trabalho, demonstrando que uma concentracdo muito alta de L-cisteina
aumenta a linha base, o que piora o limite de deteccdo (LD) do método. De acordo

com Chang et al.'’

, 0 aumento da concentracao de L-cisteina na fase movel reduziu
os tempos de retencdo das espécies de Hg. No entanto, a linha base para o
elemento aumentou com o0 aumento da concentragéo do reagente.

O emprego de fases moveis sem a presenca de solventes organicos
constitui uma alternativa para a determinacao das espécies de Hg por ICP-MS, além
de proporcionar uma boa separacdo cromatogréfica das espécies. Fases moveis
contendo 0,1% (m/v) de L-cisteina e 0,1% (m/v) de L-cisteina®® e L-cisteina 0,25%
(m/v) em pH 4,7 foram usadas para a separacdo das espécies de Hg em amostras
bioldgicas. Wan et al.?* determinaram compostos organicos e inorganicos de Hg em
CRM (4gua do mar; NASS-4) por LC-CVG-ICP-MS, utilizando fase movel contendo
L-cisteina 0,5% (m/v). Recentemente, Rahman et al.?® utilizaram fase moével
contendo L-cisteina 0,4% (m/v) para avaliar diferentes métodos de extracdo das

espécies de Hg e suas transformacdes em cabelo humano.

2.3.2. Espectrometria de massa com plasma indutivam  ente acoplado

A concentracdo de contaminantes em alimentos € de grande interesse,
devido ao perigo que estas substancias representam a saude humana. No sentido
de assegurar a qualidade dos alimentos, o monitoramento dessas substancias
através de técnicas analiticas sensiveis, com capacidade multielementar e com a
possibilidade de determinar espécies quimicas tornou a ICP-MS a técnica de
escolha para a determinacdo de elementos essenciais e toxicos nesses produtos.**

O espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado é
constituido por um sistema de introdu¢cdo de amostra, o plasma indutivamente
acoplado (ICP), que opera a temperaturas de 6000 a 9000 K e € mantido por um

gerador de radiofrequiéncia de 27 ou 40 MHz, a interface, o separador de massas, 0
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detector e um sistema de aquisicdo de dados.'® O plasma é capaz de gerar fons
positivamente carregados (M*), os quais sdo amostrados pela interface e separados
no espectrdmetro de massa. A amostra, que geralmente esta na forma liquida, é
introduzida no plasma por um sistema de nebulizacdo pneumatica. No
espectrometro de massa, os ions M’ sdo separados de acordo com sua razéo
massa/carga (m/z) e conduzidos até o detector, 198115118

Entre as caracteristicas da técnica de ICP-MS estdo a capacidade
multielementar de andlise, a possibilidade de determinacéo isotdpica, relativamente
poucas interferéncias espectrais e obtencéo de baixos LD (na faixa de ng g™ ou
pg gl). Estas caracteristicas fazem com que a técnica seja atualmente uma das

mais usadas como detector para a especiagdo de Hg.>*%%11

2.4. GERACAO DE VAPOR QUIMICO

A geracédo de vapor quimico (CVG) é um método de derivatizacdo, que se
baseia na formacdo de espécies volateis a partir da reacdo de reducédo do Hg por
reagentes redutores como o cloreto estanoso (SnCl,) e o tetrahidroborato de sédio
(NaBH,).2°! As principais vantagens de usar o CVG ap6s a coluna cromatografica é
melhorar o limite de deteccdo da técnica e reduzir os efeitos de matriz da amostra.'®

Na CVG, é importante considerar que a eficiéncia de geracdo de vapor de
Hg pode ndo ser a mesma para todas as espécies do elemento presentes na
amostra, resultando em intensidades de sinal diferentes para a mesma concentracao
de Hg das espécies.’>?*3% Algm disso, a linha base para Hg pode aumentar
quando a CVG é usada para a introducdo de amostras no espectrobmetro de massa,
principalmente devido a contaminacao do elemento nos reagentes utilizados na fase
movel e no proprio reagente; a melhor eficiéncia de transporte do analito com esse
sistema de introducdo de amostra, ou ainda ao efeito de memaria resultante do
sistema CVG.* Por isso, 0 uso de reagentes de alta pureza é importante no sentido
de reduzir os limites de deteccado da técnica.’

Durante a CVG com NaBH,4, empregando condicées bem definidas, o Hg®* é
reduzido a Hg®, enquanto que o CH3Hg" forma CHsHgH. A especiacdo por CVG ja
foi considerada inadequada, porque a ligacdo Hg-H é instavel. Porém, o tempo de
meia vida do CHzHgH é de cerca de duas horas, o que é suficiente para sua

determinacao, segundo Felippelli et al.**?
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Alguns cuidados devem ser tomados em relagdo as interferéncias neste
método, como a de alguns metais de transi¢cdo, metaldides e do cloreto, que podem,
em certos casos, impedir a determinacdo das espécies de Hg. Nesses casos, a
derivatizacado deve ser feita em atmosfera inerte e em meio acido (pH 1,0 ou 2,0)
para evitar a reducdo do CHsHg* para Hg®.**

Diversos trabalhos de determinacao de Hg por CVG acoplados a detectores
especificos estdo disponiveis na literatura.?1>314374829 Entre esses estudos, um
sistema CVG para introducédo de amostras utilizado para determinacédo de espécies

de Hg por LC-ICP-MS foi descrito por Wan et al.?*



3. OBJETIVO

Levando-se em consideracdo o que foi exposto anteriormente, neste
trabalho é proposto o desenvolvimento de método para a especiacdo de Hg em
cogumelo comestivel. Para tal, foram avaliados diferentes procedimentos de preparo
de amostra de cogumelo para a determinacdo de espécies de mercurio inorganico
(na forma de Hg?*) e organico (na forma de metilmercurio - CHsHg") nesse material.
A extracao convencional, o uso de radiagdo micro-ondas e ultrassom, combinados
com diversos solventes (4dgua, solucdes de acido cloridrico e L-cisteina) foram
testados como meios extratores. A LC-CVG-ICP-MS foi usada para a separacéo e

quantificacdo das espécies de Hg, e o Hg total foi determinado por CVG-ICP-MS.



4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo é feita a descricdo dos procedimentos empregados para a
extracdo das espécies de mercurio em amostras de cogumelos, assim como 0s
procedimentos utilizados para a analise de especiagdo de Hg usando
LC-CVG-ICP-MS. Também sao descritos 0s equipamentos, reagentes e amostras

utilizadas para o desenvolvimento deste trabalho.
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4.1. INSTRUMENTACAO

Para a separacdo das espécies de mercurio foi utilizado um sistema
cromatografico, composto por uma bomba quaternaria para LC (modelo Series 200,
PerkinElmer, http://www.perkinelmer.com, EUA) equipado com uma valvula injetora
Rheodyne® (modelo 7725i, http://www.rheodyne.com, EUA), uma alca de
amostragem de poli(etercetona) (PEEK), com capacidade de 200 pL, um
degaseificador a vacuo (modelo Series 200 Vacuum Degasser, PerkinElmer,
http://www.perkinelmer.com, EUA) e uma coluna de fase reversa (Spherisorb®
ODS2, 250 mm x 4 mm de didametro interno, 5 um de didametro de particula, Waters,
http://www.waters.com, EUA). A vazdo da fase mével foi mantida em 1,0 mL min™,
em condicOes isocraticas. A injecdo das solucdes na alca de amostragem do
cromatégrafo foi feita com uma seringa (Henke-Sass Wolf GmbH,
http://www.henkesasswolf.de, Alemanha) com capacidade para 1 mL. Foram
utilizados tubos de PEEK (Upchurch Scientific, http://www.upchurch.com, EUA) com
254 um de diametro interno para conectar a coluna cromatografica com a bomba do
LC.

A saida da coluna de LC foi conectada a um sistema continuo de geragéo de
vapor quimico, sendo que uma bomba peristaltica de oito canais Gilson® (modelo
Minipuls 3, http://www.gilson.com, Franca) foi utilizada para a propulsdo das
solucées, e tubos de Tygon® azuliverde (1,75 mm de diametro interno,
http://www.tygon.com, Franga), vermelho/vermelho (1,14 mm de diametro interno,
http://www.tygon.com, Franca) e polietiieno (0,8 mm de diametro interno) foram
utilizados para conduzir as solugdes de HCI (solucdo carregadora) e de NaBH,
(redutora), respectivamente, a um separador gas-liquido. Adicionalmente, duas
confluéncias de acrilico foram utilizadas para a constru¢do do sistema de geracdo de
vapor quimico, uma para conectar a saida da coluna de LC e a solu¢éo carregadora,
e outra, para conectar a mistura das soluc¢des anteriores com a solucéo redutora. O
vapor das espécies de Hg gerado foi introduzido diretamente no equipamento de
ICP-MS por um fluxo de argbnio (99,998% de pureza, White Martins,
http://www.praxair.com, Brasil), utilizado como gas de arraste. O controle da vazéo
de argbnio foi feito através do software do equipamento de ICP-MS, uma vez que é
0 mesmo gas usado como gas de nebulizacdo, quando o sistema de nebulizac&o

convencional é utilizado.
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A determinacdo de mercurio foi feita em um espectrdmetro de massa com

plasma indutivamente acoplado da PerkinElmer SCIEX (modelo ELAN® DRC I,

http.//www.perkinelmer.com, Canada), equipado com uma tocha com tubo injetor de

quartzo de 2 mm de diametro interno e cones de niquel. A avaliacdo e os ajustes

das principais condi¢cbes de operacdo do equipamento de ICP-MS foram feitos

diariamente, de modo a se obter a maior razdo sinal/ruido para Hg (usando **’Hg).

As condi¢cdes operacionais do sistema LC-CVG-ICP-MS sédo mostradas na Tabela 1.

Tabela 1. Condi¢bes operacionais do sistema LC-CVG-ICP-MS.

Parametros

Condicdes

LC

Coluna

Fase movel (L-cisteina), % (m/v)
Vazdo da fase mével, mL min™

Volume de injecao, uL

CVG
Solucéo carregadora (HCI), mol L™
Solucéo redutora (NaBHg), % (m/v)

Vaz&o do géas de arraste (Ar), L min™

ICP-MS

Poténcia de RF, W

Gés do plasma, L min™

Gés auxiliar, L min™

Cone de amostragem e “Skimmer”
m/z monitorado

“Readings”

“Dwell time”, MS

Lente iOnica

Modo de medida

Modo de operacéo do detector

C1g (250 mm x 4 mm, 5 ym)
0,1 (pH 4,0)

1,0

200

1,0 (3,5 mL min™)
0,25 (2,0 mL min™%)
1,20

1300

15

1,2

Ni

202

1422

250

“Auto lens off”

“Peak hopping
“Dual”
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Na Figura 1 esta representado um esquema do sistema LC-CVG-ICP-MS
utilizado neste trabalho.

R1 3,5mL min”’ 7 20 cm 40 cm

Ar

R, 2,0 mL min'L

Figura 1. Esquema do sistema LC-CVG-ICP-MS. 1. Fase mdvel; 2. Degaseificador a vacuo;
3. Bomba cromatogréfica; 4. Injetor e alca de amostragem (200 uL); 5. Coluna Cyg
(250 mm x 4,6 mm de didmetro interno, 5 um), 6. Bomba peristaltica,;
7. Confluéncias; 8. Separador gas-liquido (L = 10 cm; diametro interno = 1,5 cm);
9. Tocha e plasma; 10. Espectrbmetro de massa, R;. Solucdo carregadora (HCI),

R,. Solucéo redutora (NaBHy,).

