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RESUMO

SANTOS. Natassia Soaregalidacdo metodologica para analise de mercurio tat em
barbatanas de baleia-jubarte Megaptera novaeangliae Borowski, 1781) do oceano
Atlantico Sul. 2024. 75 f. Dissertacao (Mestrado em Oceanograftapuldade de
Oceanografia, Universidade do Estado do Rio deirdari@io de Janeiro, 2024.

O mercurio (Hg) é um elemento-traco metalico que pissui fungdes fisioldgicas e €
altamente toxico para os seres vivos. O monitoremeo acumulo do mercurio em
mamiferos marinhos se torna importante para irgestas mudancas da dinamica do
elemento no ambiente, e sua influéncia na salugmplelacdes. A analise do mercurio total
(HgT) em barbatanas de misticetos é uma ferramemartante quando se deseja avaliar
padrbes temporais de acumulacdo deste metal nessemis, visto que estes sao
considerados sentinelas ambientais. O objetivo septe trabalho foi apresentar uma
validagdo metodologica com técnicas de amostragggscontaminacdo e digestdo de
amostras para analise de mercurio total em badmtale baleias-jubarteMégaptera
novaeangliag por espectrofotometria de absor¢cédo atomica derviajp (FIMS 400,Perkin
Elmen. Foi utilizado o material de referéncia certiilcaDORM-5 (NRC, Canada). Os dados
foram analisados através do programa STATISTICA paba Windows. A técnica de
maceracao foi definida pela obtencéo satisfatéam amostras e facilidade de manuseio da
ferramenta utilizada. Foram testadas quatro mebgid de descontaminacdo do tecido,
sendo mais adequada a que utilizou imersdo e gnsagm cloroférmio-metanol (2:1), e
imersdo em acido etilenodiamino-tetra-acético (EDTA3) (Teste deFriedman p<0,05
seguido de teste deukeypara N desiguais aplicados sobre postos). A redgdamostragem
mais apropriada para barbatanas mostrou ser sda bedvial (externa) (Teste déauskal-
Wallis, p< 0,05 seguido de teste dlekeypara N desiguais aplicados sobre postos). Uma
andlise de distribuicdo vertical ao longo do compnto das barbatanas mostrou que, de fato,
ha variacbes significativas nas concentracoes d€ fHgste deFriedman p<0,05). As
barbatanas refletem variagdes na incorporacéo tesne que pode demonstrar padroes de
mudancas na dieta dos animais utilizados no est@®.resultados das adequacdes
metodoldgicas mostraram que é possivel obter dados qualidade analitica, para que
futuramente possam ser abordadas discussdes sobengas nos padrdes alimentares dos
misticetos, e sua contaminagdo por mercurio e temd@¥ outros metais.

Palavras-chave: cetaceos; ecotoxicologia; contarteésa



ABSTRACT

SANTOS. Natassia Soar@dethodological validation for total mercury analysis in
humpback whale (Megaptera novaeangliae Borowski, Bl) baleen from the South
Atlantic Ocean. 2024.75 f. Dissertacao (Mestrado em Oceanografiégculdade de
Oceanografia, Universidade do Estado do Rio deirbariio de Janeiro, 2024.

Mercury (Hg) is a metallic trace element that hasphysiological functions and is
highly toxic to organisms. Monitoring mercury acauation in marine mammals is important
for investigating changes in the dynamics of themant in the environment and its influence
on the populations’ health .The analysis of totareary (THg) in mysticete baleen is an
important tool for analyzing temporal patterns ofamulation of this metal in these animals,
since they are considered environmental sentifiéls.objective of this study was to present
a methodological validation with sampling technigjuelecontamination of baleen, and
digestion of samples for analysis of total mercuryhumpback whale baleeiMégaptera
novaeangliag by cold vapor atomic absorption spectrophotom@ivS 400). The certified
reference material DORM-5 (NRC, Canada) was usée data were analyzed using the
software STATISTICS 7.0 for Windows. The maceratitechnique was chosen for
satisfactory sampling obtaining and its ease ofcetiten. The most appropriate tissue
decontamination method was T3, which used immerarmahrinsing in chloroform-methanol
(2:1), and immersion in ethylenediaminetetraaceited (EDTA) (Friedman test; p<0.05
followed by Tukey's test for unequal N applied @mks). The most appropriate sampling
region for baleens was their labial edge (Krudk@llis test, p<0.05 followed by Tukey's test
for unequal N applied on ranks). An analysis oftigat distribution along the length of the
baleen showed that, in fact, there is a trend griiBcant variations in THg concentrations
(Friedman test; p<0.05). The baleen reflects vianatin the incorporation of metals, which
may demonstrate patterns of changes in the digteodnimals used in the study. The results
of the methodological adaptations showed that padssible to obtain data with analytical
guality, enabling future discussions about changdbe feeding patterns of mysticetes, and
their contamination by mercury and other metals.

Keywords: cetacean; ecotoxicology; contaminants.



Figura 1 —
Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 5 —

Figura 6 —

Figura 7 —

Figura 8 —

Figura 9 —

Figura 10 —

Figura 11 —

Figura 12 —

Figura 13 —

LISTA DE FIGURAS

Ciclo biogeoquimico dO MEICUNO. .......vvviiieeee e 25

Corte histologico feito no estudo deaReit al., 2018, de uma placa de
barbatana de baleia-filBélaenoptera physaljisA imagem mostra as
trés camadas que constituem a placa. As duas cardadeortex e a
camada medular. A medula é composta por tubulaseoér(a) que
correm paralelos ao eixo de crescimento. A imaganmbém mostra a
largura da parede do tubulo (b), e a largura dEgdc)............ccccenn..... 29
Esquema apresentando a posicado dass picdarbatanas em um
individuo vivo (a esquerda), e 0 esquema de angestrada placa de
barbatana (direita)..............evvviuuiiicrrreeee e 30
Baleia-jubartéMegaptera novaeangliaBorowski, 1781).....................
Regides de coleta..........cooiiiiiiiiiiiiiiiicci . 3T
llustragdo mostrando as trés diferemeggdes de uma placa de
barbatana (borda interna, ou regido lingual; regigatral; borda
externa, ou regiao labial)...............uucceeeiiiiiiie e 41
Representacdo esquematica dos cortésngo do comprimento da
barbatana...... ... 42
Representacdo esquematica do protooelaligestdo de amostras
baseado em Malmt al (1989) e Bastost al. (1998)...........ccccceeeeennnn. 43
Espectrometro de absorcdo atomica comadge de vapor frio
utilizado para determinar as concentracdes de merdatal nas
barbatanas de Baleias-jubarte (FIMS-48€rkin EIme).................... 43
Placa de barbatana em banho de sodlm@dormio:metanol (2:1) em
recipiente de vidro, coberta por papel aluminimtaeda capela ligada 48
Tesoura aviagdo utilizada no métodolesto para realizar os cortes
das barbatanas. ... ..ot 49

Cortes feitos com a tesoura aviagéae, rqaultou em fragmentos de
aproximadamente 3mm de tamanho................cooo i, 50
Representacdo esquematica da etapmektdd das amostras com o

novo protocolo com adequacdes especificas paratbads................ 51



Grafico 1 —

Gréfico 2 —

Grafico 3 —

Gréfico 4 —

Grafico 5 —

Grafico 6 —

Grafico 7 —

Grafico 8 —

Grafico 9 —

LISTA DE GRAFICOS

Concentracfes resultantes ap0s cadmomeminacio realizada em
barbatanas de BJ2, expressas em Qeso SECO (P.S)....covvveeeveeeennns 47
Concentragbes de HgT em trés difererag®es de uma placa de
BJ2, expressas em NG,geSs0 SECO (P.S).....cevrvreerereeresreeeseeenen, 52
Distribuicdo vertical das concentrac@es mercurio total HgT ao
longo do comprimento de uma barbatana de BJ1, ssaseem ngg

PESO SECO ([0:S)eevvvrrrrrunnnnnaaeeaeeeeeeereennnnaaaaaeaaaaaaaeeeeeeeeeersrssnnnnnanns 54
Distribuicdo vertical das concentrac@les mercurio total HQT ao
longo do comprimento de uma barbatana de BJ2, ssaseem ngg

(OO JEST =T oo I (=) T 55
Distribuicdo vertical das concentrac@les mercurio total HQT ao
longo do comprimento de uma barbatana de BJ3, ssaseem ng'h

(O O JEST =T oo I (5= T 55
Distribuicdo vertical das concentrac@es mercurio total HgT ao
longo do comprimento de uma barbatana de BJ4, ssaseem ng'h

PESO SECO ([0:S)eeevvrrrrrunnnnnaaaeaeaeeeeemeennnnaaaaaeaaaaaaaeeeeeeeeesrsnssnnnnnnnns 56
Distribuicdo vertical das concentrac@es mercurio total HgT ao
longo do comprimento de uma barbatana de BJ5, ssaseem ngg

PESO SECO ([0:S)eeevvrrrrrunnnnnaaaeaeaeeeeemeennnnaaaaaeaaaaaaaeeeeeeeeesrsnssnnnnnnnns 57
Distribuicdo vertical das concentrac@les mercurio total HQT ao
longo do comprimento de uma barbatana de BJ6, ssaseem ng.h

(O O JEST =T oo I (=) T 57
Representacdo da amplitude de cong@etsade HgT em todos os

seis individuos, expressas em AGIES0 SECO (P.S)....cocvrverevreeeererens. 58



Tabela 1l —

Tabela 2 —

Tabela 3 —

Tabela 4 —

Tabela 5 —

Tabela 6 —

LISTA DE TABELAS

Informacdes de coleta dos espécimesespd® no estudo: espécie,
comprimento totak CT (cm), classe etéaria, sexo, data de coleta e
regido de coleta e designacao para 0 eStUdO.eeeeeeeeeeeeeeeeeenneenn. 38

Embasamento tedrico para utilizacdo maseriais na etapa de
descontaminagGao da amOSHIaL..........ceeiii i 39
Tipos de métodos de descontaminacéo que foramzadas................ 40

Dados do comprimento total de cada iddo; comprimento da placa
de barbatana, ambos expressos em centimetros canjjuantidade
de duplicatas analisadas em cada placa.....ccccccceeeeveveviiiiiiiiiiinneee.. 53

Valores minimos, maximos, médios, mediana e depadsdo das
concentracfes de mercurio total (HgT) de cada iddo; expressas
€M NQ.G-1 (PESO SECO)...uuuieeeeeeiiieeeeeieeeeeeereeeeeeeeetaan e e e aeaeeeaeeaees 53

Dados de concentracdo média e desvio padrao de élgihdos
biologicos dos individuos do estudo de Loeteal. (2022) e do
presente estudo, expressas em Nng.g-! (P€SO SECO)......ccceverrnnn. 66



ACC
Al
ASTDR
Cd

Co

Cr

Cu

DP
DORM-5
EDTA
E

FD

Fe
FIMS
Hg
HgT
HgSe
IBAMA
ICMBIo
LD

M
MAQUA
Milli-Q
MMA
Mn
NCR
Ni

NIH

Pb

pH

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Corrente Circumpolar Antértica

Aluminio

Agency for Toxic Substances and Disease$®aqi
Céadmio

Cobalto

Cromo

Cobre

Desvio Padrao

Fish protein Certified Reference Material

Acido etileno diamino tetra-acético

Fémea

Fator de diluicao

Ferro

Flow Injection Mercury System

Mercurio

Mercurio total

Seleneto de mercurio

Instituto Nacional do Meio Ambiente e dos &®esos Naturais Renovaveis
Instituto Chico Mendes da Conservacéo dadBiersidade
Limite de Deteccao

Macho

Laboratério de Mamiferos Aquaticos e Bioindicadgdsabel Gurgel
Agua ultrapura

Ministério do Meio Ambiente

Manganés

National Research Council

Niquel

National Institute of Health

Chumbo

Potencial hidrogenidnico



p.s
Se
SH
UERJ
USA
uv

VF
Zn

Peso seco

Selénio

Grupo sulfidrila

Universidade do Estado do Rio de Janeiro
United States of America

Radiagao ultravioleta

Vanadio

Volume final

Zinco



cm
°C
(CHs)2Hg
CHzHg"
Hg®

H92+
H922+

Hg.Cl,
HNO3
HNO3:H, SOy
KMnQO4

mg

mL
NH;OH.HCI
ne

313C

015N

ng.g™t
ng.mL

Ha/g

Ho/L

°S

+

%

<

+

LISTA DE SIMBOLOS

Centimetro

Graus celsius
Dimetilmercurio
Metilmercurio

Mercurio elementar

fon mercarico

fon mercuroso

Cloreto de mercurio

Acido nitrico

Solucéo sulfonitrica
Permanganato de Potassio
Miligramas

Mililitro

Cloridrato de hidroxilamina
Numero ordinal

Delta carbono 13

Delta nitrogénio 15
Unidade de concentragao
Unidade de concentracao
Unidade de concentragao
Unidade de concentragao
Grau de latitude