Todas as pesagens foram feitas em balanca analitica Shimadzu (modelo
AY220, http://www.shimadzu.com.br, Filipinas) com resolu¢cédo de 0,0001 g e tara
maxima de 220 g. Uma centrifuga Nova Técnica (modelo NT 810,
http://www.novatecnica.com.br, Brasil) com capacidade para 16 frascos de 15 mL ou
4 frascos de 50 mL foi utilizada para as centrifuga¢gfes das solu¢gbes das amostras
apos as extracfes. A secagem e a cominuicdo das amostras de cogumelos foram
feitas em liofilizador Terroni (modelo LH2000/3, http://terroni.com.br, Brasil) e moinho
criogénico Spex Certiprep® (modelo 6750 Freezer/Mill, http://www.spexcsp.com,
EUA). Apés a cominuicdo, as amostras foram peneiradas em peneira com malha de
100 um de diametro de particula.
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Para os ajustes de pH das amostras foi utilizado um potenciémetro digital
Metrohm (modelo 781 pH/lon Meter, http://www.metrohm.com.br, Suica) com
resolucao de 0,001 unidades de pH, equipado com um eletrodo de vidro combinado
Metrohm (modelo 6.0258.010) e com sensor de temperatura.

A decomposicdo das amostras de cogumelos para a determinacdo de Hg
total foi feita em forno de micro-ondas Milestone (modelo Ethos-1°,
http://www.milestonesrl.com, Italia). As extracdes das espécies de mercurio foram
feitas em um equipamento de ultrassom Fisher Sonic Dismembrator® (Fisher
Scientific, model 100, 20 kHz, 100 W, http://www.fishersci.com, EUA) equipado com
uma sonda constituida de liga de titanio (Ti-6Al-4V) (Fisher Scientific, com ponta de
3,17 mm de diametro e 127 mm de comprimento), e um forno de micro-ondas Anton

Paar (modelo Multiwave® 3000, http://www.anton-paar.com, Austria).
4.2. REAGENTES

A agua utilizada foi previamente destilada, deionizada em uma coluna de
troca idnica e posteriormente purificada em um sistema Milli-Q® (Millipore,
http://www.millipore.com, EUA), com resistividade minima de 18,2 MQ cm™. Os
acidos nitrico concentrado (P.A., 65%, 1,4 kg L™*, Merck, http://www.merck.de,
Alemanha) e cloridrico concentrado (P.A., 37%, 1,19 kg L™, Merck) foram purificados
usando um sistema de sub-ebulicio Milestone (modelo duoPUR® 2.01E,
http://www.milestonesrl.com, Italia).

A solucdo estoque de Hg?* (1000 mg L™) foi preparada a partir de uma
solucao Titrisol® (Merck, (Hg(NOs), Cat. N°1.09969, com 1000 + 0,002 mg L ** de Hg
em HNO; 2% (v/v)). A solucdo estoque contendo 1000 mg L' de CHsHg* foi
preparada a partir da dissolugdo de CH3HgCl (pureza de 98% (m/m),
http://www.sigmaaldrich.com, EUA) em metanol e armazenada a 4 C, ao abrigo da
luz. Solucdes estoque de Hg?* e CHsHg" contendo 1,0 mg L de Hg em HCI
1,0 mol L™ foram preparadas a partir das solucées estoque de 1000 mg L™. Estas
solugdes foram armazenadas (por no méximo 30 dias) a 4 T e protegidas da luz.
Solucgbes apropriadas de trabalho foram preparadas diariamente pela diluicdo das

solucées de 1,0 mg L™ de Hg em agua.
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As solucbes de acido cloridrico foram preparadas a partir da diluicdo do
acido concentrado em agua. As solucbes de tetrahidroborato de sodio (NaBHy)
(P.A., pureza minima de 97%, Nuclear, http://www.caq.com.br, Brasil) foram
preparadas diariamente pela dissolucdo do reagente solido em solugcdo de NaOH
(pureza minima de 99%, Vetec, http://www.vetecquimica.com.br, Brasil) 0,1% (m/v).

A fase movel (L-cisteina 0,1% (m/v)'® foi preparada diariamente pela
dissolucéo do reagente L-cisteina.HCI.H,O (pureza minima de 98%, Sigma Aldrich)
em agua. O pH da fase movel foi ajustado com NH4OH (concentracdo minima 25%
(v/v) de NHz, Merck). Solu¢cdes tampao, com valores de pH 4,0 +£0,02 (20 °C) e
7,0 £0,02 (20 °C), utilizadas para a calibragdo do potencidmetro, foram adquiridas
da Merck (CertiPUR®).

Solucdo de metanol grau HPLC (pureza minima de 99,9%, Carlo Erba,
http://www.carloerbareagenti.com, Italia) a 20% (v/v) foi preparada pela diluicdo do

solvente em agua, e utilizada para a limpeza diaria da coluna Cys.

4.3. MATERIAIS DIVERSOS

O separador gas-liquido (G/L) utilizado foi construido no Laboratério de
Hialotecnia do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria,
RS.

Todos o0s materiais de vidro utilizados neste trabalho foram
descontaminados por imersdo em solucdo de HNO3; 20% (v/v) por 24 h e,
posteriormente, enxaguados com agua.

Os extratos obtidos ap0s as extracfes foram acondicionados em frascos de
polipropileno (Sarstedt, http://www.sarstedt.com, Alemanha) com fundo conico,
graduados, com capacidade maxima de 15 mL e/ou 50 mL.

O software WINFAAS (EUA) foi utilizado para a integracdo da area dos
sinais cromatograficos.

As analises estatisticas foram feitas utilizando o software GraphPad
Software®, Inc. (InStat 2.1). A comparacdo das médias foi feita através do calculo do

grau de confianca de Student (t), ao nivel de confianca de 95%.
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4.4. OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE OPERACAO DO SISTEMA
LC-CVG-ICP-MS

O sistema LC-CVG-ICP-MS foi otimizado, tendo-se em vista a obtencédo da
melhor razdo sinal/ruido para ?°Hg. A concentracéo da solucdo NaBH, foi variada
entre 0,1 e 0,8% (m/v), mantendo-se a concentragdo de NaOH em 0,1% (m/v). A
concentracdo de HCI (carregador) foi estudada entre 0,5 e 2,0 mol L™ (v/v). Além
disso, as vazOes dos reagentes também foram avaliadas. Para tanto, variou-se a
vazdo do HCl entre 3,5 e 7,5 mL min™, e a vazdo de NaBH, entre 2,0 e 4,0 mL min™.
A influéncia da vaz&o de Ar sobre o sinal analitico do ?*’Hg foi avaliada entre 1,0 e
1,2 L min™,

4.4.1. Escolha da fase moével

O tipo de fase movel foi avaliado levando-se em conta que essa influencia
na separacao das espécies de Hg. Dessa forma, baseado em trabalhos anteriores,
solugbes constituidas por 2-mercaptoetanol, metanol e acetato de amonio***?,
L-cisteina e piridina®® e solucéio de cisteina'® foram testadas como fases moveis.
Estas fases moveis foram testadas em vista de que foram observados alguns
problemas, tanto relacionados a separacdo cromatografica das espécies de Hg,
como em relagcéo a deterioracdo da coluna.

Cada fase movel foi avaliada variando-se a concentracdo dos reagentes, 0
pH e a vazado, de modo a obter a melhor condicdo de cada uma das fases moéveis
testadas, em termos de separacdo cromatografica e tempo de retencdo das

espécies de Hg.
4.5. PREPARO DAS AMOSTRAS
Cinco espécies de cogumelos comestiveis, adquiridas no mercado local,

foram utilizadas para este trabalho. Uma foto de cada uma destas espécies esta
mostrada na Figura 2.
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Figura 2. Espécies de cogumelos comestiveis utilizadas para a andlise de especiacédo de
Hg. (a) Agaricus bisporus; (b) Pleurotus citrinopileatus; (c) Pleurotus eryingii;

(d) Pleurotus ostreatus; (e) Pleurotus djamor.

As amostras de cogumelos foram liofilizadas®® durante 24 h e cominuidas
em um moinho criogénico. O programa utilizado para a cominui¢do consistiu de uma
etapa de pré-congelamento da amostra por 1,5 min e uma etapa de moagem por
2,0 min. Apés a cominuicdo, as amostras foram peneiradas para a obtencdo de um

8,17,90

tamanho de particula inferior a 100 pm e acondicionadas em frascos de vidro

ambar previamente descontaminados.
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Devido a indisponibilidade de material de referéncia certificado (CRM) com
caracteristicas semelhantes ao da amostra estudada, tanto em relacdo a Hg total
como para as diferentes espécies, a exatiddo dos métodos de extracdo estudados
foi verificada com o uso do CRM dogfish liver (DOLT-3), adquirido do National
Research Council of Canada (http://www.nrc-cnrc.gc.ca, Canada). Para isso, 0s
mesmos procedimentos usados para o tratamento das amostras foram adotados
para o CRM, porém, devido a maior concentracdo de Hg neste material foi utilizado
uma massa menor (50 mg) em relacdo a usada para a extracdo de Hg em
cogumelos (500 mg).

4.5.1. Procedimento usado para a determinacdo de me rcurio total em

cogumelos

As amostras foram decompostas em forno de micro-ondas para a
determinacdo de Hg total por CVG-ICP-MS. Cerca de 400 mg de amostra seca
foram pesados e transferidos para o copo de politetrafluoretieno modificado
(TEM™-PTFE) do forno de micro-ondas Ethos-1. Foi feita a adicdo de 8 mL de HNO;
concentrado e a mistura permaneceu em repouso por 12 horas para facilitar a
decomposicdo da amostra. Apds esta etapa, os frascos foram fechados e
submetidos ao programa de aquecimento mostrado na Tabela 2, o qual foi adaptado

de um procedimento recomendado pelo fabricante.*?

Tabela 2. Programa de aquecimento do forno de microondas utilizado para a
decomposicdo de cogumelos. Temperatura maxima: 176 <C; pressao

maxima: 30 bar. (adaptado de 120).

Etapa Tempo, min Temperatura, T Poténcia, W

1 5 100 1000
2 2 100 1000
3 5 150 1000
4 2 150 1000
5 10 180 1000
6 5 180 1000
7 20 - 0
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Apbs o resfriamento, a solucdo obtida foi transferida para um frasco de
polipropileno com capacidade para 50 mL e o volume completado a 30 mL com
agua. Os brancos e o CRM foram preparados de maneira idéntica, porém usando

apenas 50 mg do CRM.

4.5.2. Procedimento usado para a extracdo das espéc ies de Hg assistida por

ultrassom

SolucBes de HCI 1,0; 3,0 e 6,0 mol L* (adaptados de Rio-Segade e
Bendicho®, L-cisteina 1,0% (m/v) (adaptado de Hight e Cheng'®) e agua foram
estudados como meios extratores das espécies de Hg. A solucdo de L-cisteina foi
previamente purificada com NaBH4 0,1% (m/v) e colocada por cerca de 40 min em
banho de ultrassom para a eliminacdo do excesso de reagente adicionado para a
purificacdo. Essa pratica foi adotada durante todo o trabalho, tendo-se em vista os
altos valores de brancos obtidos em estudos preliminares. E importante mencionar
gue apenas esses reagentes foram utilizados por serem os mais indicados para
extracao de Hg.