Mais ou menos
Aproximadamente
Porcentagem

Menor que

Mais ou menos



1.1
1.2
1.3
1.4
15
1.6
1.7

2.1
2.2

3.1
3.2

3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9
3.10
3.11
3.12

4.1
4.2
4.3
4.4

SUMARIO

INTRODUGAO ..ottt ettt ettt e e aeetesteereeae e 22
REFERENCIAL TEORICO ...ooiiiiieeeee ettt sie e 24
AV 1= ol U o PRSPPI 24
AT F= Tor=To o [o 1 4 1= (o1 | [ 1 26
Mercurio em teias troficas marinhas..............cccccciieee e 27
AS barbatanas ... ... 28
O potencial uso de barbatanas em andlises ecolégaatoxicoldgica ........... 30
A importancia do método analitiCC...........ccvvvviieeiiiiiiiiiiii e 32

A ESPECIE ESTUAAC. ......evvieiiiiiiiii e e e e e e e e e ettt s s s e e e e e aeaaaeeeeeenennnes 33

L0 ]S 1 1 S P 53
ODJELIVO GEIAl ... et 35
ODbjetiVOS €SPECITICO ...uuiiii i 35
METODOLOGIA ettt e e e e e s e e e e e e ennnees 36
Y s e [t (8 o [ RRRRT 34
AMNOSITAGEIT . ..t e e et e e e e e e e b e e et e e e rnnans 37
DescontaminagGao da VIATAI i .......cccuuuueuiiiiiiiiiiiiiee e 38
Testes de descontamacao das barbatana..............cceoeeeiiiiiiiiiiiiiccccee e, 39
Y= Tod =T = (o> LSRR 40
Homogeneidade da Matri ........cccooivieeeiiiiiiiiieceecss s eeeee e e e e e e e eeeaaaaaees 41
DIStribUIGEO VEItICAl ...t 41
Determinacdo de mercurio total (HOT......cooooiiiiiiiii e 42
(7T g} ior=Tor=To Je [0 18 4 1] (o] RS 43
Limite de detecGaAo dO eqUIPAMENT .........uvvuueiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenneeeeeeanees 44
Limite detecGao dO MELOd. ..........ccoiiiiiiiiiiieeiee e 44
Tratamento dOS A0 .........iiiiiiiii e 45
RESULTADOS ..ottt ettt e e e e st e e e e e e sttt e e e e e e s nnnbseeaeaeeeannnees 46
Testes de deSCONTAMINAGH ......ccceeeeeeeeeiieeeeeeeiiii s e e e e eeeee e s e e e e e e e e e eeeeeeeennnnnne 46
1Y Tod =T = (o> LSRR 49
Adequacbes metodologicas na etapa de digestdo damatras ...................... 50

Homogeneidade da Matri ........cooooreeeiiiiiiieeicieic e eeeeeeaeeees 51



4.5
4.6

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5

Distribuicéo vertical de HgT em cada individu............ccoeevvvvviiiiiiiiiiiicenn,
Distribui¢éo vertical de HgT em todos 0s individuC............cccooviiiieiiennniininnen.
DISCUSSAC. ...ttt se ettt ee e b e e s

Método de descontaminacéo das barbatanas..................ccoooe i,
Escolha do método de maceracan..........cccoovvviiiiiiiiieiiie e e
Adequacbes metodologicas na etapa de digestan...........ooveveviieninnn,
Homogeneidade da Matriz.........ccoooe i i e e e
Distribuicdo vertical de HgT nos individuoS..........c.ccoovve i viiii e
CONSIDERACOES FINAIS E RECOMENDACOES .......ccccevviviieeeannn,
REFERENCIAS ..ottt et et e et e e



22

INTRODUCAO

Metais-traco sdo elementos que estdo naturalmeesemies na crosta terrestre e
chegam aos oceanos através de rios, atividadedntés, e deposi¢cdes atmosféricas. A via
atmosférica pode transporta-los para longas distaras suas fontes de emissao (Mason,
2013). Os elementos-traco também tém sido utiliggawr um longo tempo pelo homem,
devido as suas propriedades, tais como: resistdneizanica, condutividade elétrica ou
propriedades biocidas. Desde o inicio da era indlisteu uso em atividades humanas levou
a liberacdo continua e consequentemente, a cordg@aannde todos os compartimentos
ambientais, como o meio atmosférico e o meio aqué€hoveloret al, 2017).

Alguns elementos-traco sdo conhecidos como es&&np@ra 0S organismos
(Manhéaeset al., 2022). Por outro lado, alguns elementos ndo passpepel bioldgico
conhecido e sdo conhecidos pela sua alta toxicidatke a maioria dos organismos, como
por exemplo o cadmio (Cd), o chumbo (Pb), e o marc(Hg), mesmo em baixas
concentracoes (Mason, 2013).

Dentro desse contexto, podemos destacar o merchiii). O Hg apresenta
caracteristicas fisico-quimicas favoraveis a bioadacdo, como por exemplo seu alto grau
de oxidacdo e afinidade por moléculas de protefhinda et al, 2007). Porém, como
elemento ndo essencial, apresenta apenas efelasrids e ndo tem fungdes fisiologicas
conhecidas para os organismos (Irvehal, 1997) e apresenta elevada toxicidade aos
organismos (imunitoxicidade, hepatotoxicidade erotexicidade (Desforgest al, 2016;
Kershaw e Hall, 2019). Desta forma, pode ser cenadtb um dos elementos mais perigosos
sob o ponto de vista toxicoldgico (Legat e Lail&nito, 2010).

Poluentes ambientais como o mercurio podem seciealados como resultado das
caracteristicas fisico-quimica e sua persistézielg pode ser absorvido por via digestiva,
cutanea ou respiratoria (Zhetial, 2001). Sua forma orgénica mais toxica, o metibineo,
por exemplo, tem uma maior afinidade por tecidossriem proteinas, especialmente as do
grupo sulfidrila (SH) como musculo, coracéo, figadins (Fu e Xi, 2020).

Os cetaceos, por terem alta longevidade e apresantana alta meia vida bioldgica
de contaminantes em seus tecidos, vém sendo dtlzaomo sentinelas ambientais da
poluicdo dos oceanos (O'shea, 1999; Lailson-Beitaal, 2008). Sendo assim, algumas
espécies da familia Balaenopteridae sdo utilizamtaso sentinelas das alteragbes das
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caracteristicas ambientais a partir da poluicasgmte nesses ambientes (Beeby, 1993). A
baleia-jubarte, espécie alvo do presente estudm éxemplo (Hazeet al.,2009; Bossart,
2011).

Estudos anteriores que examinaram Hg em tecida®t@deeos utilizam, em grande
parte, tecido muscular e figado devido a suas mugues e pela destoxificacdo
desempenhada pela via hepatica (Hoo&eral, 2001; Hobson, 2004). Portanto, cabe
ressaltar, que a escolha do tecido € fundamersisimacomo o conhecimento sobre a sua
cinética (Hobson, 1993).

Nos cetaceos misticetos, pesquisas com placas deataas se revelaram
particularmente Uteis e tém sido objeto de numerassiudos sobre ecologia tréfica e
contaminantes (Busquets-Vasst al, 2017; DeHart e Picco, 2015; Garcia-Vereetal,
2018; Loweet al, 2022).Assim, as barbatanas podem fornecer um registrpaerhdos
padrées de alimentacdo e exposicdo ao contamin@&ubson, 2004). O estudo de
concentracbes de mercurio total (HgT) pode oferécfarmacdes importantes sobre as
mudancas na incorporacao do metal nas barbatarsa-Se de uma boa ferramenta para o
entendimento de variagcdes a longo prazo da incagfor do metal no organismo e sua
disponibilidade no meio ambiente (Hobson 2004; Letval, 2022). No entanto, ndo existe
um método padronizado para subamostragem de baakatdiferentes estudos utilizaram
diferentes técnicas.

Assim como em toda linha de pesquisa estabelebi@anétodos de preparacao e
tratamento das amostras para que se obtenhamadesultom qualidade analitica de dados.
Dados analiticos confiaveis sdo pré-requisito panaterpretacdo correta dos resultados
toxicolégicos na avaliacdo de estudos cientifid®@stdrs, Drummer e Musshoff, 2007).

O foco do presente estudo é fornecer adequacdesdoh@gicas que tenham
gualidade analitica dos dados gerados, visto gueles anteriores ndo apresentaram uma
padronizacdo metodoldgica a ser seguida, princgratienna fase de descontaminacdo das
barbatanas, que € uma etapa crucial para remogatettitos externos a analise toxicolégica
do tecido.Portanto, o presente estudo visou validar uma ro&ig@d para determinar a
melhor forma de descontaminacédo, amostragem, nt@ceeaanalise da distribuicédo vertical

de mercurio total (HgT) em barbatanas de baleiarjeb Megaptera novaeanglide
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Mercurio

O mercurio € o unico metal encontrado na formaidayé temperatura ambiente. O
mercurio elementar (Hyé estavel, podendo permanecer na atmosfera E@EsI@U até anos.
Pertence ao grupo 12 e periodo 6 da tabela Paidthen nimero atdmico 80. O simbolo do
Hg deriva do gregdydragyrum que significa “prata liquida” (NIH). E um dodesnentos
mais importantes levando em conta seus efeitosja@o seu carater toxico para o0 ambiente
(Pacyna e Pacyna, 2002). Tal elemento € introduzdoceano a partir de fontes naturais ou
por fontes antropicas (Horowi&t al, 2017; Outridgest al, 2018).

Em geral as emissbes naturais de Hg podem serifickedas como primarias e
reemissoes secundarias (Masdral.,2012). O Hg emitido por vulcdes, fontes hidroteéema
de mar profundo, e solo superficial pertencem defomaturais primarias. As fontes de
emissao secundarias sao reemissfes de Hg preveamepositado na vegetacdo, terras e
superficie da &gua, que esta principalmente relad® com mudancas no uso da terra,
gueima de biomassa, condicbes meteoroldgicas enmseuas de troca de mercurio gasoso
nos campos de interacdo ar-agua/superficie donssie/bolsas de gelo (Pirroeeal., 2001,
Mason, 2009).

As fontes antropicas de emissdo de Hg para o amebieduem mineracdo de ouro
(Artaxo et al, 1999), queima de combustiveis fosseis, industegallrgica, incineracéo de
residuos urbanos, e diferentes processos indsstRaroneet al.,2010). Pode-se encontrar o
Hg inorganico em seu ciclo em trés diferentes estade oxidacdo, sdo eles: mercurio
metélico ou elementar (g fon mercuroso (Hg") e fon mercurico (Hg) (Figura 1). O Hg
organico ocorre em formas metilicas: metilmerc{@elsHg") e dimetilmercurio [(CH)2Hg]
(Morel et al, 1998). O mercurio metalico apresenta-se em foigpigda prateada, que por sua
vez é altamente volatil. Este vapor pode sofredapdo para formar os dois principais estados
de oxidacdo do mercurio (bfgj e Hf") (Mirandaet al, 2007).

O primeiro estado de oxidacdo ocorre quando o imerelementar perde um elétron
e € chamado de mercurio mercuroso, que pode semteado em forma de cloreto
mercuroso, onde dois atomos de mercurio estdodgyadtre si e ddo a forma quimica de
Hg.Cl,. O fon mercurico (Hg) é o segundo estado de oxidacdo do elemento, doide
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elétrons foram removidos do atomo de mercurio, &toesponsavel por quase todos o0s
produtos quimicos organicos e inorganicos derivaltsscompostos de mercurio (Clarkson e
Magos, 2006).

Figura 1: Ciclo biogeoquimico do mercdario.

He'

ATMOSFERA

(CH,),Hg
Hg* Hgt

————— - SUPERFICIE

(CH,),Hg ‘ I Hgt*

FUNDO DO
OCEANO

Hg

AREAS REMOTAS

FONTES ANTROPICAS

Fonte: Mirandeet al, 2007 (Adaptado de Moradtf al, 1998).

A forma mais tdéxica em que o elemento se apresenammolécula de metilmercurio
(CHsHg"). Sua alta estabilidade, combinada com sua lkipaisgidade e propriedades idnicas
levam a grandes taxas de insercdo nas membranasrgklrismos vivos, sendo possivel
penetrar nos tecidos e atravessar barreiras cobaoraeira hematoencefélica, e a placentaria
(Zahiret al, 2005).