O comportamento das espécies de Hg nesses meios foi avaliado utilizando-
se solucdes referéncia de Hg** e CH3Hg" na concentracdo de 1,0 pg L™ (como Hg),
nas mesmas condi¢cdes de extracdo. Essa concentracdo foi escolhida, tendo-se em
vista que as concentra¢gfes de Hg presentes nas amostras, em soluc¢do, eram de, no
méximo 1,0 pg L™

Para os procedimentos de extracao das espécies de Hg, cerca de 500 mg de
amostra de cogumelo seco foram transferidos para frascos de polipropileno de
15 mL e foi feita a adicdo de 6 mL do meio extrator. Esta mistura foi submetida a
tratamento com US por 1 min, sob diferentes amplitudes (10, 20 ou 30%). Apés esta
etapa, o pH da solucéo foi ajustado para 4,0 com NH,OH concentrado ou solugéo a
10% (v/v) e o volume final completado para 15 mL com agua. Posteriormente, a
solucéo foi centrifugada por 10 min a 3000 rpm e filtrada através de um filtro de
acetato de celulose com 13 mm de diametro e 0,45 um de tamanho de poro,
previamente a inje¢cdo no cromatografo a liquido. Os brancos e o material de

referéncia certificado (50 mg) foram preparados de maneira idéntica.
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4.5.3. Procedimento usado para a extracdo das espéc ies de Hg assistida por

micro-ondas

As solucdes de HCI® 1,0; 3,0 e 6,0 mol L?, L-cisteina 1,0% (m/v)*® e agua
também foram usadas para a extracdo das espécies de Hg auxiliada por radiagdo
micro-ondas, em sistema fechado. Cerca de 500 mg de amostra de cogumelo foi
transferida para o copo de quartzo do forno de micro-ondas e 6 mL (volume minimo

de solucdo recomendado pelo fabricante do forno de micro-ondas**

) da solucéo
extratora foram adicionados. A poténcia de irradiacdo foi selecionada em 500 W, e
0 programa de irradiacdo consistiu de uma rampa de aquecimento de 5 min até
atingir as temperaturas maximas de 60, 80, 100 ou 120 C, permanecendo nessas
temperaturas por mais 5 min, respectivamente. Apds o resfriamento de 20 min, as
amostras foram transferidas para frascos de polipropileno com capacidade de
50 mL. O pH foi ajustado para 4,0 com solugédo de NH,OH concentrada ou a 10%
(v/v) e o volume final completado para 15 mL com agua. O extrato foi centrifugado
por 10 min a 3000 rpm, diluido e filtrado através de filtro de acetato de celulose com
tamanho médio de poro de 0,45 pm previamente a injecdo no cromatografo a
liquido.

O comportamento das espécies de Hg nos diferentes meios extratores
estudados também foi avaliado nas mesmas condi¢cdes de extracao, utilizando-se
apenas solucdes referéncia de Hg®* e CHsHg" na concentracdo de 1,0 ug L™ (como
Hg). O mesmo tratamento foi usado para extrair as espécies de Hg do material de
referéncia certificado (50 mg) e para preparar os brancos.

4.5.4. Procedimento usado para a extracdo convencio  nal das espécies de Hg

A extracdo convencional também foi avaliada, tendo em vista ser um método
bastante utilizado para a extracdo de diversos elementos de amostras
ambientais.’*?*% Para isso, os mesmos meios extratores (solucdes de HCI,
L-cisteina e agua) estudados anteriormente foram utilizados. Uma massa de 500 mg
de amostra de cogumelo foi pesada em um frasco de polipropileno de 50 mL e 6 mL
do reagente extrator foi adicionado. A mistura foi agitada manualmente por cerca de
1 min e deixada em repouso por 1, 6 e 12 h. Ap0s 0s respectivos tempos de

extracdo, o pH do extrato foi ajustado para 4,0 com solu¢ées de NH,OH concentrada
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ou a 10% (v/v) e o volume completado para 15 mL com &gua. Em seguida, as
amostras foram submetidas a centrifugacdo por 10 min a 3000 rpm, diluidas e
filtradas com filtro de acetato de celulose com 0,45 pum de tamanho de poro
previamente a determinacdo por LC-CVG-ICP-MS. Assim como nos estudos
anteriores, o0 comportamento das espécies de Hg nos meios extratores estudados
também foi avaliado nas mesmas condicbes de extracdo, utilizando-se apenas
solucées referéncias de Hg** e CHsHg" na concentracdo de 1,0 pg L™ (como Hg), e
o0 mesmo tratamento foi usado para extrair as espécies de Hg do material de

referéncia certificado (50 mg) e para preparar os brancos.

4.6. AVALIACAO DA MASSA DE AMOSTRA PARA A EXTRACAO DAS
ESPECIES DE Hg

A partir dos testes preliminares nas condi¢des utilizadas foi verificado que a
L-cisteina foi o melhor meio extrator. Desta forma, somente a eficiéncia de extracao
das espécies de Hg das amostras de cogumelo em meio extrator de L-cisteina 1,0%
(m/v) foi avaliada para diferentes massas de amostra. Para isso, a massa de
amostra foi variada entre 250 e 1000 mg, mantendo-se constante o volume do
reagente extrator (6 mL) em virtude de este ser o volume minimo recomendado pelo
fabricante do forno de micro-ondas.*?* Esse estudo foi aplicado para os trés métodos
de extracdo avaliados (extracdo assistida por ultrassom, micro-ondas e

convencional).

4.7. AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE L-CISTEINA PARA A EXTRACAO
DAS ESPECIES DE Hg

A eficiéncia da concentracdo do meio extrator L-cisteina também foi
avaliada. Para isso, a concentracéo foi variada entre 0,1 e 1,0% (m/v), utilizando-se
para cada concentracdo estudada cerca de 500 mg de cogumelo e 6 mL da solucdo
extratora, seguido dos mesmos procedimentos anteriormente descritos para o
preparo da amostra. Esse estudo também foi aplicado para os trés métodos de

extracdo estudados (extracdo assitida por ultrassom, micro-ondas e convencional).
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4.8. AVALIACAO DOS PROCEDIMENTOS DE EXTRACAO

A eficiéncia dos métodos de extracdo foi avaliada através de ensaio de
recuperacdo das espécies de mercurio (Hg?* e CHsHg") nas amostras e pela
determinacdo de Hg total e CHsHg" no material de referéncia certificado (DOLT-3).
Para o ensaio de recuperacao, concentracdes conhecidas das duas espécies foram
adicionadas antes dos procedimentos de extracdo. A quantidade das espécies de
Hg adicionadas foi escolhida em funcdo das concentracbes das espécies

naturalmente presentes na amostra e das diluigdes feitas.



5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os topicos relacionados aos
procedimentos de preparo de amostra para especiacdo quimica de mercurio por
extracdo convencional, assistida por ultrassom e por radiagdo micro-ondas. Seréo
descritos os procedimentos de ajuste dos parametros relacionados ao sistema
LC-CVG-ICP-MS e apresentados e discutidos os resultados obtidos para as
espécies de Hg nas solucbes de referéncia e nas amostras. Também serdo
discutidas as eficiéncias da extracdo de cada procedimento avaliado, empregando

material de referéncia certificado e ensaios de recuperagéo.
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5.1. OTIMIZACAO DO SISTEMA LC-CVG-ICP-MS

5.1.1. Ajuste do instrumento de ICP-MS

As determinaces de Hg por ICP-MS foram feitas monitorando o 2%?Hg,
isétopo mais abundante do elemento, sendo que o instrumento de ICP-MS foi
inicialmente ajustado no modo convencional de introducéo de solucdes (nebulizacéo
pneumatica), com a finalidade de obter a maxima sensibilidade para o elemento,
conforme descrito no item 4.1. (“Instrumentacéo”). Quando o sistema de LC-CVG foi
acoplado ao instrumento de ICP-MS, a otimizagdo de cada parametro foi feita
separadamente, em que a vazdo da fase movel introduzida foi fixada em
1,0 mL min™ e a poténcia da radiofreqiiéncia em 1300 W. A vazéo do gas de arraste
(argdnio) foi avaliada de 1,00 a 1,20 L min™ e fixada em 1,20 L min, considerando a

vazao onde se obteve a melhor razéo sinal/ruido para o ***Hg.

5.1.2. Especiac¢ao de Hg por LC-CVG-ICP-MS

Diversos estudos sobre a estabilidade de Hg?* e CHsHg" em amostras
biolégicas, em diversos meios extratores estdo disponiveis na literatura.****'?? No
entanto, considerando que pouco se conhece sobre a matriz da amostra estudada,
por precaucao, todas as extracdes foram avaliadas no mesmo dia do seu preparo.

A solugéo da saida da coluna C;g foi misturada, em linha, com a solucédo de
HCI e do redutor, cuja finalidade € gerar espécies volateis dos analitos. Apos a
separacdo das fases no separador G/L, os vapores foram introduzidos no ICP,
conforme mostrado na Figura 1 (“Materiais e Métodos”). O tipo, a concentracédo e a
vazado da fase mével foram avaliados, de forma a obter a melhor separacdo e
quantificacdo das espécies de Hg. Os resultados obtidos para estas otimizacdes
serdo apresentados nos proximos itens. O volume injetado de solucéo foi de 200 L
para todos os testes realizados. As otimiza¢cfes foram feitas utilizando-se solucbes
de referéncia de Hg** e CHsHg" na concentracdo de 1,0 pg L™ (como Hg), diluidas

na fase movel.®’
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5.1.2.1. Escolha da fase mével

A fase movel influencia na separacédo das espécies de Hg, sendo, portanto,
esse parametro primeiramente avaliado. Deve-se observar que a fase movel deve
ser compativel com a técnica empregada para a detec¢cdo (CVG-ICP-MS) das
espécies. Por exemplo, a introducéo direta no ICP de solu¢cdes com elevados teores
de solventes organicos pode causar instabilidade do plasma ou sua extincdo, bem
como formar depdsitos de carbono na interface do instrumento. Além disso, no caso
do Hg, o carbono pode causar aumento da intensidade do sinal, possivelmente em
funcdo das recombinagbes (ions e elétrons) que acontecem no plasma para os
elementos com elevado potencial de ionizacdo como o Hg (1007,0 kJ mol™).1%81%
No caso da geracédo de vapor quimico, o meio também pode influenciar nas reacoes,
sendo que, de maneira geral, solventes organicos sao prejudiciais.

Diversas solugdes foram usadas como fases mdveis em trabalhos anteriores
de especiacdo de Hg.'>*"* Dessa forma, foram testadas solucdes contendo
metanol, 2-mercaptoetanol e acetato de amonio, piridina e L-cisteina e, ainda,
L-cisteina como fases méveis.'***4%% Na Figura 3 sdo mostrados os cromatogramas
obtidos a partir das solucdes de referéncia de Hg** e CHsHg" com as fases moéveis
contendo metanol, 2-mercaptoetanol e acetato de amonio.
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Figura 3. Influéncia da fase mével na separacdo das espécies de Hg com coluna Cgs.
Cromatogramas obtidos a partir de solugcdes contendo Hg** e CHzHg" 1,0 ug L™
(como Hg). (a) Metanol 50% (v/v), 2-mercaptoetanol 0,13 mmol L™, acetato de
aménio 0,06 mol LY, pH 7,0; (b) metanol 3% (v/v), 2-mercaptoetanol 0,13
mmol L*, acetato de aménio 0,2 mol L?, pH 6,8. Determinacdes feitas por
LC-CVG-ICP-MS [NaBH, 0,25% (m/v)].
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Como pode ser observado na Figura 3, os cromatogramas apresentam
separacdes distintas, em funcédo das diferentes concentracbes dos reagentes das
fases moéveis. As espécies de Hg do cromatograma (a) apresentam tempos de
retencdo relativamente curtos. No entanto, a separacdo das espécies ndo € muito
boa. No cromatograma (b) as espécies de Hg sdo bem separadas, mas os tempos
de retencdo das espécies aumentaram consideravelmente em relacdo aos tempos
de retencéo obtidos no cromatograma (a).

Pode-se observar também, que os tempos de retencdo das duas espécies
de Hg mudam conforme a fase mével utilizada. Segundo Harrington e Catterick'?,
esse fato pode ser explicado porqgue o 2-mercaptoetanol (que estad presente nas
fases méveis dos cromatogramas (a) e (b)) afeta apenas a retencdo do Hg?*, ndo
apresentando influéncia sobre o tempo de reten¢do do CH3zHg". No caso das fases
moveis testadas nesse trabalho, o reagente que teve maior influéncia nos tempos de
retencdo dos analitos foi o metanol, cuja concentragao foi alterada de 50% no
cromatograma (a) para 3% no cromatograma (b). Desse modo, pode-se concluir que
guanto menor a concentracdo desse solvente organico, maior serdo os tempos de
retencdo das espécies de Hg, e melhor separacdo serd conseguida. Pode-se
observar também, que o metanol teve maior influéncia no tempo de retencdo do
Hg?*, fazendo que o tempo passasse de 7,1 min (cromatograma (a)) para 18 min (no
cromatograma (b)). ObservacGes semelhantes obtiveram Harrington e Catterick, que
concluiram que o aumento da concentracdo de metanol diminui o tempo de retencéo
das espécies de Hg, mas n&o influencia na separacéo das espécies.'®

Os experimentos iniciais deste estudo foram feitos com a fase maével (a),
apos essa ser otimizada em termos de concentracdo de reagentes da fase movel,
pH e separacdo. No entanto, apos aproximadamente trés meses de uso continuo da
coluna C;g, a capacidade de separacdo dos compostos ficou comprometida, ou seja,
ndo ha mais separacdo dos analitos. Além disso, ndo foi possivel fazer a
regeneracdo da coluna de acordo com o0s procedimentos normalmente
recomendados.’® Na Figura 4(a) é mostrada a influéncia da fase moével na
separacdo das espécies de Hg e na Figura 4(b) a perda da capacidade de

separacdo das mesmas pela coluna C;g ap0s uso por aproximadamente trés meses.
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Figura 4. Influéncia da fase mével na separacao das espécies de Hg quando a coluna C,g €
nova (a) e apds aproximadamente trés meses de uso. Cromatogramas obtidos a
partir de solucdes contendo 1,0 ug L™ de Hg®* e CHz;Hg" (como Hg). Fase mével:
metanol 50% (v/v), 2-mercaptoetanol 0,13 mmol L?, acetato de ambdnio 0,06
mol L, pH 7,0. Determinagdes feitas por LC-CVG-ICP-MS [NaBH, 0,25% (m/v)].

Apés esta constatacdo, a fase movel (b) (Figura 3) foi adotada para os
estudos posteriores, apos as devidas otimizacdes em relacdo a concentracdo de
reagentes, pH e separacdo. Da mesma forma, a capacidade de separacéo da coluna
C1g foi comprometida apés aproximadamente 30 dias de uso continuo. E importante
ressaltar que ndo ha relatos na literatura sobre estes problemas, especialmente
usando esta fase mével.'*® No entanto, acredita-se que essa perda da capacidade
de separar as espécies de Hg possa ter sido provocada pela adsorcdo do
2-mercaptoetanol (ou de possiveis compostos formados), usado na fase moével. Na
Figura 5 estd mostrada a influéncia da fase mével sobre a separacédo das espécies

de Hg e a perda da capacidade de separacdo das mesmas pela coluna Cgs.
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Figura 5. Influéncia da fase movel na separacdo das espécies de Hg (a) e perda da
capacidade de separacédo (b) da coluna C;g. Cromatogramas obtidos a partir de
solugdes contendo 1,0 pg L™ de Hg** e CH3Hg" (como Hb). Fase moével: metanol
3% (v/v), 2-mercaptoetanol 0,13 mmol L™, acetato de aménio 0,2 mol L™, pH 6,8.
Determinacdes feitas por LC-CVG-ICP-MS [NaBH, 0,25% (m/v)].

Considerando que as fases méveis (a) e (b) da Figura 3 levaram a perda da
capacidade de separagdo das espécies de Hg na coluna Cig, as fases moveis
referentes aos cromatogramas (a) e (b) da Figura 6 foram testadas. Pode-se
observar que os tempos de retencdo das espécies de Hg foi reduzido

consideravelmente em relacdo a fase movel do cromatograma (b) da Figura 3.
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Figura 6. Influéncia da fase mével na separacdo das espécies de Hg com coluna Cgs.
Cromatogramas obtidos a partir de solugcdes contendo Hg** e CHzHg" 1,0 ug L™
(como Hg). (a) L-cisteina 28,5 mmol L™, piridina 50 mmol L* pH 3,5;
(b) L-cisteina 5,7 mmol L, pH 4,0. Determinacdes feitas por LC-CVG-ICP-MS
[NaBH,4 0,25% (m/v)].
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Essas fases moveis sdo constituidas por L-cisteina, como reagente
complexante, ao invés de 2-mercaptoetanol, o que pode explicar os baixos tempos
de retencédo dos analitos, que podem ser devido ao carater hidrofilico do complexo
Hg(L-cisteina) formado.’® Os dois cromatogramas mostram separacdes bastante
semelhantes e baixos tempos de retencdo dos analitos. Optou-se pela escolha da
fase movel referente ao cromatograma (b), por ndo ser necessario o uso de metanol,
que além de evitar problemas relacionados ao uso de solventes organicos na fase

movel*©

na etapa da geracdo de vapor com o NaBH, ndo teve influéncia na
separacédo das espécies. Também, a piridina € considerada téxica.

A fase movel constituida por L-cisteina 0,1% (m/v), adaptada de Hight e
Cheng®3, levou a melhor separacéo dos compostos de Hg e nao foi observado danos

a coluna Cyg. Em outros trabalhos®>%°

, também foi utilizada essa fase movel para a
separacdo de Hg*" e CHsHg*. Na Tabela 3 estdo relacionados os parametros e as
condi¢cdes utilizadas para especiacdo de Hg em cogumelos comestiveis por

LC-CVG-ICP-MS.

Tabela 3. Par@metros operacionais para o instrumento de LC.

Parametros Condicdes
C1s Waters ODS2 (250 x 4 mm d.i.,
Coluna . ]
5 um de diametro de particula)
] L-cisteina 0,1% (m/v),
Fase movel
pH 4,0
Forma de eluigao Isocrética
Vazéao da fase movel 1,0 mL min™
Volume de amostra 200 pL
Pressao 2000 psi

Depois de feitos 0s ensaios descritos anteriormente para a escolha das
condicbes experimentais mais adequadas para a separacdo das espécies de Hg
(Tabela 3), estas foram aplicadas para a quantificacdo das espécies de Hg nas

amostras de cogumelos.
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5.1.2.2. Efeito da concentragcao e vazao de NaBH 4

A concentracdo de NaBH, influencia na cinética da reacdo de geracdo de
vapor quimico das espécies de Hg, através da formacdo de Hg° a partir de Hg** e
CHsHgH e/ou Hg° a partir de CHsHg*.**? Com o objetivo de melhorar os limites de
deteccdo na determinacdo de Hg®* e CHsHg" e prevenir a entrada de compostos
organicos para o plasma, a saida da coluna Cg foi conectada a um sistema de
geracdo de vapor quimico (Figura 1). Nesse caso, a influéncia da concentracao de
NaBH, foi avaliada na faixa de 0,05 até 0,8% (m/v), de modo a se obter as maiores
intensidades de sinal a partir de solucées referéncia de Hg** e CHsHg" 5,0 pg L™
(como Hg). As solucdes foram preparadas na propria fase movel. Os resultados
estdo mostrados na Figura 7. Foi observado que a maior intensidade para ambas as
espécies de Hg foi obtida quando a concentracdo de NaBH, foi 0,8%. Porém, a partir
de 0,5%, a instabilidade do plasma aumenta, possivelmente devido ao excesso de
H, liberado durante a reac&o.'® Dessa forma, a concentracdo de NaBH, escolhida
para as determinacdes subsequentes foi 0,25% (m/v).

A influéncia da vazdo da solucdo de NaBHj foi variada de 2,0 a 4,0 mL min™,
sendo que as maiores intensidades para ambas as espécies de Hg foram
conseguidas com 2,0 mL min™. As intensidades das espécies de Hg para as

diferentes concentracdes e vazoes testadas sdo mostradas na Figura 7.

£ 25000 1 o N £ 25000 1 o N
o) —&-Mercurio inorganico —&— Metilmercurio o —#-Mercurioinorganico ——Metilmercurio
© ©
£ 20000 A £ 20000 A
8 8 ‘\‘\‘\a_‘
o o
< 15000 - /./é: < 15000 - e .
ks ks
S 10000 - © 10000 -
0 7]
3 ! o
E 5000 £ 5000 A
O T T T T ! O T T T T T 1
00 02 04 06 08 10 1,5 20 25 30 35 40 45
Concentracdo de NaBH,, % Vazéo de NaBH,, mL mint

Figura 7. Efeitos da concentracdo e vazao de NaBH, sobre a intensidade das espécies de
Hg, determinadas por LC-CVG-ICP-MS. Carregador da amostra: HCI 1,0 mol L
vazdo de HCI: 8,0 mL min; vaz&o do gas de arraste: 1,10 L min™. Solucbes de

referéncia de Hg** e CH3;Hg" em concentraco de 5,0 ug L™* (como Hg) (n = 5).
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De acordo com a Figura 7, as intensidades das espécies de Hg séo

|.l5

diferentes. Chiou et al.” atribuiu essa diferenca devido a eficiéncia de geracdo de

vapor quimico das espécies de Hg.
5.1.2.3. Efeitos da concentracdo e vazéo de HCI

A concentracdo de HCI foi variada de 0,5 até 2,0 mol L™, cujas intensidades
do sinal para CHsHg" ndo tiveram variacéo significativa. No entanto, para Hg** as
intensidades do sinal mantiveram-se estaveis a partir de 1,0 moL L™, sendo assim
escolhida essa concentracdo de HCI para as demais determinagoes.
Adicionalmente, a vazdo de HCI foi variada de 3,5 a 7,5 mL min™, sendo que as
maiores intensidades para as espécies de Hg foram conseguidas em 3,5 mL min™.
As intensidades das espécies de Hg para as diferentes concentracdes e vazdes
testadas sdo mostradas na Figura 8.
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Figura 8. Efeitos da concentracéo e vazado de HCI sobre a intensidade das espécies de Hg,
determinadas por LC-CVG-ICP-MS. NaBH,: 0,25% (m/v); vazdo de NaBH,:
2,0 mL min™; vazdo do géas de arraste: 1,10 L min™. Solucdes de referéncia de

Hg?* e CH3Hg" em concentracéo de 5,0 ug L™ (como Hg) (n = 5).
5.1.2.4. Escolha da vazéo do gas de arraste

Na geracdo de vapor quimico as espécies volateis de Hg sdo carregadas
com o auxilio de um gas de arraste do separador G/L até no plasma, este deve ser
avaliado, pois ele influencia no carregamento desse vapor, bem como nas condi¢cdes

do plasma.’®® O gas de arraste utilizado foi o argdnio, e a otimizacdo da vaz&o deste
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foi feita apds o ajuste dos parametros do sistema LC-CVG-ICP-MS, anteriormente

descritos. A vazdo de argdnio foi variada de 1,00 a 1,20 L min™, sendo o efeito

mostrado na Figura 9.

Figura 9.
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Influéncia da vazéo do gas de arraste sobre a intensidade dos sinais de Hg** e
CHsHg". NaBH,: 0,25% (m/v); HCI : 1,0 mol L™* (v/v); vazdo de NaBH.:
2,0 mL min™, vazdo de HCI: 3,5 mL min™. Solucdes de referéncia de Hg*" e

CH3Hg" em concentracéio de 5,0 pug L™ (como Hg) (n = 5).

Como pode ser visto na Figura 9, as intensidades dos sinais para as duas

espécies de Hg aumentaram com o aumento da vazdo do gas de arraste. Sendo

assim, a vazdo de 1,20 L min™ foi selecionada para as determinacdes posteriores.

5.2. DETERMINACAO DE Hg TOTAL EM COGUMELOS

As amostras de cogumelos foram decompostas em forno de micro-ondas,

juntamente com o material de referéncia certificado (DOLT-3), conforme descrito no

item 4.5.1. (“Procedimento usado para a determinacdo de mercuario total em

cogumelos”), e os valores obtidos para Hg total nessas amostras foram adotados

como referéncia. As concentragcbes de Hg total determinadas nas amostras

decompostas estdo apresentadas na Tabela 4, juntamente com os valores para Hg

total obtido no CRM.
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Tabela 4. Concentracdo (ng g'l) de Hg total nos cogumelos e no CRM (DOLT-3), obtida
apos a decomposi¢cdo da amostra em forno de micro-ondas e determinag&o por
CVG-ICP-MS (n = 3).