O ciclo biogeoquimico do mercurio envolve relac@esre o sistema atmosférico,
aquatico e terrestre (Moret al, 1998). Na natureza, o vapor de mercurio’jHyapora da
superficie da terra (solo e agua). Posteriormentapor de mercurio € convertido em uma
forma soltvel (H§") e retorna & terra na agua da chuva, e pode samemte convertido a
forma de vapor no solo e na agua por microrganismeemitidos para a atmosfera. Desta
forma, o elemento pode permanecer por longos msiot meio ambiente (Clarksan
Strain, 2003).

Um dos casos mais conhecidos mundialmente sobtamoracdo por metilmercurio,
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foi na baia de Minamata, Japdo, na década de 3@s Auantidades de mercario eram
descartadas pela companhthisso Fertilizernas aguas da baia de Minamata, que foi
metilado e incorporado nas teias troficas, levaradocontaminacdo dos peixes, que
posteriormente eram pescados e consumidos peldagépuocal. As elevadas concentracfes
de mercurio presente no pescado causaram sevaros gar envenenamento a animais e
seres humanos, como distarbios neurologicos, mdtui danos nas geragbes futuras
(Watanabe e Satoh, 1996).

Apesar dos efeitos toxicos descritos na literatpoa intoxicacdo por mercurio,
somente emagosto de 2017, a convencdo de Minamata sobrelkierieve como objetivo
reduzir as emissdes globais e proteger a saldenauma meio ambiente. Sendo assim, o
monitoramento continuo de mercurio no ambiente mharse faz necessario para determinar

a absorcao e o impacto do elemento nas teias dinesrmarinhas (Kershaw e Hall, 2019).

1.2Metilagédo do mercario

A transformacdo do mercario em ambientes aquatiomfluenciada pela sua
interagcdo com a biota, e com componentes orgarecasrganicos presentes na coluna
d’agua e nos sedimentos, pH, potencial redox edemyra, além da composi¢cdo e atividade
de microrganismos metiladores (Miraretal, 2007).

A reacdo de metilacdo transforma o mercario indoganem compostos
organometalicos, o metilmercirio (GHy’), e o dimetiimercdrio [(Ck.Hg]. O
metilmercurio é sua forma mais toxica, pois tendeEw@amular-se na biota em concentracdes
mais altas que na agua, e por apresentar afinaladateinas (Mason, 2001). O processo pode
ocorrer atravées de fatores bidticos ou abidticosr@et al, 1998). A metilacdo biotica
ocorre pela transferéncia de um radical metil aoctm® inorganico em bactérias sulfato-
redutoras através do mecanismo de desintoxicagesdmicrorganismos.

Para que ocorra esta reacdo, 0 mercurio € primeirge transportado através da
membrana lipidica que envolve os organismos urares. A absorcdo microbiana, portanto,
€ um processo fundamental para que haja a metifaayameio bidtico (Wood, 1974; Moret
al., 1998), tal reacéo é catalisada pela acdo enziandd metilcobalamina (vitamina B12). A
metilacdo abiodtica pode ocorrer pela acdo de admosicos e falvicos, ou por processos

fotoquimicos que ocorrem quando o metilmercurioréhido quimicamente atraves da reacao
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de transalquilagdo (transferéncia de um grupamenatil) na presenca de radiagéo
ultravioleta (UV) (Sicilianoet al, 2005). A acdo biotica é a principal fonte de pigtb de

metilmercurio no ambientmarinho (Mirandeet al, 2007).

1.3 Mercurio em teias troficas marinhas

O mercurio pode ser absorvido por via digestivéarmea ou respiratoria (Zhai al.,
2001), sendo que sua toxicocinética depende daleviaxposi¢cdo e da forma quimica do
metal. No ambiente marinho a introducdo do mercag teias tréficas se inicia nos
primeiros niveis tréficos, representado por orgaos unicelulares, como o fitoplancton, ou
bactérias, que absorvem o mercurio através de suatrpgdo na barreira lipidica da
membrana celular (Morelt al, 1998; Campbelkt al.,2005).

A absorcéo de Hgno apds ingestéo é baixa, e ndo tem tendéncieagbhular-se
(Baughman, 2005; O’'Reillgt al, 2010). O mercurio elementar (ﬁ’g consegue atravessar a

barreira hematoencefalica, tornando o sistema servolneravel aos seus efeitos (Meadows-
Oliver, 2012). Uma vez absorvidas, as diferentemdés do elemento se distribuem pelo
organismo, sendo que o mercurio inorganico apradsika lipofilicidade, o que dificulta sua
penetracdo nas barreiras hematoencefalica, e phaieene consequentemente acaba
apresentando baixas concentracdes em fetos eelraeAlém da eliminacéo via reproducao
(especialmente a transferéncia placentaria e enomescala a amamentacdo) a excregdo de
compostos organicos e inorganicos de mercurio ggod@neio de fezes, urina e no caso do
mercurio metalico, através do ar aspirado (ASTDIR9).

Ja em sua forma organica, o metilmerctrio 48¢l), é a forma quimica do elemento
gue gera maior interesse do ponto de vista toxgiodd(Borgaet al.,2004; Mirandaet al,
2007). Sua biodisponibilidade no ambiente e absongélos organismos depende das
condicdes fisico-quimicas do meio, como pH da agalmidade e temperatura, bem como a
taxa metabdlica dos orgaos, que pode afetar aférénsia do mercurio (Mordat al, 1998).
Devido a sua elevada taxa de ingestdo e baixa daxaxcre¢cdo, o metilmercurio pode
acumular em um individuo ao longo e sua vida (ATSD$99), e pode persistir através dos
niveis troficos, sendo biomagnificado para niveisidos mais elevados, para predadores

marinhos, incluindo os cetaceos (Kershaw e Hall920
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A bioacumulacdo € definida como o0 aumento da cdreg em um organismo
comparado ao ambiente, através de todas as ro@gdsicao, incluindo absorcéo dietética.
Além disso, a biomagnificacdo pode ser considerademo um caso especial de
bioacumulacdo em que a concentracdo do contamimamienta ao longo dos seus niveis
troficos. Tal processo pode levar ao acumulo deceatnacdes elevadas em tecidos de
grandes predadores, ameacando a saude de suaagfepulBorga, 2012No caso do Hg,
este elemento é um potencial neurotoxico e imunaidgara os cetaceos (Desforgdsal,
2015; Berengueet al.,2020).

Ao longo da vida dos mamiferos marinhos existe radléecia a diminuicdo do
percentual do metilmercurio em relacdo ao merdiatal (HgT) no figado (Legat e Lailson,
2010). Este processo acontece pois 0s cetaceasapapes de desintoxicar o metilmercurio
através da desmetilacado no figado, onde ocorreligaigio com o selénio (Se) para formar
seleneto de mercurio (HgSe) que é insolivel e tdxgicamente inerte (Frodellet al,
2000). A formacéo do seleneto de mercurio é codbaeggor ser a forma mais importante de

desintoxicacdo deste elemento em cetaceos (Nakataka2011).

1.4 As barbatanas

Os misticetos sdo caracterizados pela completanaiasée dentes, embora possam ser
encontrados somente em fetos (Berta, 2006). O lapadle alimentacdo é um tecido formado
por a-queratina que cresce na mandibula superior destoddMisticetos, e € denominado
“barbatanas” (Schelkt al, 1989a; Werttet al, 2020). A base de cada placa de barbatana
estd profundamente enraizada na regido epidérnicgathto, e essas placas crescem
continuamente a partir da base, mas também samweamtente erodidas nas bordas por
movimentos da lingua e por abrasdo das presasdRitla 2019; Aguilar e Borrell, 2021)
(Figura 3). Como as franjas externas sdo gradusdmelesgastadas e emaranhadas,
coletivamente esses fios fibrosos entrelacadosls®dem uns aos outros para formar uma
superficie de filtragem estendida no lado inteder cada linha das placas de barbatanas
(Williamson, 1973; Pivorunas 1979). Tais estrutyp@assuem crescimento incremental, isto €,
a barbatana cresce continuamente, o que as tormabatieamente inativas apds sua
formacéao, e se preservam relativamente bem ao ldogempo (Schebt al, 1989a).

As barbatanas sdo as estruturas responsaveis melanismo de alimentacdo por
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filtracho em suspensdo em Balaenopteridae, ondeal@iajubarte estd inserida, este
mecanismo é exclusivo desta familia (Goldbogen7201

As barbatanas podem ser obtidas a partir de espgdiescos, de arquivos de museus
e até material arqueoldgico. Além disso, podem (gers para estudos que examinam
mudancas de longo prazo nos niveis de metais esrabgHobson 2004). Uma vez formadas,
sua composicao é fixa e ndo trocam materiais coestante do corpo, preservando assim um
registro permanente e invariavel.

Segundo o estudo de Red al. (2019), placas de barbatanas sdo compostas Eor doi
componentes histolégicos com arranjo do tipo “sacide”: A medula (camada interior) e 0
cortex (camada exterior) (Figura 2). A medula comp8 tubulos corneos que transcorrem
paralelas ao eixo de crescimento da placa. As parmals tubulos sdo compostas por anéis de
células planas e queratinizadas. O interior doglt@gquando proximos a base de crescimento
€ preenchido com tecido conjuntivo, e se esvaziplaea madura (Pfeiffer, 1992). A medula
€ cercada por duas laminas de cértex compostasgmopactos filamentos de queratina e
células planas (Fudgs al, 2009).

Figura 2: Corte histolégico feito no estudo de Ritaal. (2019), de uma placa de barbatana de baleia-fin

(Balaenoptera physalus)

Labial Lingual

Cortex

Medula

Cortex

Legenda: A imagem mostra as trés camadas que temsta placa. As duas camadas do cOrtex e a camada
medular. A medula é composta por tdbulos cérnepgu@ correm paralelos ao eixo de crescimento.
A imagem também mostra a largura da parede dod(bll e a largura do cortex (c).

Fonte: Adaptado de Ritt al 2019.
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Figura 3: Esquema apresentando a posigdo das pla¢ssbatanas em um individuo vivo (& esquerda),

e 0 esquema de amostragem da placa de barbatesita)di

Labial Lingual

Legenda: Lingual - borda interna da barbatana;dlaliiorda externa.

Fonte: Adaptado de Chase Dekker Life Images.

O numero de barbatanas por cada hemimaxila, seantenméaximo, forma, cor e
outros atributos fisicos sé@o caracteristicas distigas para a identificacdo das diferentes
espécies de misticetos (Rice, 2009). Individuosltasiude baleia-jubarte Megaptera
novaeangliag podem apresentar de 270 a 400 pares de barbatdmar preta a oliva
amarronzada, com cerca de 60 a 80 cm de compriree8@am de largura (Clapham e Mead,
1999; Jefferson, et al., 2015).

1.5 0 potencial uso de barbatanas em analises ecol@ge toxicologicas

S&o0 poucos os estudos ecoldgicos realizados can daibarbatanas de misticetos. O
primeiro artigo que se tem conhecimento foi publacpor Best e Schell (1996). O respectivo
trabalho analisou razdes isotépicas de carbéh€) e de nitrogéniod{°N) em barbatanas
Baleias-franca-austraE(ibalaena australisda costa sul-africana. Outros estudos também
realizaram analises de dinamica trofica e toxidokiy) em barbatanas de misticetos de
diferentes espécies (Hobson e Schell, 1998; HotZa4; Caraveo-Patifio, 2007; Einsemann
et al, 2016; Pomerleaet al, 2018; Loweet al, 2022; Shoret al, 2022).
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Além da incorporacdo metabdlica de contaminantesbgbin, 2004), a queratina
absorve ions metalicos por meio de fisiossorcaalimigssorcdo. A fisiossorcdo, como a
adesao Umida, retém ions metalicos em superfi@@®estruturadas, como a superficie
nanoporosa das barbatanas. O mecanismo de abslergdigoelementos em barbatanas nao
foi estudado até onde se sabe, embora varios sstelloam utilizado estruturas queratinosas,
como penas de aves, que também sao estruturasdfsrpar queratina (Kar e Misra 2004;
Donneret al, 2019). Assim, acredita-se que sua estrutura\aquhistorico de contaminacéo
ao longo do seu comprimento (Rubenstein e Hob<ii%)2

Hobson (2004) realizou o primeiro estudo com umarddgem analitica combinada
de concentracdes de Hg e is6topos estaveis dencaf®dC) e nitrogénio §°N) em tecidos
de baleia-minke-comumB@laenoptera acutorostrataflo oceano Atlantico Norte. Seu
objetivo foi avaliar a eficiéncia das barbatanama@derramenta para relacionar concentracoes
de Hg com razdes isotépicas de carbodidC) e de nitrogéniodt°N), comparando com
orgaos (rim, figado e masculo).

A anadlise das placas inteiras foi bem relacionamha os outros tecidos, 0 que sugere
gue as barbatanas podem, sim, fornecer um indicaddiavel em relacdo as concentracdes
de Hg e assinatura de isétopos estaveis a longm.prAlém disso, segundo o estudo, pode
estar mais relacionado ao acumulo de Hg no organisim que com o registro da dieta.
Einsemannet al. (2016) também verificaram razées isotépicas déorar §°C) e de
nitrogénio 6°N) em barbatanas de baleias-Jubarte do Hemisférip ®m populacées
reprodutoras australianas. Este estudo foi a pr@mevestigacdo de dindmica trofica em
baleias-jubarte do Hemisfério Sul por meio das &iarmas.

A pesquisa de Pomerleat al. (2018) também verificou a relacdo das concentsacde
de Hg e razdes isotdpicas de carbditdQ) e de nitrogéniod{°N) ao longo de barbatanas de
Baleias-da-Groenlandid®élaena mysticetysnos mares de Bering, Chukchi e Beaufort e no
leste do Canad& (popula¢des da Groenlandia Oclylebtave et al. (2022), realizaram a
analise de concentracdes de mercurio total (HgTorago de barbatanas de trés individuos de
baleia-jubarte Nlegaptera novaeangliaela populacdo do Pacifico Norte. No estudo deehor
et al. (2022) treze elementos-traco incluindo o Hg, fommontrados (Al, Cd, Co, Cr, Cu, Fe,
Hg, Mn, Ni, Pb, Se, V, Zn).

Na maioria dos estudos citados acima, os indivigaosaviam sido avistados ou
monitorados em vida, assim, alguns estudos ja faesdados de idade, e ciclos de vida,
como em Loweet al. (2022), em que ja se sabia que a fémea havia magsadduas
gestacBes no periodo de crescimento de suas babatA atividade de monitoramento
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prévio pode fornecer informagfes sobre a idadenitoa, ou ciclo reprodutivo, o que pode
facilitar a interpretacdo dos dados obtidos poondai analise com barbatanas, ja que o tecido
fornece registros temporais (Loweal, 2022).

Tendo visto todo este historico, observa-se queadsatanas podem ser usadas como
ferramenta de estudos de concentracbes de metotalqHgT), pois oferecem informacdes
importantes sobre as mudancas de gravacédo dagdesia longo prazo no registro de metais
nas baleias (Hobson 2004; Lowe al, 2022), desde que se tenha confiabilidade em seus
resultados. Por isso, torna-se imprescindivel gquéesha estabelecido o método analitico

especifico para a matriz de queratina das barkmtana

1.6 A importancia do método analitico

O estudo toxicologico passa por algumas etapasledascoleta e amostragem da
matriz de interesse, passando pela preparacdo astramaté o tratamento dos dados obtidos.
O objetivo da etapa de preparacdo da amostrarétoeims as substancias toxicologicamente
importantes e, a0 mesmo tempo, remover compondatesatriz da amostra potencialmente
interferentes, e o objetivo da etapa de detecgdergéificar o composto relevante ao menor
tempo possivel, isto requer uma combinacdo de @ansalativamente universais, com
meétodos altamente especificos (Flanagfaal.,2007). No caso de analises de elementos-traco
e metais toxicos, como o préprio mercurio, ondeepoder encontradas concentracées nas
faixas de ordem de grandeza de pg/L ou pg/g, beasgaio e reprodutibilidade sdo essenciais
(Braithwaite e Bronw, 1988). A contaminacdo de amagsdurante a coleta e dentro do
préprio laboratorio podem ser sérias fontes de. @rgontrole e a garantia de qualidade de
um meétodo uma vez validado, sdo capazes de magtiaro meétodo funciona como
pretendido (Flanagaet al, 2007).
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1.7 A espécie estudada

Figura 4: Baleia-jubarttMegaptera novaeangliaBorowski, 1781)

Fonte: Jeffersomrt al. 2015

A baleia-jubarte (Figura 4) é cosmopolita, ocorertesde as aguas polares as
tropicais. Elas passam o verdo se alimentando erszte altas latitudes e migram para areas
costeiras proximas a ilhas ou sistemas de recde®riis no inverno (Rice, 1998).

Dentre varias espécies de baleias, as baleiaggubassuem uma gama de dados mais
conhecidos sobre sua alimentacdo e ecologia (Bdrah 2002). Suas migracdes estdo entre
as mais longas conhecidas para qualquer espéniaméfero, podendo chegar a 8.000km. As
baleias-jubarte aproveitam tanto a alta produtolédao veréo de altas latitudes, e economizar
energia em areas tropicais (mais quentes) no inyertambém por essas regides possuirem
densidades mais baixas de algumas espécies delpresiapara proteger seus filhotes, como
as orcas (Wedekinet al, 2010, Jeffersonet al, 2015). Os filhotes nascem com
aproximadamente 4m de comprimento e entre 8 a lidgean sua independéncia, que ocorre
no final do ano natal do filhote (Claphahal, 1999), sdo considerados adultos partir de 14m
de comprimento (Clapham e Mead, 1999).

A populacdo de baleias-jubarte que se reproduzenosta do Brasil € uma das sete
reconhecidas do Hemisfério Sul, fazendo parte ttmgae reprodutivo A (Grolet al.,2024
Marcondeset al., 2021) Suas éareas de alimentacdo incluem as ilhas GedoyiSul, e
Sandwich do Sul (Steviokt al, 2006; Zerbinet al, 2019) e sua principal area de reproducéao
€ o0 arquipélago de Abrolhos, na costa brasileirar(iMs et al, 2001; Andrioloet al, 2010).

Os animais comegam a agregar-se em junho, e atisgamaior densidade entre os meses de
agosto e setembro, e a maioria ja se retirou erambro (Engel e Martim, 2009). A espécie
em geral tem uma dieta diversificada, alimentarelgrincipalmente de zooplancton e uma

grande variedade de cardumes de peixes como are(@upea harengs), cavala
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(Scomberomorus cavallapardinha (familiaClupeidag, anchova(Pomatomus saltatr)xe
capelim Cymbopogon citratys(Jeffersoret al, 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 Obijetivo geral

- Validar uma metodologia para determinar a descomacdo e as amostragens mais
adequadas para a analise da distribuicdo verteahercurio total (HgT) em barbatanas de
baleia-jubarteNlegaptera novaeangliae

2.2 Objetivos especificos

a) - Otimizar uma metodologia de descontaminacdo e stagem das
barbatanas para analises de mercurio total (HgT)barbatanas déaleia-
jubarte Megaptera novaeanglide

b) - Padronizar a metodologia das técnicas de angbsa mercurio total
(HgT) em barbatanas daleia-jubarteflegaptera novaeangliae

c) - Verificar se ha variacdo das concentracdes deumertotal (HgT) em
diferentes regides (borda interna, regido centt@reda externa) de barbatanas
debaleia-jubarteNlegaptera novaeangliae

d) - Verificar se h4 variacdo das concentracdes deumertotal (HgT) ao
longo das barbatanas (distribuicdo vertical) lumeia-jubarte Nlegaptera

novaeangliag



36
3 METODOLOGIA

3.1 Area de estudo

A area de estudo do presente trabalho compreef@zano Atlantico Ocidental, que
se localiza entre os continentes da Africa e Araédo Sul, e entre as regibes antarticas e
subantarticas. Esta é area de alimentacdo dasadb@lbarte que migram para a costa
brasileira., principalmente a regido no entornoithes Geodrgia do Sul e llhas Sandwich do
Sul (Stevicket al, 2006; Zerbinet al,, 2011).

Entre as latitudes de 30 e 60°S, o Atlantico Sidl ssb a influéncia de fortes ventos
de noroeste que impulsionam uma ampla deriva pate,lo que torna superficialmente dificil
distinguir a faixa de corrente sul do giro subtecapique é mais fraca do que sua outra parte
alimentada pela Corrente do Golfo no Atlantico Hp# na regido da Corrente Circumpolar
Antartica (Stramma e Peterson, 1990). A agua irddramia antartica circula com o circulo
subtropical anticiclénico (Buscaglia, 1971; Ratal., 1977), assim como as aguas mais
profundas acima de 3.500 metros de profundidad®©ceano Atlantico Sul (Reiét al,
1977).

A fronteira hidrogréfica entre o giro subtropicab d\tlantico Sul e a Corrente
Circumpolar Antartica (ACC) é conhecida como Cogeecia Subtropical (Seeliget al.,
1997). A Convergéncia Subtropical € descrita comta tacentuada descontinuidade de
temperatura que se estende pela maior parte doti&tdéSul, entre as correntes do Brasil e
das Malvinas. As aguas da corrente das Malvinaseqtram em contato com a corrente do
Brasil, sdo, portanto, as da Zona Subantéartic&ateente Circumpolar Antartica (Stramma e
Peterson, 1990).

Oceano Atlantico Sul tem dois locais distintos réproducdo de baleias-jubarte
(Megaptera novaeanglide uma em cada margem continental Brasil e Africzidéntal
(Engel e Martim, 2009). Na costa brasileira as ibaigibarte do estoque reprodutivo A
ocorrem no inverno (~5-25), comegando a agregar-se em junho, e atingindonsior
densidade entre os meses de agosto e setembrd gEMgrtin, 2009), e a maior parte da
populacao se concentra no Banco dos Abrolhos (Aludet al, 2006; Wedekiret al, 2010).
Outros registros também foram relatados pertohdes ibceénicas, também na costa brasileira
(Lodi, 1994).
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As regides de encalhe e coleta compreendem ososstadParana, na regido Sul do
Brasil, e S&o Paulo, e Rio de Janeiro, que pemer@cregido sudeste do Brasil, com o nUmero

de dois individuos por estado (Figura 5).

Figura 5: Regides de coleta.

50°0'0"0 47°30°0"0 42°30'0"0

21°40'0"S

23°20'0"S

25°0'0"S

26°40'0"S

50°0'0"0 47°30'0"0 45°0'0"0 42°30'0"0

Fonte: Karina dos Santos Pereira, 2024.

3.2 Amostragem

Foram coletadas barbatanas de 6 individuos de akhaleqrte Klegaptera
novaeangliapde forma oportunista a partir de animais encdosancalhados nas praias das
respectivas regides entre os anos de 2014 a 2G#R:I@r 1), sob licenca de coleta ABIO
(640/2015) e de pesquisa a SISBIO (n° 18688-4) stade do Parana, IBAMA/MMA
(n°11495-1) e ICMBIo/MMA (n° 11579-1) do estado Em de Janeiro, e ICMBio/ MMA (n°
16586-2) do estado de Séo Paulo.

Essas placas possuiam comprimentos variados,indfiesua posicdo na boca, e
diferentes faixas etérias dos individuos. Foi raala uma primeira maceragéo, para retirada
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de material organico da porc¢éo superior da barbafeal procedimento refere-se a maceracao
do tecido gengival presente em alguns fragmentosasobarbatanas.

Tabela 1: InformacBes de coleta dos espécimes sfae @0 estudo: espécie, comprimento total - CT),(cm

classe etaria, sexo, data de coleta e regido deammldesignacao para o estudo.

CT (cm) Classe Sexo Data de Regido de | Designacéao
etaria coleta coleta para o
estudo
1500 Adulto F 11/08/2014 Praia da BJ1
Macumba,
Rio de
Janeiro
878 Juvenil F 18/08/2021| Praiade Sao BJ2
Conrado, Rig
de Janeiro
856 Juvenil M 05/10/2018 [tanhaém, BJ3
Séao Paulo
738 Filhote M 14/09/2021| Peruibe, Sao BJ4
Paulo
990 Juvenil F 25/05/2023 Pontal do BJ5
Sul, Parana
1050 Juvenil F 23/08/2023 Pontal do BJ6
Sul, Parana

Legenda: CT (cm) - comprimento total em centimetgexo- (F) - fémea, (M) - macho.
Fonte: A autora, 2024.

3.3 Descontaminacao da vidraria

Conforme método de descontaminacdo de vidrariatalgoratério, toda a vidraria
utilizada foi lavada com agua corrente e detergéxpiés esse processo, a vidraria foi rinsada
de duas a trés vezes com agua destilada e colecadan banho de detergente Extran neutro
de uso laboratorial a 5% por 24 horas. Apos esieq® a vidraria foi retirada desse banho e
rinsada com 4gua destilada por no minimo trés yezeaté que todo o detergente tenha sido
retirado. Em seguida, foi colocada em um banho pascontaminacdo em &cido nitrico
(HNO3) a 5%, por 24 horas. Passado o periodo do banhéceto nitrico, o material foi
retirado e rinsado por mais trés vezes com agud#ladisse colocado em uma bancada para

secar a temperatura ambiente.
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3.4 Testes de descontaminacao das barbatanas

Foram testadas quatro metodologias diferentes chmaledade de verificar qual seria
a melhor forma de se descontaminar as barbatanaspieezas e interferentes externos a
andlise. Para os testes de descontaminacdo, cdoesanteriores com barbatanas foram
usados como embasamento para a escolha dos nsatgraiseriam utilizados, conforme
descrito na tabela 2. A amostragem foi feita enidtanas de BJ2, por este ser o individuo
com maior quantidade de placas disponiveis para spiepudesse realizar 0s testes
metodoldgicos.