Amostra Hg total
Agaricus bisporus 39,9+2,0
Pleurotus citrinopileatus 289+1,2
Pleurotus eryingii 20,825
Pleurotus ostreatus 24,4+0,1
Pleurotus djamor 25,6 0,8
DOLT-3" 3258 + 85

" Valor certificado de Hg no DOLT-3: 3370+ 140 ng g™

De acordo com a Tabela 4, a concentracdo de Hg total nos cogumelos é
baixa, estando abaixo da concentracdo maxima recomendada pela EPA e pela
OMS.5'49’50

De acordo com a Anvisa®’, o limite maximo de concentracéo estabelecido
para Hg em alimentos, incluindo cogumelos comestiveis, é de 0,01 mg kg™.
Portanto, a concentracdo de Hg total encontrada para as amostras esta acima da
concentracdo maxima permitida. Mas levando-se em conta que essa concentracao
limite para Hg refere-se apenas aos cogumelos com obrigatoriedade de registro no
6rgdo de saude, de acordo com o Regulamento Técnico n°6 °>°3, excluem-se, dessa
forma, os cogumelos comestiveis “in natura”, os quais foram usados para este

trabalho.

5.3. AVALIACAO DOS METODOS UTILIZADOS PARA EXTRACAO DE
MERCURIO INORGANICO E METILMERCURIO EM COGUMELOS

5.3.1. Extracao assistida por ultrassom

A composicdo da solucdo extratora € um dos fatores que influenciam na
eficiéncia de extracdo das espécies de Hg.* Dessa forma, inicialmente, o
comportamento das espécies de Hg em diferentes solugbes extratoras (HCI 1,0; 3,0
e 6,0 mol L™, L-cisteina 1,0% (m/v) e agua) foi investigado, com o obijetivo de avaliar

possiveis conversdes das espécies de Hg. Para isso, solucdes referéncia contendo
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Hg*" e CHsHg" a 1,0 pg L™ (como Hg) foram preparadas em cada meio de extracdo
e submetidas a diferentes amplitudes de US (10, 20 e 30%) por 1 min.®*® A Figura
10 mostra o efeito da aplicacdo de US, nas diferentes amplitudes, sobre a

estabilidade das espécies de Hg.
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Figura 10. Efeito do US sobre a estabilidade de Hg?* e CHs;Hg* em (a) HCI 6,0 mol L™;
(b) HCI 3,0 mol L™; (c) HCI 1,0 mol L™; (d) L-cisteina 1,0% (m/v); (e) agua.
Volume das solugdes extratoras: 6 mL, volume final: 15 mL, pH 4,0, tempo de

sonicagdo: 1 min, poténcia da sonda de US: 100 W (n = 3).

De acordo com a Figura 10, foi observado que nas solu¢cdes extratoras de
HCl ocorreu conversdo de CHsHg' para Hg®*, de forma que em todas as

concentracdes de HCI testadas a intensidade do sinal de Hg?* aumentou
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proporcionalmente a diminuicido da intensidade do sinal de CH3zHg". Por outro lado,
ndo foi observada conversdo das espécies de mercurio em agua e L-cisteina 1,0%
(m/v). O ponto representado pela amplitude “0” corresponde aos testes sem 0 uso
de US, sendo as mesmas preparadas nos meios extratores, com pH ajustado para
4,0 e as solucdes aferidas a 15 mL. Pode-se observar também que os desvios-
padrdo sao baixos.

A degradacdo de CHsHg' para Hg®* por efeito do US também foi observada

.94, que verificaram que a conversdo completa de CHsHg" ocorreu

por Capelo et a
em meio de HCI a partir de 1,0 mol L, quando foi aplicado US com 30% de
amplitude por 3 min. Os autores concluiram que o meio de HCI é necessério para
que ocorra a degradacdo dos compostos de Hg em relacdo a outros reagentes,
como H,O, e HNO3, que promoveram uma degradacdo incompleta. O estudo ainda
mostrou que a cinética de degradacdo é maior para o CHsHg" que para outros
compostos organicos, como o fenilmercario, e segundo o0s autores, esse
comportamento pode estar associado ao aumento da volatilidade do CHszHg" em
relacdo ao fenilmercurio, o que pode ter facilitado sua degradacdo nas bolhas de
cavitacdo geradas pelo US. Outra hipétese mencionada pelos autores refere-se aos
mecanismos de degradacdo do CHzHg", que pode estar associado a combustdo do
composto dentro da zona gasosa ou da zona quente das bolhas de cavitagédo, assim
como pelos radicais gerados.

E importante mencionar que as conversées das espécies de Hg, observadas

7,9,64 nos

7,64,82

na Figura 10, n&o estdo de acordo com as observacgdes de outros trabalhos
quais foi usado banho de US para extrair Hg** e CH3Hg" de amostras de peixe.
Isto pode ser explicado pelo fato da energia liberada pela sonda de US ser,
comumente, maior que a energia liberada no banho.*®

Considerando que, de acordo com a Figura 10, as solugdes referéncia das
espécies de Hg testadas ndo sofreram conversdo nos meios extratores agua e
L-cisteina, e levando-se em conta que o comportamento das espécies de Hg em
solucdo aquosa e na amostra pode ser diferente, a eficiéncia de extracdo das
solucdes extratoras nos cogumelos e no CRM foi avaliada. Para isso, a amplitude de
US escolhida foi de 20%, pois foi a que levou a menor variagédo das intensidades dos
sinais das espécies de Hg, especialmente quando a agua foi usada como solucéo
extratora. Na Figura 11 estdo mostrados 0s cromatogramas obtidos para as

extracoes de Hg nessas amostras.
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Figura 11. Cromatogramas referentes a aplicagéo de US (20% de amplitude) durante 1 min
na solucéo referéncia mista 1,0 pg L™ (como Hg) (azul) e na amostra (extraco)
(vermelho) em diferentes meios de extracéo. (a) HCI 6,0 mol L™; (b) HCI 3,0
mol L™*; (c) HCI 1,0 mol L™"; (d) L-cisteina 1,0% (m/v); () 4gua. Massa de
amostra: 500 mg, volume de solugdo extratora: 6 mL, volume final: 15 mL,
pH 4,0.

De acordo com a Figura 11, apenas a L-cisteina 1,0% (m/v) (cromatograma
d) extraiu quantitativamente as espécies de Hg da amostra, ao passo que para as
outras solucdes, as extracdes ndo foram quantitativas. Isto pode ser observado nos
cromatogramas (a), (b), (c) e (e). Na Tabela 5 sdo mostradas as concentragdes das
espécies de Hg obtidas apos a extracdo com US na amostra estudada (Agaricus

bisporus), assim como no CRM (DOLT-3), nas diferentes solu¢des extratoras.
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Tabela 5. Concentracdes (ng g*) obtidas para as espécies de Hg em cogumelo e no CRM,

extraidas a partir das solu¢des extratoras de HCI 1,0; 3,0 e 6,0 mol L, agua e

L-cisteina 1,0% (m/v), utilizando US a 20% por 1 min (n = 3).

Solugéo

Amostra Hg ** CHsHg™” HY total
extratora
, Agaricus bisporus <0,45 <1,07 -
HCI 6,0 mol L~ R
DOLT-3 <0,45 538 + 76 538 £ 76
, Agaricus bisporus <0,44 <1,06 -
HCI 3,0 mol L~
DOLT-3 30,9 +£16,0 137 £18 184 +24
, Agaricus bisporus <0,44 <1,06 -
HCI 1,0 mol L~
DOLT-3 <0,44 62,0+ 7,3 62,0+7,3
L-cisteina 1,0% Agaricus bisporus 31,4+0,1 4,82+056 36,2+0,57
(m/v) DOLT-3 1695 £ 30 1421 + 46 3116 £ 55
A Agaricus bisporus  2,31+0,20 1,15+0,18 3,46 +0,27
ua
J DOLT-3 21,7+0,8 166 £7 188 +7

Hg 0 (MW) Agaricus bisporus: 39,9 +2,0ng g™
DOLT-3: 3258 +85ng g*
" Valores certificados: Hg o 3370 + 140 ng g'; CH3Hg* 1590 + 120 ng g™
” Expresso como Hg**
™ Soma da concentracdo de CH;Hg"* e Hg?

De acordo com a Tabela 5, as eficiéncias das extracdes das espécies de Hg
nas solugbes extratoras contendo HCI foram muito baixas, sendo que as
concentracdes de Hg obtidas para os cogumelos ficaram abaixo do LD para ambas
as espécies determinadas. Essa baixa eficiéncia de extracdo de Hg, utilizando
solucéo de HCI sob acéao do banho de US por uma hora foi também observada por
Gao et al.®*, quando determinaram Hg em amostra ambiental.

Por outro lado, a capacidade da L-cisteina em extrair Hg?* e CHsHg" da
amostra e do CRM possivelmente deve-se a alta afinidade do Hg ao grupo sulfidrila
da L-cisteina.”***> Além disso, segundo Meng et al.**, um meio extrator acido facilita
a extracao das espécies de Hg nessas matrizes, o que esta de acordo com o que foi
observado no presente tabalho. Adicionalmente, o ajuste de pH apds a extragdo dos
analitos para posterior determinacdo por LC-CVG-ICP-MS foi facilitado, ja que o pH

final foi ajustado para 4,0.
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De acordo com os resultados obtidos, a solugdo de L-cisteina 1,0% (m/v)
como solucédo extratora e a radiacdo US em amplitude de 20% foram selecionadas
para os estudos subsequentes.

Utilizando as condi¢cdes estabelecidas anteriormente, o efeito do tempo de
aplicacdo de US sobre o comportamento das espécies de Hg também foi avaliado.
Para isso, tempos de extracao entre 0,5 a 3 min foram testados. Todos 0s ensaios
foram feitos em banho de agua em temperatura ambiente (20 °C). A Figura 12
mostra o efeito do tempo de sonicacéo sobre as solucdes de referéncia de Hg®" e
CHsHg®, em que se pode observar que ndo houve conversdo das espécies de Hg

nas solugdes, nos tempos estudados.
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Figura 12. Efeito do tempo de aplicacédo de US (20% de amplitude) sobre a estabilidade de
Hg?* e CHsHg* em L-cisteina 1,0% (m/v). Volume de L-cisteina: 6 mL, volume
final: 15 mL, pH 4,0 (n = 3).

As eficiéncias das extracdes das espécies de Hg, utilizando diferentes
tempos de aplicacao de US, foram também avaliadas na amostra Agaricus bisporus.
Na Figura 13 esta mostrada a sobreposicdo dos cromatogramas referentes a
aplicacdo de US a 20% de amplitude na solucdo referéncia mista 1,0 ug L™* (como

Hg) e para a extracao das espécies de Hg da amostra, em diferentes tempos.



Apresentacéo e Discussdo dos Resultados
75

15000 - . 15000 - Hg*
8 (a‘) Hg + n (b) +
) CH3Hg 2 CH3Hg
£ 10000 - ¢ 10000 -
< B
o k=]
2 @
2 5000 A $ 5000 -
IS £
O T T T T 1 O T T T T 1
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Tempo, min Tempo, min
15000 - 2+ 15000 -
(©) Hg (d) 2
3 a Hg .
° ° CHsHg
< 10000 - @ 10000 -
© ©
© ©
S S
0 7]
S 5000 - & 5000 A
E E
A e ettt st i
O T T T T 1 O T T T T 1
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Tempo, min Tempo, min

Figura 13. Cromatogramas referentes a aplicacdo de US a 20% de amplitude na solucéo
referéncia mista 1,0 pg L™ (como Hg) (azul) e na amostra (extracdo) (vermelho)
em solucdo de L-cisteina 1,0% (m/v). (a) 0,5 min; (b) 1 min; (c) 2 min; (d) 3 min.
Massa de amostra: 500 mg, volume de L-cisteina: 6 mL, volume final: 15 mL,
pH 4,0.