Tabela 2: Embasamento tedrico para utilizagdo dienmis na etapa de descontaminagdo da amostra.

Material Fonte da literatura
Cloroformio: metanol (2:1) Hobson e Schell, 1998;
Caraveo-Patifio, 2007,
Einsenmanet al, 2016;
Pomerleatet al, 2018.
Esponja de acgo Hobson e Schell, 1998;
Einsenmanret al, 2016;
Pomerleatet al, 2018.
EDTA (acido etilenodiamino tetra- Bastoset al., 1998.

acético) a 0,01%
Fonte: A autora, 2024

As diferentes descontaminacdes realizadas foraste Tle Lavadas somente com agua
destilada e secas na estufa por 48h a 58°C; Te&vadas com agua destilada e rinsadas
com solucédo de cloroformio:metanol em proporgcaq 8:%ecas na estufa por 48h a 58°C;
Teste 3: Lavadas com agua destilada, postas eno lagnbolucdo cloroformio:metanol (2:1)
por 24h em um recipiente de vidro, vedado com papehinio e depois tampado, rinsadas
com solucéo de cloroférmio:metanol (2:1) sendoegsidas com uma esponja de aco, e secas
na estufa por 48h a 58°C; apds o periodo de secagam banhadas em uma solucédo de
EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) em umacaantracdo de 0,01% por 5min, apos
isso foram rinsadas com aghMili-Q e levadas para a estufa por 48h a 58°C para sarage
por ultimo Teste 4: lavadas com agua destiladaadas com agudlilli-Q , banhadas por 5
min em solucéo de EDTA (0,01%), rinsadas com &diliaQ novamente e levadas a estufa

por 48h a 58°C para secagem (Tabela 3).
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Tabela 3: Tipos de métodos de descontaminacacogam frealizados

T1 T2 T3 T4
Agua destilada Agua destilada Agua destilada Agua destilada
Secagem na estufal Secagem na estufa Imersao em Rinsagem com agua
por 48h a 58° por 48h a 58° cloroférmio:metanol Milli-Q
(2:1) por 24h
Agua destilada Rinsagem com | Imersdao em EDTA a
cloroférmio: 0,01% por 5min

metanol (2:1),
utilizando uma
esponja de ago
Rinsagem com Secagem na estufa Rinsagem com agua
cloroférmio: por 48h a 58° Milli-Q
metanol (2:1)

Secagem na estufa Imersdo em EDTA a Secagem na estufa
por 48h a 58° 0,01% por 5min por 48h a 58°

Rinsagem com agua
Milli-Q
Secagem na estufa
por 48h a 58°

Legenda: T- teste.
Fonte: A autora, 2024.

3.5Maceracéo

A maceracao feita para a primeira bateria de anabssistiu em cortar as barbatanas
em pedacos pequenos, em intervalos de 1 a 1,5 smacatilizacdo de um alicate. Com o
resultado gerado a partir desta bateria decidiestar duas metodologias de maceracao.

O primeiro teste consistiu em transformar as bartzet em um p6 homogéneo com a
utilizacdo de um ralador de ~20 cm de altura; asdg teste consistiu no procedimento de
corte das amostras em pequenos pedacos (~3mm) casd @e uma tesoura aviagao.

Os materiais citados para a testagem da fragmentiggiamostras (alicate, ralador e
tesoura) foram previamente descontaminados dargegorma: primeiro foram lavados com
agua e detergente neutro, rinsadas com agua destgdapostas para secar a temperatura
ambiente lavadas com agua da pia e detergentongosadas com agua destilada, rinsadas

com Acetona, e por ultimo, rinsadas com solucdo dadorometano: hexano (1:1).
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3.6 Homogeneidade da matriz

Foi realizado o teste para verificar a homogeneidiad matriz (o tecido de queratina
da barbatana), com o objetivo de investigar seoasentracoes de HgT foram incorporadas
de forma homogénea numa mesma placa de barbatatea.tdste também pbde buscar
responder se haveria uma regido que deveria siergmeialmente escolhida para padronizar
a amostragem em barbatanas. As aliquotas foraas feinh triplicatas — borda externa (ou

regido labial), regido central, e borda interngiée lingual) (Figura 7).

Figura 6- llustragdo demonstrativa mostrando asdiférentes regides de uma placa de

barbatana (borda interna, ou kedidgual; regido central; borda externa, ou redgédal).

! Regido central
— T

Borda interna

— | BOrda externa (regiao
labial)

(regido lingual)

Fonte: A autora, 2024.

3.7 Distribuig&o vertical

A partir dos resultados dos testes realizados padaonizacdo do processamento e
amostragem das barbatanas, foram coletados pedacgbsrda externa de cada placa, ao
longo de todo o seu comprimento intervalos de 15actnh da base (mais nova) até a ponta
(mais antiga). Estes foram denominados como “cmcrh; 2; cm 3; cm 4” e assim

consecutivamente. Sendo o cm 1 sempre da regi&pmaiima a base da placa (Figura 8).
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Figura 7: Representacéo esquematica dos cortesigo tio comprimento da barbatana

1°cm

Distribuicdo vertical

LI

LU

o
e g

||I|‘|||||

Legenda: Tracos amarelos — cortes com espacamerdterd a 1,5 cm.
Fonte: A autora, 2024.

3.8 Determinacao de mercurio total (HgT)

A etapa de digestdo das amostras e a determinagdonatcurio total por
Espectrofotometria de Absor¢cdo Atdbmica com geratrVapor Frio foram baseadas no
meétodo tradicional de Malret al.(1989) e Bastot al., (1998). Aliquotas entre 0,2g de
tecido seco foram pesadas e submetidas a adichondede peréxido de hidrogénio {Bh).
Posteriormente, foram adicionados 5 mL de solug#forgtrica (HNQ;:H,SO, em propor¢éo
1:1) para a digestdo das amostras, que foram d@ecam banho-maria a 60°C durante 2
horas até sua total solubilizacdo. ApOs este periasl amostras foram retiradas do banho-
maria e resfriadas por 15 minutos. Em seguidaimastias foram oxidadas com 5mL de uma
solucdo de permanganato de potassio 5% (KiMn&&ndo colocadas novamente em banho-
maria a 60 °C, por 15 minutos. As amostras foramadas do banho-maria, cobertas por
filme plastico, permanecendo até o dia seguioterfigh). Apos este tempo, as solucdes
foram reduzidas com a adicdo de 1 mL de cloriddatdnidroxilamina 12% (NMOH.HCI) e
avolumados com agua ultrapuidil(i-Q) até 14 mL. A determinacdo de HgT foi realizada
por espectrofotometria de absorcdo atdbmica comgcgerde vapor frio (FIMS-40Rerkin
Elmer). (Figura 10), conforme o demonstra o esquemagdaaf 9.
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Figura 8 Representacao esquematica do protocolo de digdstamostras baseado em Madiinal.(1989) e
Bastoset al.,(1998)

SmL Banho-maria a 60°
0,2g de massa |y | lmL de HyO, |3 e pno,ms0, (1:1) | B por 2h

& Banho-maria ¢I 5mL de KMnO, & Amostras retiradas e

Overni ghf por 15min (5%) resfriadas por 15min

ImL de NH,OH.HCI- I$ Avolumar com agua ultrapura I:> Espectrometria de absor¢do atémica
(12%) (Milli-Q) até 14 mL ¥ | com geragdo de vapor frio (FIMS-400)

Legenda: Overnight - traducao para o termo "virapie".
Fonte: A autora, 2024.

Figura 9- Espectrometro de absorcao atdmica coatdgede vapor frio utilizado para determinar as

concentragdes de mercurio total nas barbatanaslé@B-jubarte (FIMS-40@erkin EIme}.

™

Legendaflow Injection Mercury systeifrIMS-400).
Fonte: A autora, 2024.

3.9 Certificacdo do método

A precisdo e exatidao dos métodos analiticos fatet®rminadas através da utilizacao
do material de referéncia certificado DORM¥&sh protein Certified Reference Matepial
provenientes dd\ational Research Council (NGRdo Canada. A recuperacdo média do
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DORM-5 foi de 97,95 % + 4,29%. Todas as amostreanfcanalisadas em réplicas e foram
usados brancos analiticos em todas as andlisesefi@iente de variagdo (DP/média x 100)

aceitavel para as amostras em duplicata foi d20fte

3.10Limite de deteccdo do equipamento

Para calcular o limite de deteccdo do equipameRt®¥%-400 — Perkin Elmer)
utilizou-se o desvio padrédo de todos os brancogladtna leitura das baterias de HgT
(0,0002) multiplicado por 3 e dividido pela inclgg@® da curva de calibracédo (0,0137)
(Pozeboret al, 1999). Logo, o limite de deteccéo de HgT encautrmi de 0,011 ng. mit
para o FIMS-400.

3.11Limite detec¢do do método

Para estabelecer o limite de deteccao (LD) do deétoi multiplicado o valor do LD
do FIMS pelo fator de diluicdo das amostras (FPge volume final da solucéo (VF), e este
resultado dividido pela massa média (M) utilizadaapa barbatana. Com isto, obteve-se o
limite de deteccéo de HgT para o método empregadespondente a 1,46 ng-gseguindo a

equacao:

LD método= LD (FIMS)x FD x VF

M

LD método= 0,011 X 1x14ml
= 1,46

0,1055
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3.12Tratamento dos dados

Os resultados foram tratados utilizando o progr&mATISTICA7.0 for Windows
(StatSoft, Inc1984-2004, USA). Primeiramente, foram aplicadesestes d&hapiro-Wilk
para verificar a normalidade dos dados. Foram agidis testes ndo paramétricos de
Friedman,seguido do teste posterioride Tuckeypara comparar se havia diferenca entre as
diferentes descontaminacgOes, e para verificar qumla diferenca das descontaminacgdes
entre si. Foi aplicado o teste #euskal-Wallispara investigar se as concentracdes eram
significativamente variaveis entre as diferentggdes da barbatana (borda externa, meio e
borda interna). Um teste de compara¢cées multigiasetlizado para indicar onde estaria o
ponto de possivel diferenga significativa entretr@s diferentes regides da placa (borda
externa, meio e borda interna). Por fim, foi aplwa tested~riedmanpara averiguar se as

concentracdes sao significativamente variaveisstatulicao vertical das barbatanas.
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4 RESULTADOS

Antes da realizacdo dos testes de descontaminémdoealizada uma bateria de
andlise ao longo de parte do comprimento de umbatara BJ2, pelo motivo de ser o
individuo com maior quantidade de placas para samostradas. Utilizou-se a amostragem
gue consistiu em cortar as barbatanas em pedaqasrmpes, em intervalos de 1 a 1,5 cm com
a utilizacdo de um alicate, e a etapa de digesif felo método convencional baseado em
Malm et al., (1989) e Bastost al.. 1998). Durante a analise, observou-se que seriam
necessérias adequacfes metodologicas para se whteresultado confidvel, pois foi
observado que houve ma digestdo das amostrase j@sgavam ainda pequenas particulas de
amostra nos tubos. Em seguida, optou-se por tistaentes formas de descontaminacao, de
maceracdo, e da etapa de digestdo das amostras. did€o, trés amostras apresentaram
coeficientes de variagdo acima do limite de vadagéeitavel, que é 20% (42,5; 26,6 e 41,9

respectivamente).

4.1Testes de descontaminacéo

Teste 1. Nesta metodologia a limpeza das placasemizada somente com a
utilizacdo de agua destilada, e a secagem na e€uggafico 1 mostra as amplitudes de
concentracdo de HgT em cada descontaminacdo alifa teste 1 se apresenta com o
resultado de maior amplitude de concentracfes mpa@do ao teste 2 e ao teste 3 na qual
foi utilizada a solucéo de cloroférmio:metanol (24 também apresentou concentracdes mais
baixas em relacdo aos outros trés testes.

Teste 2: Este teste apresentou a segunda menaca@rentre as concentragdes
(Gréfico 1), nesta metodologia foi inserido o usoslucdo de cloroférmio:metanol (2:1),
gue também foi utilizada nos estudos de Hobson hell$cl998; Caraveo-Patifio, 2007;
Einsenmanret al, 2015 e Pomerleaet al, 2018. Neste experimento o cloroférmio:metanol
(2:1) foi utilizado em uma etapa de rinsagem, comtibzacdo de uma esponja de aco
simultaneamente.

Teste 3: O presente método foi realizado com argéee da imersdo em
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cloroférmio:metanol (2:1), além da rinsagem, e,ddm com a imersdo em EDTA a 0,01%.

Teste 4: O teste 4 foi realizado com a utilizacd@gua destilada e EDTA 0,01%, sem
uso de cloroférmio:metanol (2;1) em nenhuma etBpte método foi 0 que apresentou maior
distancia entre os valores minimo e maximo, e cuegemente, maior amplitude de
variagao nas concentragoes.

Como resultado dos testes das andlises, a tereit@dologia de descontaminacdo
das barbatanas mostrou-se mais eficiente. Houweredifa entre os procedimentos de
descontaminacad-fiedman p<0,05), sendo o T3 diferente dos demais (testapbsteriori
Tukeypara N desiguais, aplicados sobre postos, p<0/é&n disso, T3 apresentou menor
variagdo entre os valores minimo e méaximo de Hg¥ v&@lores médios de concentracdo e
desvio padréao para T1 foram 264 ng.g-!, paréol27+2 ng.g-t, para T3 foi 31+1 ng.g-!
e para T4 foi 307 ng.g- (Gréafico 1). Concluiuegee a melhor forma de descontaminar as

placas foi o T3.

Grafico 1. Concentracfesutantes apds cada descontaminacado realizada rbaitdozas de BJ2, expressas
em ng.g", peso seco (p.s).
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Legenda: Onde no eixo Y representa a concentragdm eixo X representa as diferentes descontaresacd
(T1; T2; T3; T4). T - teste.

Fonte: A autora, 2024.

As barbatanas primeiramente foram lavadas com éguante , para remocao de
detritos como areia e algas, que pudessem estad@gl@as placas. Logo apés, foram

lavadas com agua destilada, postas em repousc@aagem em temperatura ambiente por
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cerca de 20 min.

Apés a secagem, foram iniciados os procedimentodedeontaminacdo descritos.
Em T3 (método mais adequado) as barbatanas forastasp@m banho de solugéo
cloroférmio:metanol (2:1) por 24h em um recipiedeevidro, coberto por papel aluminio
(Figura 11) e tampado. Passadas as 24h, as ptaeas finsadas com uma nova solucéo de
cloroférmio:metanol (2:1) sendo esfregadas com es@onja de aco, e secas na estufa
durante 48h a 58°C; apo6s o periodo de secagena@ssdbram banhadas em uma solugéo
de EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) em urnacentracdo de 0,01% por 5min,
apos isso foram rinsadas com ailili-Q.

Figura 10- Placa de barbatana em banho de sollg@décmio:metanol (2:1) em recipiente de vidrobeda

por papel aluminio, dentro da capela ligada

Fonte: A autora, 2024.
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4.2 Maceracgao

A definicdo do protocolo de maceracéao foi avalipdasua eficiéncia de execucédo ao
longo do comprimento das barbatanas. O uso ralddtectou-se que seria dificultosa a
maceragdo por dois motivos, sendo eles: (1) algystesas de barbatanas possuem alta
resisténcia e levavam muito tempo para que se goisse retirar a massa necessaria para a
analise de HgT; (2) conforme se chegava mais pr@ximfinal da barbatana (no sentido da
base para as pontas desgastadas), as placas camexae quebrar, e 0 objetivo de tornar o
p6 homogéneo néo era alcancgado.

O procedimento de corte e transformacédo das badmtam pequenos pedacos de
aproximadamente 3 mm de tamanho (Figura 13) mosinais eficiéncia pela facil
maleabilidade da ferramenta utilizada. Para agsamsatias barbatanas inteiras (cortes de 1,5
cm), foi utilizada.Apés a realizagdo dos cortes as amostras forarazamadas em potes de
vidro descontaminados, e guardadas em um dessetadwdia da analise.

Figura 11- Tesoura aviagao utilizada no métodolegtmpara realizar os cortes das barbatanas

il

[

Fonte: A autora, 2024.
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Figura 12- Cortes feitos com a tesoura aviacaoregidtou em

fragmentos de aproximadamente 3 mm de tamanho

Fonte: A autora, 2024.

4.3 Adequacdes metodoldgicas na etapa de digestdo dasostras

Conforme mencionado anteriormente, foram realizadi@sjuacdes metodoldgicas para
a analise de HgT nas barbatanas. Sendo assim.tacqim de digestdo das amostras para
barbatanas incluiu: Primeira adequacédo:Reducdoadsandas amostras de 0,2 g para 0,1 g.
Segunda adequacao: Adicionar uma gota de simetinoobor as amostras antes da adi¢cao da
solucdo sulfonitrica, a fim de reduzir a tensdoesdipal na amostra em contato com a
solucéo sulfonitrical'erceiraadequacdo: Aumento do tempo do primeiro banho-mde&h
para 3h, com agitagdo manual das amostras de 3@0emin (Figura 14). Todas as
adequacdes metodoldgicas descritas foram realizadas a finalidade de aumentar a
superficie de contato da amostra na etapa de dmedbrnar essa etapa efetiva para a matriz
de queratina.
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Figura 13- Representacdo esquemética da etapagést& das amostras com o novo protocolo com
adequacdes especificas para barbatanas

1 gota de SmlL
0,lg de massa |gp | ImLde H,0, |o) simeticona D | de HNO,H,S0, (1:1)

Banho-maria ¢ SmL de KMnO4 <:| Amostras retiradas e Banho-maria a 60°
por 15min (5%) resfriadas por 15min <:| por 3h

o

(Com agitagao manual a cada 30min)

> Overnight D | 1mL de NH,0H.HCI- (12%) o G

(Milli-Q) até 14 mL

Espectrometria de absorcdo atomica
com geracdo de vapor frio (FIMS-400)

Legenda: Em vermelho - adequacdes inseridas aaméto
Fonte: A autora, 2024.

4.4Homogeneidade da matriz

No teste de homogeneidade da matriz, com basefeasnties regibes de uma mesma
placa foi apontada diferenca significativa entrecascentracbes da borda externa, regido

central e a borda interna (Teste Kauskal-Wallis Hy =6,49 (p< 0,05). Logo apods foi

realizado um teste de comparag¢des multiplas (pS)0Odue apontou que a diferenca estava
entre a borda interna e a borda externa, sendooasemtracbes da borda externa
significativamente mais elevadas que as encontradaborda interna (Grafico 3). Desta

forma,optou-se por seguir as analises de dist@ouigrtical realizando a amostragem pela
borda externa (regidao labial), também levando emsideracdo o menor desgaste desta
regiao.
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Gréfico 2- Concentragdes de HgT em trés difererggides de uma placa de BJ2, expressas er,nuego
seco (p.s).
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Fonte: A autora, 2024.

4.5 Distribuigéo vertical de HgT em cada individuo

Foram analisadas uma barbatana de cada um dosivéduud, em todo o seu
comprimento. As amostras foram aliquotadas em uervalo de 1 até 1,5 cm devido a
descricdo de crescimento que foi encontrada matlite. No estudo de Werdt al. (2021),
0s autores descreveram que as barbatanas de HabzEise do Atlantico Norte crescem de
12 a 18 cm por ano em adultos e juvenis, respestnée. Devido a auséncia de estudos com
0 mesmo estoque do presente estudo, optou-se tmrpadronizacdo (1 a 1,5 cm por
fragmento ao longo do comprimento da barbatana).

Foram detectadas concentracdes de HgT em todasmastras. Foram
analisadas 382 amostras considerando as duplicAtasmbela 4 mostra os dados de
comprimento total de cada individuo, e comprimetaglaca de barbatana contando com as
estruturas do cértex e da medula, ambos expressartimetros (cm), e a quantidade de
duplicatas que foram analisadas para cada plagas@no das concentracfes de mercurio

total (HgT) encontradas nas barbatanas encon@ipresentado na Tabela 5.
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Tabela 4: Dados do comprimento total de cada iddoj comprimento da placa de barbatana, ambos

expressos em centimetros (cm), e a quantidadepdieatas analisadas em cada placa

Individuo CT do animal CT da placa Qt. De duplicatas
BJ1 1500 cm 62 cm 104

BJ2 878 cm 37 cm 54

BJ3 856 cm 34 cm 62

BJ4 738 cm 26 cm 42

BJ5 990 cm 38 cm 64

BJ6 1050 cm 39 cm 56

Legenda: BJ - designacao dos individuos para des€il - comprimento total em centimetros.
Fonte: A autora, 2024.

Tabela 5: Valores minimos, maximos, médios, med@édasvios padrdo das concentracdes de merctailo tot
(HgT) de cada individuo, expressas em ng.g-* (peso)

Individuo Valor Valor Média Mediana Desvio
minimo maximo padréo
BJ1 85,49 141,24 109,62 111,31 15,51
BJ2 29,10 59,6 39,84 37,70 6,99
BJ3 1,17 18,09 7,98 8,65 4,19
BJ4 17,6 39,73 25,54 25 5,42
BJS 35,28 154,82 71,44 58,17 34,55
BJ6 10,84 55,01 22,34 18,56 111

Legenda: BJ - designacédo dos individuos para destu
Fonte: A autora, 2024.

Observa-se através dos graficos 4,5,6,7,8 e 9 aquxeeham variagcdes de concentracdo
de HgT em todos os individuos. Através do tdsteedman, foi apontada diferenca
significativa nas variagdes das concentragdestpdos individualmente (p<0,05).

O individuo BJ1 apresentou valor minimo de 85,49+#ge valor maximo de 141,24
ng.g-1. O grafico 4 mostra as concentracdes dwiithad BJ1. Do cm 1 ao cm 4 ha um breve
aumento de concentracdes, e logo, uma queda até Iconde é atingida a concentracéo
minima de HgT para este individuo (85,49 ng.g-9.din 10 ao cm 23 ha o aumento das
concentragcoes de uma forma mais gradativa, e uedagdo cm 23 ao cm 28. Do cm 28 ao
cm 39 ha variagfes nas concentracdes, mas permamecenesma ordem de grandeza, e a
partir do cm 39 ha novamente tendéncias de quedamento das concentracdes a partir do
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cm 46. Nota-se que ha mudanca na ordem de graddezsoncentracdes ao longo de trechos
do comprimento da barbatana.

Grafico 3- Distribuicdo vertical das concentracdesmercurio total HgT ao longo do comprimento deaum
barbatana de BJ1, expressas em hggso seco (p.s).

Bl
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= N A Ll
“ap 80,00
— 0 10 20 30 40 30

Comprimento da barbatana (em cm)

Legenda: Cada ponto dos gréficos refere-se a uplcdia analisada.
Fonte: A autora, 2024.

O individuo BJ3 apresentou valor minimo de 29,1@#ge valor maximo de 59,6
ng.g-t. O gréfico 5 mostra as concentracdes exgsass individuo BJ2, a primeira duplicata
(cm1l) foi a que apresentou o valor de maior comaeéb, e a concentracdo minima no cm 8,
ou seja, do cm 1 ao cm 8 houve uma queda, que rbretorna a se elevar. No cm 12 ha um
pico e as concentragfes caem novamente até o cen ddrtir deste, ha uma tendéncia de
aumento gradativo das concentracdes, nota-se dses de queda e de aumento de HgT neste
individuo.
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Grafico 4- Distribuicdo vertical das concentrag@esmercurio total HgT ao longo do comprimento deaum

barbatana de BJ2, expressas em hggso seco (p.s).
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Legenda: Cada ponto dos gréficos refere-se a uplcdia analisada.
Fonte: A autora, 2024.

O individuo BJ3 apresentou valor minimo de 1,17+#g.e valor maximo de 8,09
ng.g-1. O grafico 6 representa a distribuicdo valtno individuo BJ3. Do cm 1 ao cm 3 ha
uma queda de concentragfes, e um aumento até q ena fartir deste, até o cm 19, as
concentracgoes flutuam entre 12 e 6 ng.g-* com em@éncia de queda. Do cm 19 para o cm
20 had uma queda brusca de 8,65 para 1,98 ng.gi em 20 ao 27 ha flutuacbes de
concentracbes com tendéncia de aumento. Do cm &/ gga&m 28 ha novamente uma
variacdo brusca de concentracdo, que vai de 4,08,69 ng.g-t, e a partir do cm 28 ha

novamente uma tendéncia a queda de concentracétside

Grafico 5- Distribuicéo vertical das concentracdesmercurio total HgT ao longo do comprimento deaum

barbatana de BJ3, expressas em hggso seco (p.s)
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Legenda: Cada ponto dos gréficos refere-se a uplecdia analisada.
Fonte: A autora, 2024.
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O individuo BJ4 apresentou valor minimo de 17,&#ge valor maximo de 39,73
ng.g-t. O grafico 7 mostra a distribuicdo vertidalHgT no individuo BJ4. Observa-se uma
leve queda de concentracdes do cm 1 ao cm 3, merdo do cm 4 para o cm 5. Do cm 5 até
o cm 11 as concentragcfes flutuam com um pico delagee um pico de aumento de
concentragcbes, no cm 7 e no cm 10 respectivam@npartir do cm 10 as concentragbes
tornam a diminuir até o cm 9, e a partir deste tndaumento de HgT até o cm 14, com uma
gueda no cm 15, que é onde atinge o valor minimopwamente ha uma tendéncia ao

aumento das concentracdes a partir deste Ultirmdcit

Gréfico 6- Distribuicdo vertical das concentrac@esmercurio total HgT ao longo do comprimento deaum
barbatana de BJ4, expressas em hggso seco (p.s).
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Legenda: Cada ponto dos graficos refere-se a uplcdia analisada.
Fonte: A autora, 2024.