As concentracdes das espécies de Hg, obtidas apds a extracdo com US a
20% de amplitude no cogumelo Agaricus bisporus, nos diferentes tempos de

sonicagdo sao mostradas na Tabela 6.
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Tabela 6. Concentracbes (ng g*) obtidas para as espécies de Hg em cogumelo (Agaricus
bisporus), extraidas com solug¢éo de L-cisteina 1,0% (m/v), utilizando US a 20%

de amplitude em diferentes tempos de sonicacéo (n = 3).

Tempo de - - -
~ . Hg CH3Hg Hg total
extracao (min)
0,5 34,2+1,8 3,58+0,13 37,8+£1,8
1,0 37,1+0,3 4,99 +0,41 42,1+0,5
2,0 36,1+2,2 4,16 £ 0,21 40,3+2,2
3,0 36,2+2,0 4,91 £0,25 41,1+2,0

Hg ww (MW) Agaricus bisporus: 39,9 +2,0 ng g™
Expresso como Hg?
” Soma da concentracdo de CHz;Hg* e Hg**

De acordo com a Figura 11 e a Tabela 6, as eficiéncias das extracdes das
espécies de Hg foram quantitativas para todos os tempos de aplicacdo de US a 20%
de amplitude. Além disso, foi feita avaliacdo estatistica desses resultados (Teste
t-Student, intervalo de confianca de 95%, p < 0,05), e verificou-se que nédo houve
diferenca significativa entre a soma das espécies de Hg e o valor de Hg total,
determinado por CVG-ICP-MS nos tempos estudados. No entanto, devido a menor
variacdo dos resultados, o tempo de extracdo de 1 min foi escolhido para os estudos

posteriores.
5.3.2. Extracdo assistida por micro-ondas

A temperatura € um parametro importante na estabilidade e na extracao das
espécies de Hg, de modo que ela deve ser limitada para evitar perdas do analito por
volatilizacdo ou degradacéo das espécies.'>”® Dessa forma, a poténcia do forno de
micro-ondas foi fixada em 500 W, e as demais condi¢Ges foram ajustadas para se
trabalhar com temperaturas maximas de 60, 80, 100 ou 120 T, nas diferentes
solucées extratoras (HCI 1,0; 3,0 e 6,0 mol L™, L-cisteina 1,0% (m/v) e agua), em
sistema fechado.

O comportamento das espécies de Hg nessas solucdes foi investigado, com
0 objetivo de avaliar possiveis conversdes ou perdas das espécies. Para isso,
solucbes referéncia de Hg®* e CHsHg* contendo 1,0 pg L (como Hg) foram
submetidas a radiacdo MW até as temperaturas maximas mencionadas
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anteriormente. A Figura 14 mostra o comportamento das espécies de Hg em relacdo

a aplicacdo da radiacdo MW nas temperaturas testadas.
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Figura 14. Efeito da temperatura na extracdo auxiliada por radiagdo MW sobre a

estabilidade de Hg?* e CHz;Hg" em diferentes solucbes extratoras. (a) HCI
6,0 mol L™; (b) HCI 3,0 mol L™; (c) HCI 1,0 mol L™ (d); L-cisteina 1,0% (m/v);

(e) agua. Volume das solucdes extratoras: 6 mL; volume final: 15 mL, pH 4,0;

aquecimento por MW em sistema fechado; tempo de aquecimento: 10 min,

com rampa de 5 min (n = 3).
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De acordo com a Figura 14, foi observado que em solugédo de HCI 6,0
mol L™ ocorreu degradacdo de CHsHg* em todas as temperaturas testadas. J4 em
HCI 3,0 mol L™ a conversdo de CH3Hg" para Hg?* ocorreu em temperaturas maiores
que 100 T, e em solucdo de HCI 1,0 mol L™ as espécies de Hg sdo estaveis.
Também foi observado que em &agua a conversdao das espécies de Hg ocorreu
somente a 120 € e, nenhuma conversdo ocorreu na solucdo de L -cisteina 1,0%
(m/v).

Considerando os dados mostrados na Figura 14 para as espécies de Hg nas
solugcbes de referéncia em &gua e L-cisteina, e levando-se em conta que o
comportamento dessas espécies em solucdo aquosa e na amostra pode ser
diferente, a eficiéncia de extracdo de Hg das amostras foi avaliada, fixando-se para
tanto a temperatura em 100 € e o tempo de irradia¢c &0 das MW em 10 min. Esta
condicao levou a uma menor variagdo das intensidades dos sinais para as espécies
estudadas, para ambas as solugbes extratoras. Na Figura 15 é mostrada a
sobreposicao dos cromatogramas obtidos para os ensaios feitos com radiacdo MW
sobre a solucdo de referéncia mista na concentracdo de 1,0 pg L™ (como Hg) e para

a extracao de Hg da amostra de cogumelo.
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Figura 15. Cromatogramas referentes a aplicacdo de MW a 100 °C durante 10 min na
solucéo referéncia mista 1,0 pg L™ (como Hg) (azul) e na amostra (extrag&o)
(vermelho) em diferentes meios de extracdo. (a) HCI 6,0 mol L™; (b) HCI 3,0
mol L™ (c) HCI 1,0 mol L (d) L-cisteina 1,0% (m/v); (e) 4gua. Massa de
amostra: 500 mg, volume de solucdo extratora: 6 mL, volume final: 15 mL,

pH 4,0.

De acordo com a Figura 15, somente a solu¢cdo de L-cisteina extraiu as
espécies de Hg das amostras. A eficiéncia de extragcdo das espécies de Hg da
amostra de cogumelo (Agaricus bisporus) e do CRM (DOLT-3) nas diferentes

solucdes testadas pode ser verificada nos resultados mostrados na Tabela 7.
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Tabela 7. Concentracdes (ng g™) obtidas para as espécies de Hg em cogumelo e no CRM.
ExtracBes assistidas por radiacdo MW até temperatura maxima de 100 €

durante 10 min (n = 3).

Solucao extratora Amostra Hg ** CHsHg™" HY total
N Agaricus bisporus  2,55+0,27 1,78+0,85 4,33+0,89
HCI 6,0 mol L~ .
DOLT-3 562 +5 421 +£123 983 +123
1 Agaricus bisporus <0,38 <0,67 -
HCI 3,0 mol L~
DOLT-3 187 +6 326 +9 513+11
1 Agaricus bisporus <0,38 <0,66 -
HCI 1,0 mol L~
DOLT-3 <0,38 <0,67 -
L-cisteina 1,0% Agaricus bisporus  249+05 6,14+054 31,0+0,7
(m/v) DOLT-3 1714 £ 75 1462 £ 77 3176 + 107
A Agaricus bisporus 093 +002 13.2+0,3 14,2+0,3
gua o7
DOLT-3 13,3+0,3 110+0,1 123 +0,3

Hg ww (MW): Agaricus bisporus: 39,9 +2,0 ng g™

" Valores certificados (DOLT-3): Hg 1ot 3370 + 140 ng g™*; CHzHg* 1590 + 120 ng g™
” Expresso como Hg

™ Soma da concentracdo de CH;Hg"* e Hg?

De acordo com a Tabela 7, a extracdo assistida por MW em meio de HCI
ndo proporcionou extracdes quantitativas para ambas as espécies de Hg. Gao
et al.®* também obtiveram baixas eficiencias de extracdo dessas espécies em
amostras ambientais, utilizando HCI 6 mol L™ como solucao extratora.

Como se pode observar na Figura 15 e Tabela 7, a maior eficiéncia de
extracdo das espécies de Hg foi obtida com a L-cisteina, 0 que pode estar
relacionado com a capacidade de formagao de complexos entre o Hg e o enxofre da
L-cisteina. Esses complexos tém uma constante de formacdo maior que outros
complexos formados com o Hg, como por exemplo, o cloreto.*%

Apesar de ser mencionado na literatura que o uso de solucdo de HCI é
eficiente para a extracdo de Hg pela formac&o de cloro-complexos (como o HgCl,?),

98125 5 eficiéncia de

que evitam a adsorcdo e a degradacdo das espécies de Hg
extracdo obtida no presente trabalho foi baixa, para todas as solucbes de HCI
estudadas. Possivelmente a maior eficiéncia de extracdo do Hg com a L-cisteina

esta relacionada com as constantes de formag¢do dos complexos de Hg formados,
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cujo valor do complexo de Hg com cloreto é 5,25, que é menor que a constante de
formacdo do Hg com o enxofre, que é de 14,5.

Meng et al.'* também utilizaram a L-cisteina e verificaram que um meio
levemente acido é importante para obter extracdes quantitativas das espécies de Hg
em amostras biolégicas. Ja Aizpurda et al.'*® observaram que a extracdo de Hg nao
€ quantitativa em amostras de peixes em pH menor que 2,0, fato que foi atribuido ao
inchamento do tecido muscular, quando o pH é diferente do ponto isoelétrico das
proteinas do musculo.

De acordo com os resultados obtidos, a solugéo extratora de L-cisteina 1,0%
(m/v) e o uso de radiacdo MW com aquecimento até no maximo de 100 T por

10 min foram selecionadas para os estudos posteriores.
5.3.3. Extracdo convencional

A eficiéncia das extraces de Hg?* e CHsHg" dos cogumelos e do CRM
frente as solucbes extratoras estudadas, bem como a estabilidade das espécies em
solucéo referéncia foram avaliadas na extragdo convencional, por ser um método de

extracdo bastante utilizado em anédlise de especiacdo.'*%*83

Para isso, o
comportamento das espécies de Hg em HCI 1,0; 3,0 e 6,0 mol L™, L-cisteina 1,0% e
agua foi investigado, utilizando solucdes referéncia de ambas as espécies contendo
5,0 ug L™ (como Hg). Inicialmente as solucdes foram agitadas manualmente por
1 min para misturar o meio extrator com a amostra, e, em seguida, as mesmas foram
mantidas em repouso por 1, 6 e 12 h a temperatura de 25 °C. Na Figura 16 esta

mostrado o comportamento das espécies de Hg nas condicdes testadas.
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Figura 16. Efeito do tempo de extracdo convencional sobre a estabilidade de Hg?* e CH;Hg*
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em diferentes solucdes extratoras. (a) HCI 6,0 mol L™; (b) HCI 3,0 mol L™; (c) HCI

1,0 mol L™; (d); L-cisteina 1,0% (m/v); (e) &gua. Volume das solucdes extratoras:
6 mL, volume final: 15 mL, pH 4,0 (n = 3).

De acordo com a Figura 16, pode-se observar que o CHs;Hg" é degradado

parcialmente apenas em HCI 6,0 mol L™, de modo que com as demais solucées

extratoras nao foi observada converséo das espécies de Hg.
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Considerando que ndo houve conversdo das espécies de Hg nos meios

extratores estudados, e levando-se em conta que 0 comportamento dessas espécies

em solucdo aquosa e na amostra pode ser diferente, a eficiéncia de extracdo das

solucdes extratoras foi avaliada nas amostras e no CRM. Dessa forma, baseado em

trabalhos anteriores**

, para alcancar uma extragdo quantitativa das espécies de Hg,

fixou-se o tempo de extragdo em 12 h. Na Figura 17 estdo mostrados os

cromatogramas obtidos para a extracdo de Hg nessas amostras.
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Figura 17. Cromatogramas referentes a extracdo convencional (repouso por 12 h a 25 )

em solucéo referéncia mista 1,0 pg L™ (como Hg) (azul) e na amostra (extrac&o)

(vermelho) em diferentes meios de extracdo. (a) HCI 6,0 mol L™

(b) HCI 3,0

mol L% (c) HCI 1,0 mol L™ (d) L-cisteina 1,0% (m/v); (e) 4gua. Massa de

amostra: 500 mg, volume de solugcdo extratora: 6 mL, volume final: 15 mL,

pH 4,0.
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De acordo com a Figura 17, com a solucéo de L-cisteina também se obteve
a melhor eficiéncia de extragdo das espécies de Hg. Nos outros meios extratores a
eficiéncia de extracdo ndo foi quantitativa. Rahman et al.*® também observaram
baixa eficiéncia de extracao (79 * 4%) de espécies de Hg em cabelo, quando o meio
extrator foi HCI 2,0 mol L. Na Tabela 8 sdo mostradas as concentracdes das
espécies de Hg obtidas para a amostra e CRM nas diferentes condicdes.