O individuo BJ5 apresentou valor minimo de 35,28+#ge valor maximo de 154,82
ng.g-1, enquanto BJ6 apresentou valor minimo d&4liflg.g-1, e valor maximo de 55,01 ng.g-
1, Ambos coletados no estado do Parand. Obsergaeseas concentracdes sdo mais altas
proximas a regido basal da placa, e h4 uma terad@ecgueda das concentracdes em ambas
as placas, como mostram os graficos 8 e 9. NoimhalivBJ5 (Grafico 8) ha um momento de
leve aumento de concentracdes (do cm 19 ao cnp@Bm esta elevacao nao ultrapassa as
concentragfes maiores dos primeiros centimetrbssiada placa. No individuo BJ6 observa-
se dois momentos de leves aumentos das concergtr@mdem 10 ao cm 12, e do cm 21 para
0 cm 22), mas que também nao ultrapassam as maionesntracdes presentes na base da

placa.
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Nota-se que as barbatanas destes individuos tivemaaumento nas concentragées de
HgT em um periodo mais proximo a sua morte, visi tpdas as concentragbes ao longo do

comprimento das placas sdo mais baixas.

Grafico 7- Distribuicdo vertical das concentragdesmercurio total HgT ao longo do comprimento deaum

barbatana de BJ5, expressas em hggso seco (p.s).
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Legenda: Cada ponto dos gréaficos refere-se a uplacdia analisada.
Fonte: A autora, 2024.

Grafico 8- Distribui¢do vertical das concentracdesnercurio total HgT ao longo do comprimento deaum

barbatana de BJ6, expressas em hggso seco (p.s).
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Legenda: Cada ponto dos gréficos refere-se a uplecdia analisada.
Fonte: A autora, 2024.
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4.6 Distribuicao vertical de HgT em todos os individuos

Alguns individuos apresentaram maiores concentsagdenaiores amplitudes do que
outros. O individuo BJ1 apresentou uma concentrag@aiana mais elevada do
contaminante, com concentracdo minima de 85,49nggnaxima de 141,24 ng.g-t. O
individuo BJ3 apresentou menor amplitude, com auinaedes variando de 1 a 18 ng.g-%, e
BJ5 apresentou a maior amplitude, com variacée&bdaté 154 ng.g-! nas concentracdes de
HgT na barbatana analisada.

Gréafico 9- Representacdo da amplitude de concémsade HgT em todos os 6 individuos, expressas em

ng.g- peso seco (p.s).
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5 DISCUSSAO

Foram encontrados alguns estudos que analisaracertoaicdes de elementos-traco
em barbatanas de misticetos (Hobson, 2004; Pomestesl, 2018; Loweet al, 2022; Shore
et al, 2022). No entanto, ndo houve padronizacdo daduletgia de descontaminacao das
barbatanas, e da regido a ser coletada. O presah&tho foi um dos primeiros a analisar
concentracbes de HgT em barbatanas de baleiaguidegaptera novaeanglidecoletadas
na costa sul e sudeste do Brasil. Vale ressaltar aqies das realizagcbes de discussoes
ecoldgicas, em qualquer tipo de analise com olgj@tixicoldgico ou ambiental, € necessario
seguir uma metodologia que tenha qualidade aratigcdados, para que futuramente, sim, se
obtenha discussdes ecoldgicas sobre dados cosfiavei

Quando se aborda a andlise de HgT com objetivogdgcos, compreender a
dindmica tréfica a dieta e o uso do habitat portiogts como estes fatores influenciam a
exposicdo ao contaminante é essencial para a gestdmservacdo eficazes das espécies
(Lowe et al, 2022). Para a maioria das espécies tais inforesacio ausentes ou
fragmentadas em grande parte também pela incapacuia observar misticetos em seus
ciclos anuais (Hobson 2004). A quantificacdo denelgos-traco nas baleias de barbatanas &
importante para avaliacdo de saude individuais gulpoionais, pois 0 Hg é um agente
neurotéxico e imunotoxico (Deforges al.,2015; Dietzet al, 2019).

Quando se trata de concentracbes de Hg em barbatste tecido tem vantagem
sobre o0 uso dos tecidos moles no sentido de repiaesem registro temporal mais preciso da
exposicao anterior, e os valores médios das caag@ets de Hg provavelmente integram
alguma exposicdo ao metal (Hobson, 2004). Adicrorate, as barbatanas tambéem tem
potencial de servir como indicador util da concagéio corporal de Hg, como aborda um dos
estudos mais recentes realizado por Lewal., 2022.

No caso do presente trabalho, houveram avancoscesssu na padronizacdo da
metodologia de descontaminacao das barbatanadr@gacado da maceracgao, e, também, da
regido da placa mais adequada para coleta. Pphdiuve a realizacdo da analise em todos os

seus comprimentos, demonstrando que as metodokfpagaveis para replicacao.
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5.1Método de descontaminacgéo das barbatanas

O presente estudo ndo teve como objetivo somerageguacdo metodoldgica no
periodo de digestdo das amostras, mas sim, tambémeparo e descontaminacao, pois antes
de digerir, é necessario remover qualquer detumesicial que ndo seja do interesse da
analise, e que possa interferir na mesma. No ateolkta as barbatanas possuem um
consideravel detrito superficial, como areia, algasnada de gordura e metais adsorvidos em
sua superficie, por exemplo (Hobson e Schell, 1988y isso se da a importancia da
padronizacdo metodoldgica nesta etapa, pois oiwabjétanalisar as concentracdes de HgT
gue estejam na estrutura da barbatana.

Abaixo serédo apresentadas discussdes sobre caealéedescontaminacdo. Leva-se
em conta que todos os testes foram realizados camastragem da regido basal de cada
placa, ou seja, as variacdes de concentracdo idssse referem a uma Unica regido, e ndo as
variacdes verticais, no caso deste teste.

Dentre as metodologias de descontaminacéao aplickatasn encontradas diferencas
significativas (Friedman; p<0,05), sendo o T3 difde dos demais (teste depasteriori
Tukeypara N desiguais, aplicados sobre postos, p<0,#n Alisso, T3 apresentou menor
variacao entre os valores minimo e maximo de HgT.

Teste 1: A agua nao é soluvel em lipideos , e w&rsa, e, portanto, € provavel que
somente com a utilizacdo da agua destilada n&o paejsivel remover os lipideos e os
interferentes superficiais de uma placa de banbata

Teste 2: Este método néo foi escolhido pois o tese mostrou mais efetivo para a
remocao de lipideos superficiais, pois além daagem, também houve imersdo em
cloroférmio:metanol 2:1 durante 24h.

Teste 3: Com esta metodologia a andlise resultouusra menor variacdo das
concentracbes de HgT (Grafico 1) em relacdo aa®m®umetodos de descontaminacdo das
barbatanas. Com a imersédo em cloroférmio:metana),(2 posteriormente a rinsagem com
uma solucado limpa, juntamente com a utilizacao sfro@a, obteve-se maior segurancga de
gue os lipideos teriam sido removidos da placa. ihersdo em EDTA complementou o
meétodo (especialmente levando em consideracdo Bsearde mercurio total), por ter
propriedade de capturar ions metalicos para formmdedcomplexos (Kumag Rao, 2011;
Shahidet al, 2013).
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Teste 4: Mesmo que o EDTA tenha propriedade gteel@umar e Rao, 2011) e retire
ions metalicos que possam ser potenciais intetBsera andlise, este método ndo mostrou
eficiéncia completa no processo de descontamind€ste. resultado deve-se a auséncia da
utilizacdo de nenhum reagente (como o cloroférmatamol (2:1) que fosse utilizado para
remover detritos ricos em lipideos.

Hobson e Schell, 1998; Caraveo-Patiéb al, 2007 e Einsenmaet al, 2016
descreveram o uso de solvente cloroférmio:metghd) para descontaminacdo de barbatanas
para realizar analise de isotopos estaveis, masccamsmo objetivo do presente trabalho:
remocdao dos interferentes superficiais. O estwlBidsenmart al, (2016) foi o Unico que
especificou o tempo e a metodologia de uso da &olugo respectivo estudo as placas de
barbatana permaneceram por 24h na lavagem dedaimiofmetanol (2:1), seguidos de 48h
de secagem na estufa a 58°C até atingirem pestantmsApesar de Hobson e Schell ndo
descreverem a forma em que utilizaram o solventela@eférmio:metanol (2:1), relataram
gue usaram uma esponja de aco em combinacdo conperé feita pela solugcdo solvente.

Finalmente, o estudo de Pomerleatual (2018) utilizou a solugdo solvente de
cloroférmio:metanol (2:1), em combinacdo com a afgpde aco com a finalidade de analisar
HgT (além de razdes isotdpicas também).

Quanto ao uso do EDTA, este reagente foi utilizzaloBastost al.,1998 na etapa de
digestdo em fios de cabelo (que por sua vez sa@asios por queratina, assim como as
barbatanas), para determinar HgT por Espectrofdttange absorcdo atbmica a vapor frio
(FIMS-400). Visto que este reagente fornece a r@moe possiveis metais (Seinal, 2001)
adsorvidos na superficie do tecido.

5.2Escolha do método de maceracao

Os fatores que contribuiram para a decisdo do méailedmaceracdo a ser seguido
foram: primeiramente, um método com uma ferramgotfosse mais segura em relacao a
nao contaminar a amostra, e em segundo, pela nimladb da execucao utilizando a tesoura
aviacao (Figura 12). Ferramentas com brocas podesfarecer o risco de contaminagéo, ou
de superaquecimento da amostra no momento do, daitw que poderia contribuir para o
risco de volatilizagdo do elemento a ser analiseaiesando sua perda na amostra, visto que o
Hg € um elemento volétil a temperatura ambientediiaet al, 2007).
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O ralador utilizado no primeiro teste mostrou-se iseficiente pelos seguintes
motivos: (1) pela barbatana ser um material rigggoguebrava em atrito com o ralador, ou
seja, ndo se conseguiria alcancar o objetivo dadoum pdé homogéneo, pois as regides a
serem analisadas seriam fragmentadas em pedagoppr(Zonta do despedacamento da
barbatana em contato com o ralador, também naopdssivel obter fidelidade aos
espacamentos estipulados de até 1,5 cm ao longongierimento da barbatana; (3) foi gerado
incébmodo fisico ao realizar o manuseio do ralador.

A segunda ferramenta testada foi a tesoura avi@éé@mra 12), que se mostrou
eficiente por manter o controle dos espacamentésdpfinidos, pela sua facilidade de
manuseio, e também pelo tempo do processo, temeajes foi menor em comparagdo ao
uso do ralador. Com a fragmentacéo pelo uso tesmiggdo nado foi possivel transformar as
amostras em um pé homogéneo, porém juntamente s@demuacoes da etapa de digestao,
os pedacos gerados a partir dos cortes (x3mm denteoh com a citada ferramenta foram
bem digeridos e analisados com sucesso em su&stigap amostras.

5.3 AdequacBes metodologicas na etapa de digestado

O presente estudo teve como foco, adequar o métadional atual utilizado no
Laboratério de Mamiferos Aquaticos e Bioindicaddd&\QUA-UERJ) baseado no método
de Malmet al.1989 e Bastost al., 1998, a digestdo do material queratinoso das lzaraat
sem que ultrapassasse os dois dias de analise,epdea perdas por volatilizacdo ou
contaminacao de amostras.

Em um primeiro momento, foi realizada a uma batamtes de todos os testes
metodoldgicos, com 10 amostras de uma placa ded®d#cando pela base. O intuito inicial
seria somente realizar a determinacédo de HgT pectvas barbatanas, pois era necessario
investigar se as concentragbes encontradas estartama dos limites de deteccéo e
guantificacdo do método de analise. Neste momersdo © protocolo de digestdo foi
realizado de forma tradicional, sem nenhuma adéguagomo foi abordado nos resultados,
foi observado que as amostras ndo haviam sidortetaé solubilizadas. Esta analise levou a
avaliacao de quais pontos deveriam ser melhoraalosspectiva etapa. Apos as observacoes
citadas acima, foi realizado o enquadramento mé&igam, (Figura 14).

As etapas de maceracao e de digestdo foram compl®® no caso deste estudo. Se
ndo tivesse sido possivel realizar todas as otglesm na etapa de digestdo, a etapa de
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maceracao também nao teria sido validada, poige estiido as amostras foram fragmentadas
em pedacos, e ndo em po, visto que quanto mengeaficie de contato, maior o tempo de
digestdo. Mesmo que a amostragem tenha sido réalizam as barbatanas em pedacos
pequenos (menor superficie de contato), houve socesa etapa de digestéo.

A adicéo de simeticona incolor por exemplo, folizdida por promover a reducdo da
tensdo superficial dos liquiddSancheset al., 2019),sendo se tornado em um reagente
diferencial e que obteve destaque durante os t@stéamente, o aumento em 1h na fase do
banho-maria das amostras em solucdo sulfonitricanifie maior solubilizacdo das
moléculas.

Portanto, mesmo tendo menor superficie em relagipedacos das barbatanas, todas
as adequactes metodoldgicas realizadas na etaligedéio tiveram o objetivo de aumentar a
superficie de contato da amostra com o0s reagergadosl no protocolo tradicional,
especialmente com a solugéo sulfonitrica. Aléemodigermitiram maior solubilizacdo dos

extratos provenientes dos fragmentos de barbatanas.

5.4Homogeneidade da matriz

O teste de homogeneidade da matriz foi realizado ooobjetivo de responder a
hip6tese de que o Hg se incorpore homogeneamentenenmesma placa, ou se haveria uma
regido especifica a ser padronizada como pontamsteagem. Foram amostradas a borda
externa (regido labial), a regido central (regi@onteio da placa) e a borda interna (regiao
lingual) como diferentes regides de uma mesma plagura 7). Foi apontada diferenca
significativa entre as concentracfes da borda mxtesm relacédo a regido central e a borda
interna (teste d&ruskal-Wallis p<0,05) (Gréafico 3), o testeposteriori de Tukepara N
desiguais, aplicados sobre postos (p<Oj@8jcou que a diferenca estava entre as bordas
externa e interna (regiao lingual e regiao labial).

Desta forma, optou-se seguir pela amostragem dialeotterna (regido labial). Alguns
estudos anteriores padronizaram a amostragem reégsd® (Pomerleaat al, 2018; Loweet
al., 2022), por ser a que geralmente esta inteiarermaior comprimento de placa emergida,
visto que a regido lingual é deveras desgastadacqmuia do seu impacto com a lingua
(Aguilar e Borrell, 2021) e podem representar penaa estrutura de queratina. Além disso,
caso sejam coletados os fiapos emergidos e dedgsstieem-se dificuldade em atingir a
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massa necessaria para a amostragem, pois a fgltacdaintegra e com a presenca da camada
do cértex faz com que se reduza o peso da massatéoal.

5.5 Distribuicéo vertical de HgT nos individuos

Apds concluir todos os testes e adequacfes metpdasdem barbatanas do individuo
BJ2, foram realizadas as analises de HgT nas pledsarbatanas dos 6 individuos que
estavam disponiveis. Tais analises foram realizaiss os meétodos desenvolvidos no
presente trabalho (descontaminagcdo, maceracasi@iye

Através do testd-riedman, foi apontada diferenca significativa nas variacdas
concentracdes da distribuicdo vertical dos indiegd(p<0,5). Além disso, observou-se uma
tendéncia de varia¢des ao longo de cada placai¢Gs&f,5,6,7,8 e 9).

O individuo BJ1 possuia 1.500 cm de comprimentinggumetros). Neste ponto, vale
incluir a informacdo de que a literatura indica doéividuos fémeas neste comprimento
sejam adultos (Clapham e Mead, 1999; Jeffeetal, 2015), sendo assim, considera-se que
BJ1 era o unico individuo adulto do estudo levaghoconta seu comprimento. O grafico 10
mostra a amplitude de concentracfes de cada indivédio a lado. Este espécime apresentou
maior mediana nos valores de HgT, enquanto queavithobs BJ3 e BJ4 apresentaram as
concentracbes mais baixas entre todos, e tambérareseamplitudes. Além disso, sabe-se
que estes individuos eram 0s menores em comprintetdh e portanto, 0s mais jovens
(Claphamet al, 1999; Jeffersomet al, 2015). Observou-se também, um padréo de decr@scim
nas concentragdes dos individuos BJ5 e BJ6, @ume fimeas juvenis (990 cm e 1050 cm,
respectivamente) e encalharam em Pontal do Saklesto Parand. Nestes dois animais, as
maiores concentracdes de HgT se apresentaram pgé&feseproximas a sua base de
crescimento (Gréaficos 8 e 9), inclusive, BJ5 foiimmlividuo que apresentou a maior
concentracdo detectada dentre todos os individuesfoi de 154 ng.g-! na duplicata do cm 2.

Estudos ecolégicos mais avancados podem ser mhadizpara investigar se estas
variacdes podem ser relacionadas com fatores lgogomo idade, sexo, transferéncia por
lactacdo, ciclos de alimentacdo e forrageamentovglLet al., 2022). O acumulo de
contaminantes em tecidos biologicamente inativasna pélos e barbatanas, levanta a
guestdo de quanto de um contaminante é eliminadandtnal quando esses tecidos séo
formados (Werthet al, 2020). Outro aspecto relevante € a via de excfegninacao deste
elemento téxico através da sintese da barbatamae oesulta em uma diminuicdo dos riscos
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toxicos do mercurio no organismo (Lowet al, 2022). Considerando ainda que cada
individuo possui de 270 a 400 pares de barbat&llapiiam e Mead, 1999; Jeffersen,al.,
2015), a diminuicdo das concentracdes de diverspgaminantes nos individuos pode ser
importante via para a diminuicdo do risco toxicadognos misticetos. No estudo de Loete

al., 2022 estimou-se que 3.150 a 10.080 pg de Hgrposao adicionadas nas estruturas das
barbatanas de baleias-jubarte (considerando tedala@as) por individuo.

Hobson (2004) encontrou correlacdes positivas easreconcentracbes de Hg em
barbatanas, e de outros tecidos como mdusculo, digadrim de baleias-minke-ana
(Balaenoptera acutorostrajaEstudos que possam examinar como 0 mercuriocggdarado,

e a afinidade do elemento pela queratina podentiteé& para avaliar como as barbatanas
podem refletir outros tecidos Porém €& importanteombecer que diferentes tecidos
representam diferentes periodos de integracadidetie Hg (Hobson, 2004).

As concentragbOes detectadas no presente estudivghosnte foram influenciadas
por diversos fatores ecologicos e ambientais pada cbaleia-jubarte. Os caminhos
migratorios exatos para cada individuo eram dessmdbs, assim como em Shase al,
(2022).

No estudo de Lowet al., 2022 foi discutido sobre cada um dos trés animgaes
tiveram barbatanas analisadas, pois eram baleias jgu haviam sido monitoradas
anteriormente. Com isso observa-se que o conhetnpeévio sobre forrageamento e dieta
destes animais se torna em mais uma ferramentatanp® para a compreensdo da dinamica
corporal de contaminantes nos misticetos. Estudoteriares que determinaram as
concentracoes de HgT em barbatanas de baleiasgutir escassos. A tabela 6 apresenta
dados dos individuos analisados no estudo de Leival (2022) juntamente com os
individuos analisados no presente estudo, sené@m atomento, os dois Unicos estudos que
realizaram esta analise na espécie. Dos 6 indigidnalisados no presente estudo, somente
individuo (BJ 1) encontra-se na mesma ordem dedgenque os machos analisados por
Lowe et al (2022). Vale ressaltar que diferencas entre dsglaiologicos dos individuos e

entre 0s estoques populacionais podem justificaditerencas.
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Tabela 6: Dados de concentracdo média e desvidgaldrHgT, e dados bioldgicos dos individuos dadestie

Lowe et al. (2022) e do presente estudo, expressas em ngegd §eco)

Individuo Média CT (cm) Sexo Localidade | Referéncia
Desvio
Padrao
SEAK 68 1.120+ 220 1.387 F Pacifico| Loweet al,
Norte 2022
SEAK 1533 400+ 80 1.390 M Pacifico| Loweet al,
Norte 2022
SEAK 441 350+ 260 1.180 M Pacifico| Loweet al,
Norte 2022
BJ1 109+15 1.500 F Atlantico Syl Presente
estudo
BJ2 4017 878 F Atlantico Sul Presente
estudo
BJ3 8+4 856 M Atlantico Su Presente
estudo
BJ4 2515 738 M Atlantico Su Presente
estudo
BJ5 71+34 990 F Atlantico SUl  Presente
estudo
BJ6 22+11 1.050 F Atlantico SUYl Presente
estudo

Legenda: BJ - designacao dos individuos para cepresstudo; SEAK - designacéo dos individuos para
estudo de Lowe et al. (2022); CT - comprimentol teta centimetros.
Fonte: A autora, 2024.

Com todas as informagfes citadas anteriormentee daimportancia de se ter um
método valido de preparo da amostragem das badstaois é um tecido importante
guando se trata de trazer resultados inovadores gpaliacdo de contaminacdo a longo
prazo (Hobsonet al, 1998). Além disso, as barbatanas podem ser addz como
ferramentas para avaliacdo de alteracbes tempdrEsniveis ambientais, a fim de
contribuir para estratégias de conservacao doscetss (Nashet al, 2021).
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CONSIDERACOES FINAIS

a) O método de maceragdo por corte foi 0 mais aceito qvitar
contaminagao da amostra, pelo tempo de execugi@p enanuseio simples da
ferramenta utilizada.

b) Mesmo que os pedacos das barbatanas ndo tenhamnasisiormados
em pod, as adequacdes metodoldgicas na etapa detddiggromoveram a
obtencéo da solubilizacdo completa das amostras.

c) A simeticona incolor é recomendada para ser inziolduno método de
digestado apos a adicdo de perédxido de hidrogéniO.jHe antes da adicéo da
solugdo sulfonitrica (HN&HSOyy, por facilitar o contato da solu¢éo acida
com a amostra.

d) A simeticona incolor foi considerado como reagedte destaque
devido a suas propriedades que beneficiam o aundensaperficie de contato
da solucdo sulfonitrica com uma matriz mais rigeaesistente, como a
queratina das barbatanas.

e) O aumento do tempo de banho-maria a 60°C em 1rh, agptacao
manual de 30 em 30 min é recomendado para quenhaigr contato da
amostra com a temperatura e com a solugdo acida gramover a total
solubilizacdo da amostra.

f) Recomenda-se a realizacdo da amostragem da borelmaeXregiao
labial) das barbatanas, por ser geralmente a boetws desgastada da placa
de barbatana.

g) E possivel verificar variagdes nas concentracdeslgie ao longo do
comprimento das barbatanas, que provavelmente tsdoidas a variacdes
ecoldgicas nas baleias-jubarte.

h) As barbatanas podem ser um material confiavel destigacéo
temporal dos padrdes de concentracédo de Hg ao lengeu comprimento.

O presente estudo teve como foco demonstrar ad@egiapetodoldgicas para o
processo de descontaminacdo das barbatanas, néacerale digestdo das amostras para a
determinacao das concentracbes de mercurio totahpm da técnica de Espectrofotometria

de Absorcao Atémica a vapor frio.
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Recomenda-se que o método desenvolvido para limpedascontaminacdo das
barbatanas possa ser utilizado em andlises descelementos-traco, e de is6topos estaveis,
devido a utilizacdo do EDTA a 0,01%, e do solveteoférmio-metanol em razéo 2:1.

O fato de que a simeticona incolor tenha sido cmado como reagente de destaque
devido a suas propriedades que beneficiam o auntenguperficie de contato da amostra
com a solugdo acida, considerando que o reagenténtéifere nas reagcfes quimicas que
ocorrem no Espectrometro de massa causa uma posibacdo sobre o uso do reagente
como uma inovacao na etapa de digestdo de matigzess.

Estudos mais avancados poderdo ser realizados gaeatimativa de taxa de
crescimento das barbatanas de baleia-jubarte, dpslopodem ser Uteis para a investigacao
dos periodos que as placas correspondem, comalperde alimentacédo e reproducédo por
exemplo. Tais informacOes sdo necessarias parademtenelhor o uso do registro de
barbatanas.

Mais pesquisas utilizando barbatanas como biosstengio necessarias para entender
como as concentracdes ambientais aderem, adsonvexhsorvem nas barbatanas (Shetre
al.,, 2021). Além disso, a quantificacdo de contaniemmas baleias de barbatanas é

importante para avaliacdo de saude individuaisoellpoionais (Loweet al,, 2022).
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