Tabela 8. Concentra¢des (ng g™*) obtidas para as espécies de Hg em cogumelo e no CRM
extraidos com HCI 1,0; 3,0 e 6,0 mol L™, a4gua e L-cisteina 1,0% (m/v), utilizando

extracdo convencional por 12 h a 50 °C (n = 3).

Solugéo o4 -
Amostra Hg CHsHg HY total
extratora
,  Agaricus bisporus <1,39 <0,63 -
HCI 6,0 mol L~ .
DOLT-3 404 +18 352 +34 756 + 38
. Agaricus bisporus <1,39 <0,63 -
HCI 3,0 mol L~
DOLT-3 <1,39 72,6 £54 72,6 £54
. Agaricus bisporus <1,39 <0,63 -
HClI 1,0 mol L~
DOLT-3 <1,39 60,7+17,2 60,7+17,2
L-cisteina 1,0% Agaricus bisporus 34,7+1,3 4,21 +£0,07 38,9+1.;3
(m/v) DOLT-3 2081 £ 77 1384 + 37 3465 £ 85
A Agaricus bisporus 381 +005 243%+0,16 6,24+0,17
gua T
DOLT-3 71,4 +18,0 199 + 31 270 + 36

Hg ww (MW): Agaricus bisporus 39,9 +2,0 ng g™

" Valor certificado: Hg w 3370 + 140 ng g™'; CH3Hg" 1590 + 120 ng g™
” Expresso como Hg

™ Soma da concentracdo de CH;Hg"* e Hg?

Bramanti et al.®* afirmaram que a complexacdo do Hg?* com os grupos
sulfidrila do complexante a temperatura ambiente ndo necessita de um tempo
prolongado de contato antes da sua determinacgéo. Por isso, a extragdo da amostra
Pleurotus eriyngii, nessas condi¢cdes, em solugdo de L-cisteina 1,0% (m/v) foi
testada. A concentragdo obtida para Hg?* foi de 9,82 + 0,77 e para CHsHg" foi de
6,54 + 0,17 ng g™ (como Hg), resultando em uma eficiéncia de extracdo de 79% de
Hg total (soma das espécies de Hg), em relacdo a concentracdo de Hg total
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determinada por CVG-ICP-MS. Dessa forma, para essa amostra foi necessario um
tempo de extragdo maior para que a eficiéncia da extracao fosse maior.

De acordo com os resultados obtidos, a solucéo extratora de L-cisteina 1,0%
(m/v) e 12 h de tempo de extragcdo convencional foram selecionados para as

determinacdes posteriores.

5.4. EFEITO DA MASSA DE AMOSTRA SOBRE A EFICIENCIA DE EXTRACAO
DE Hg*" E CHsHg"*

A eficiéncia de extracdo das espécies de Hg em diferentes massas de
amostra foi avaliada, utilizando, para isso, a solucdo extratora de L-cisteina 1,0%
(m/v), em virtude de essa proporcionar extracfes quantitativas para o0s trés
procedimentos de extragcdo avaliados, como foi mostrado nos experimentos
anteriores. Na Figura 18 estd mostrada o efeito da massa da amostra na extracao
das espécies de Hg, utilizando o mesmo volume de solucédo extratora. Os valores

sdo comparados com a concentracao total de Hg determinada por CVG-ICP-MS.
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Figura 18. Efeito da massa de amostra sobre a eficiéncia de extracdo das espécies de Hg.
Extragéo: (a) US 20% por 1 min; (b) MW 100 € por 10 min; (c) convencional
(repouso por 12 h a 25 ). Volume de L-cisteina 1, 0% (m/v): 6 mL, volume final:
15 mL, pH 4,0 (n = 3). Nas extracBes por US e convencional utilizou-se a
espécie Agaricus bisporus como amostra. Na extracdo por MW utilizou-se a
espécie Pleurotus eriyngii. Hg total corresponde a 39,9 + 2,0 ng g™ para (a) e (c),
e20,8+2,5ngg* para (b).



Apresentacéo e Discussdo dos Resultados
87

De acordo com a Figura 18, a massa de amostra que proporcionou as
melhores extracfes para os trés métodos avaliados foi de 500 mg. Embora que
melhores extracbes foram conseguidas com menores massas de amostra, 0S
resultados inferiores obtidos para 250 mg de amostra podem estar relacionados a
baixa concentracdo de Hg nas amostras, cujos valores ficaram muito préximos ao
limite de deteccdo do método. Isto deve ter levado a um maior erro nestes
resultados (os ensaios ndo foram repetidos para avaliar este efeito). Dessa forma, a
massa de 500 mg foi selecionada para os estudos posteriores. Resultado
semelhante foi encontrado por Hight e Cheng®®, ao selecionar a melhor massa de
amostra para determinar espécies de Hg em tecido de peixe. No entanto, o volume
de solucdo extratora usado pelos autores foi de 50 mL, enquanto que no presente

trabalho o volume foi de 6 mL.

5.5. EFEITO DA CONCENTRACAO DE L-CISTEINA SOBRE A E FICIENCIA DE
EXTRACAO DAS ESPECIES DE Hg

O efeito da concentragdo de L-cisteina sobre a eficiéncia de extracdo das
espécies de Hg também foi avaliado. Para isso, utilizou-se a melhor massa de
amostra otimizada no item 5.4. (“Efeito da massa de amostra sobre a eficiéncia de
extracdo de Hg* e CHsHg™) (500 mg de amostra) e manteve-se o volume de
extrator em 6 mL, variando-se apenas a concentracado de L-cisteina. Na Figura 19
estdo mostradas as concentragfes das espécies encontradas nas amostras em
funcdo da concentragdo de L-cisteina, em comparagcdo com a concentracdo de Hg

total, determinados conforme o item 5.2.



Apresentacéo e Discussdo dos Resultados
88

50 - B Mercdrio inorganico B Metilmercurio

B Somadas espécies OHgtotal (a)
40 -

10 A

0,1 0,5 1,0 1,5

N w
o o
1 ]

Concentragédo, ng g*
H
o

0,1

50 -

(€)

30 ~

10 A

0.1 0,5 1,0 15

Concentragao de L-cisteina, %

Figura 19. Efeito da concentracdo de L-cisteina sobre a eficiéncia de extracdo das espécies
de Hg. Extracdo: (a) US 20% por 1 min; (b) MW 100 °C por 10 min;
(c) convencional (repouso 12 h a 25 °C). Hg total: 39,9 + 2,0 ng g™* para (a) e (c)
e 20,8 + 2,5 ng g* para (b). Massa de amostra: 500 mg, volume de L-cisteina a
1,0% (m/v): 6 mL, volume final: 15 mL, pH 4,0 (n = 3). Nas extra¢cBes por US e
convencional utilizou-se a espécie Agaricus bisporus. Na extracdo por MW

utilizou-se a espécie Pleurotus eriyngii.
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De acordo com a Figura 19, a concentragdo de L-cisteina que proporcionou
as melhores extracdes para os procedimentos (a) e (c), utilizando massa de 500 mg
de amostra foi 1,0% (m/v). No entanto, para o procedimento (b), que utiliza extracéo
assistida por MW, a solucéo de L-cisteina 1,5% (m/v) extraiu com maior eficiéncia as
espécies de Hg. Portanto, para os procedimentos (a) e (c) a solugcédo de L-cisteina
1,0% (m/v) foi selecionada, enquanto que para o procedimento (b) a solugédo de
L-cisteina 1,5% (m/v) foi usada para extrair as espécies de Hg nos estudos

posteriores.

5.6. AVALIACAO DOS PROCEDIMENTOS AVALIADOS PARA A A NALISE DE
ESPECIACAO DE Hg EM COGUMELOS

A eficiéncia dos procedimentos de extracdo estudados, bem como possiveis
efeitos de matriz® foram avaliados através de ensaios de recuperacdo das espécies
de Hg nas amostras e pela analise de material de referéncia certificado.
Concentracdes conhecidas de Hg** e CHsHg* foram adicionadas antes da etapa de
extracdo, com a finalidade de avaliar a influéncia dos procedimentos adotados sobre
as espécies de Hg. A quantidade de Hg®" adicionada foi feita de acordo com as
concentracdes de Hg total presentes nas amostras. A concentracdo de CHsHg" foi
padronizada conforme a diluicAo adotada para cada amostra, de modo a se obter
uma concentracéo final de 6,0 ng g* (como Hg), uma vez que as concentracdes de
CHsHg" presentes nas amostras utilizadas neste trabalho sdo muito baixas. Na
Figura 20 sdo mostrados os resultados dos ensaios de recuperagcdo para as

espécies de Hg nas amostras.
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Figura 20. Recuperacdes das espécies de Hg em cogumelo empregando os procedimentos
de extracdo por US e convencional. (a) Hg?"; (b) CHsHg'. Massa de amostra:
500 mg; volume de L-cisteina 1,0% (m/v): 6 mL; volume final: 15 mL; pH 4,0
(n = 3). Amostras: (1) Agaricus bisporus; (2) Pleurotus citrinopileatus;

(3) Pleurotus eryingii; (4) Pleurotus ostreatus; (5) Pleurotus djamor.

Pode-se observar, segundo a Figura 20, que as recuperacgdes para CHsHg"
foram satisfatorias para todas as amostras, nos dois procedimentos de extracdo
avaliados. No entanto, as recuperaces para Hg>* foram melhores (maiores que
97%) quando US foi usada para auxiliar no processo de extracdo, em relacdo a
extracdo convencional por 12 h, que proporcionou recuperac¢des na ordem de 88%.

Além dos ensaios de recuperacdo dos analitos, para avaliar a exatiddo dos
procedimentos de extracdo o CRM DOLT-3 foi analisado. As concentragbes das
espécies de Hg determinadas nos cogumelos, bem como no CRM sdo mostrados na
Tabela 9.



Tabela 9. Concentracdes (ng g*) das espécies de Hg em cogumelos e no CRM, obtidas pela extracdo em solucdo de L-cisteina 1,0% (m/v)
(extracdo assistida por US e convencional) ou 1,5% (m/v) (extracdo assistida por MW) (n = 3). Valores entre parénteses referem-

se a eficiéncia de extracdo, em porcentagem, obtidos para as amostras em relagéo ao Hg oal

US (20%, 1 min) MW (100 €, 10 min) Extrac@o convencional (repousol2 h) Decomposicao
Amostra CHzHg" Hg™ HJ total CHzHg" Hg™ HY total CHzHg™ Hg” HJ total HY total
] ] 40,0 +£0,6 30,2+0,3 38,9+1,3
Agaricus bisporus 485+059 352+0,1 7,73 +0,30 225+0,1 4,21+0,07 34,7+x13 39,9+20
(100%) (76%) (97%)
L 26,3+1,4 255+15 256+15
Pleurotus citrinopileatus  7,20+0,96  19,1+1,0 8,52 £1,30 17,0+0,8 5,36 £0,47 20,214 28,9+1,2
(91%) (88%) (88%)
o 17,9+0,5 15,1+0,3 23,2+0,9
Pleurotus eryingii 7,31 +£0,33 10,6 £0,6 6,67 £0,25 8,39+0,15 465+0,51 18,6+0,7 20,825
(86%) (73%) (111%)
22,1+15 14,5+0,5 23,0+£1,6
Pleurotus ostreatus 518+0,41 16,9+1,43 3,20+£0,34 11,3+0,4 195+0,15 21,1+16 24,405
(91%) (59%) (94%)
) 233+1,2 10,7 +0,8 25,0+£0,9
Pleurotus djamor 538+0,32 179+11 3,55+0,53 7,15+0,66 250+033 225+0,8 25,6 +£0,8
(91%) (42%) (98%)
1441 +47 3087 £ 75 1482 +90 3128 +129 1403 +46 3320 + 107
DOLT-3 * 1646 +58 1646 +93 1917 + 97 3258 £ 85
(91%) (95%) (93%) (96%) (88%) (102%)

“Valor certificado: Hg o 3370 = 140 ng g™'; CH3Hg" 1590 + 120 ng g™
" Expresso como Hg
” Soma da concentracéo de CHzHg" e Hg**
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De acordo com a Tabela 9, os valores obtidos para Hg total no CRM
(DOLT-3) estdo em concordancia com o valor determinado por CVG-ICP-MS, assim
como os valores obtidos para CHzHg" é concordante com o valor certificado, de
acordo com teste estatistico (Teste t-Student, intervalo de confianca de 95%,
p < 0,05). Pode-se observar, portanto, que a L-cisteina extraiu quantitativamente as
espécies de Hg no CRM, sem haver conversdo entre elas, nos trés procedimentos
avaliados.

De maneira geral, pode-se observar que as eficiéncias das extracdes das
espécies de Hg das amostras, utilizando os procedimentos de extragdo convencional
e por US tiveram um melhor desempenho em relacdo ao uso de MW, onde a
eficiéncia maxima de extracao foi de 88% (para a espécie Pleurotus citrinopileatus).
De acordo com o teste estatistico (Teste t-Student, intervalo de confianca de 95%),
todos os valores de Hg total, obtidos a partir da soma das concentragbes das
espécies de Hg apds extragdo assistida por MW, determinadas por
LC-CVG-ICP-MS, sao estatisticamente diferentes em relacdo ao Hg total
determinado por CVG-ICP-MS. Dessa forma, a extracdo assistida por MW, nas
condicdes usadas, ndo foi considerada adequada para a extragdo das espécies de
Hg em cogumelos, apesar dos valores concordantes obtidos para o CRM.

Observou-se também, que as concentragdes obtidas para CHsHg" com
extracdo assistida US foram maiores em relacdo a extracdo convencional. No
entanto, esse fato ndo comprova interconversao de Hg2+ para CHsHg", uma vez que,
de acordo com Falter et al.*’, a metilacdo em amostras biolégicas é mais dificil de
ocorrer. De acordo com a avaliacdo estatistica para os resultados obtidos na
extragdo convencional e por US (Teste t-Student, intervalo de confianca de 95%, p <
0,05) foi possivel concluir que ndo ha diferenca significativa entre as concentracdes
obtidas para a soma das espécies de Hg em relagdo ao Hg total determinado por
CVG-ICP-MS. Dessa forma pode-se afirmar que os procedimentos de extracéo
convencional e por US s&o apropriados para extrair Hg** e CHsHg" de cogumelos,
sendo que suas eficiéncias de extracdo foram sempre superiores que 86% (para a
amostra de Pleurotus eryingii).

Apesar da constatacdo mencionada anteriormente, a extracao assistida por
US tende a ser mais rapida (1 min) que a extracdo convencional, possivelmente
devido a maior agitacdo, enquanto que na extracdo convencional o tempo minimo

para preparo da amostra é de 12 h.
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De acordo com os resultados mostrados na Tabela 9, as amostras de
cogumelos possuem concentracdes muito baixas de ambas as espécies de Hg, o
que nao traria problemas maiores para o consumo humano de acordo com o EPA*
e com a OMS.>*

No Brasil, de acordo com a ANVISA, as concentracdes de Hg total
encontradas neste trabalho chegam a ser até quatro vezes mais elevadas que o
permitido (0,01 mg kg™). Mas lembrando, que de acordo com o Informe Técnico n°6
da ANVISA>? os cogumelos “in natura” sdo produtos que ndo tém obrigatoriedade
de registro. Portanto, esses produtos podem ser considerados proprios para
consumo, levando-se em conta os limites maximos para Hg de Orgaos
internacionais.>*%>°
Os cromatogramas obtidos para as espécies de Hg nos cogumelos e para o

CRM, para cada procedimento de extracédo avaliado sao mostrados na Figura 21.
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Figura 21. Cromatogramas obtidos a partir de solucéo referéncia mista (Hg** e CHs;Hg") 1,0

ug L* (como Hg) (azul), CRM

e amostra (Pleurotus eriyngii) (vermelho)

(extracdo). (a) DOLT-3 (diluicao de 10 vezes) e (a;) amostra (diluicdo de
US; (b) DOLT-3 (diluicao de 10 vezes) e
(by) amostra (diluicdo de 2 vezes): extracdo assistida por MW; (c) DOLT-3

2 vezes): extracdo assistida por

(diluicho de 10 vezes) e (c;) amostra (diluicdo de 2 vezes): extracdo

convencional. Fase movel: L-cisteina 0,1% (m/v), pH 4,0.

5.7. PARAMETROS DE MERITO

As duas espécies de Hg encontradas nas amostras de cogumelo foram

separadas em 6 min, cujos tempos de retencdo foram de 2,3 # 0,1 para Hg*" e

3,9 + 0,1 min para CHsHg®, significando que a técnica de determinacgéo
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(LC-CVG-ICP-MS) é relativamente rapida. A concentracdo das espécies de Hg foi

determinada por calibracdo externa (curva de calibragéo na faixa de 0,1 a 1,0 pg L™

como Hg), usando a area do sinal cromatogréafico de ambas as espécies de Hg. Os

limites de deteccdo foram calculados a partir do critério de 30, onde o corresponde

ao desvio padrao de cinco medi¢des consecutivas do branco. Os parametros obtidos

para a determinacdo de Hg** e CHsHg" nos cogumelos por LC-CVG-ICP-MS,

empregando os trés procedimentos de extracdo avaliados estdo apresentados na

Tabela 10.

Tabela 10. Pardmetros de mérito do método LC-CVG-ICP-MS para andlise de especiacao

de Hg em cogumelo para os trés procedimentos de extragdo estudados.

Parametro Resultados
Hg* CHsHg"*
US 20%, 1 min
Desvio padrao relativo (RSD, n = 3), % <8 <13
Limite de deteccéo (LD), ng g™ 0,41 0,35
Limite de quantificacéo (LQ), ng g™ 1,38 1,17
MW 100 <, 10 min

Desvio padrao relativo (RSD, n = 3), % <6 <16
Limite de deteccéo (LD), ng g™ 0,64 0,90
Limite de quantificacéo (LQ), ng g™ 2,13 3,00

Extragéo convencional, repouso 12 h
Desvio padrao relativo (RSD, n = 3), % <8 <13
Limite de deteccéo (LD), ng g™ 1,41 0,11
Limite de quantificacéio (LQ), ng g™ 4,69 0,38

LD e LQ estimados a partir de 500 mg de amostra diluidos a 15 mL e injecao de 200 pL de

solucéo.



6. CONCLUSOES

De acordo com o objetivo proposto neste trabalho, foram avaliados
procedimentos baseados no uso da extracao convencional, do ultrassom e do micro-
ondas para a extracdo de espécies de Hg em cogumelos comestiveis, para posterior
determinacdo por LC-CVG-ICP-MS. De maneira geral, apenas as extracbes com
solucéo de L-cisteina 1,0% (m/v) extrairam quantitativamente as espécies de Hg das
amostras e do CRM (DOLT-3). Isto pode ser atribuido as elevadas constantes de
formacdo do complexo HgS, além da estabilizagdo, por parte da L-cisteina, das
espécies de Hg.

Nas otimizacdes iniciais do sistema LC-CVG-ICP-MS pode-se observar que
a fase movel desempenha um papel importante na separacdo das espécies de Hg,
assim como para 0s seus tempos de retencdo. No entanto, sua composi¢cdo pode
causar comprometimento na separacéo das espécies de Hg com o passar do tempo,
possivelmente devido a adsorcdo dos reagentes complexantes, como o
2-mercaptoetanol, ou de possiveis compostos formados na coluna cromatografica,
resultantes da fase movel ou da solugéo extratora.

Foi demonstrado que a aplicacdo de US converte facilmente o CHsHg" em
Hg** em solucdes de HCI (1,0, 3,0 e 6,0 mol L), ao mesmo tempo que suas
eficiéncias para extrair as espécies de Hg das amostras de cogumelo sao baixas. O
mesmo nao ocorre quando 0 meio extrator € a agua e a L-cisteina, cujas espécies
de Hg séo estaveis nestes meios, mas apenas a L-cisteina proporcionou extracdes
quantitativas para Hg.

Quando a radiagdo MW foi usada, as espécies de Hg foram estaveis em

agua, L-cisteina e HCI 1,0 mol L™ nas temperaturas maximas testadas (100 °C),
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ao passo que nas solucdes de HCI 3,0 e 6,0 mol L™ ocorreram conversées. A agua e
as solugbes de HCI ndo extrairam quantitativamente as espécies de Hg das
amostras, nem do CRM. Porém, as extracOes das espécies de Hg das amostras com
L-cisteina 1,5% (m/v) ndo foram satisfatérias, como esperado; ao contrario do CRM,
onde a extracao foi eficiente.

Da mesma forma que o0s procedimentos anteriores, na extracéo
convencional, utilizando repouso da amostra na solucdo extratora por até 12 h a
25 T, ocorreu conversdo das espécies de Hg na solu cdo de HCI 6,0 mol L. Nos
demais meios extratores ndao foram observados conversdo por um periodo de até
12 h. Adicionalmente, as extracdes das espécies de Hg foram quantitativas apenas
em solucdo de L-cisteina 1,0% (m/v). Apesar de que tenha sido mencionado na
literatura que apenas um curto tempo de contato da amostra com a solucao
extratora de L-cisteina seja suficiente para uma extragdo quantitativa de Hg, neste
trabalho ndo foi comprovado tal afirmacgéo, havendo, posssivelmente, a necessidade
de um tempo maior do 12 h para a extracao.

Em resumo, a L-cisteina 1,0% (m/v) proporcionou extracdes satisfatorias das
espécies de Hg, tanto para a amostra, como para o CRM, podendo ser empregada a
extracao assistida por US ou a extracdo convencional.

Os valores obtidos para a determinagcdao de Hg em cogumelos e no CRM
foram superiores a 86% (em relacdo a concentracdo de Hg total determinada por
CVG-ICP-MS) para os procedimentos de extracdo assistida por US e convencional
(utilizando 500 mg de amostra, 6 mL de solu¢cédo de L-cisteina 1,0% (m/v) e volume
final de 15 mL). No entanto, para a extracdo por MW n&o foram obtidas extracdes
eficientes dos analitos, sendo que a maior eficiéncia de extracdo obtida foi de 88%
(equivalente a soma das espécies de Hg) em relacdo ao Hg total determinado por
CVG-ICP-MS. Dessa forma, pode-se afirmar que as extragcdes convencional e
assistida por US sdo adequadas para a extracdo das espécies de Hg em cogumelos
comestiveis, mas devido ao menor tempo necessario no preparo da amostra, a
extracdo por US (1 min) é vantajosa em relacéo a extracdo convencional (12 h).

As concentragbes de Hg encontrados em todas as amostras séo baixas,
indicando que os cogumelos analisados sdo préprios para o consumo, de acordo
com legislacdes internacionais, uma vez que a ANVISA ndo determina limite maximo

de Hg para cogumelos “in natura”.
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