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RESUMO

Determinacao de Mercurio Orgéanico e Inorganico por CVG- GF AAS em

Tecido Muscular de Peixe Apés Extragao Seletiva

Neste trabalho foi desenvolvido um procedimento para a analise de
especiacao de Hg em tecido muscular de peixe, empregando extragao seletiva e
determinacao individual das espécies por espectrometria de absor¢cao atomica
com forno de grafite e geragdo quimica de vapor (CVG-GF AAS), utilizando um
tubo de grafite recoberto com Au e um sistema em batelada. A concentragao de
cada espécie de Hg, medida em area de pico, foi obtida a partir da determinacao
individual das mesmas, sendo que as metodologias de calibragdo empregadas
foram a calibragdo convencional e a adi¢gado de analito.

O sistema CVG-GF AAS foi ajustado, onde foram investigados alguns
parametros do sistema, como as temperaturas de aprisionamento e atomizagao, a
eficiéncia de aprisionamento das espécies volateis, a concentracdo da solugao de
NaBHy4, entre outros.

O tecido muscular de peixe foi liofilizado e cominuido a didmetro de
particula inferior a 75 um. Foram propostas quatro misturas extratoras para
andlise de especiacdo de Hg, as quais foram investigadas as respectivas
eficiéncias e possiveis transformacdes na distribuicdo das espécies na amostra
original. Além disso, foi avaliada a massa de amostra empregada, bem como a
interferéncia de uma das espécies de Hg na determinagao da outra.

A concentracdo de MeHg, de Hg?* e de Hg total nas amostras de peixe por
calibragdo convencional e adicdo de analito. Nao foi verificada diferenca
significativa entre os valores obtidos por ambas as calibragdes.

O procedimento foi validado através da analise de materiais de referéncia
certificados, sendo que os resultados obtidos foram concordantes com os valores
certificados. Quando foi feito um ciclo de aprisionamento, os valores obtidos para
os limites de deteccdo (LD) para Hg na amostra foram de 1,5 ng g™, como Hg?*, e
3 ng g’, como MeHg. Entretanto, é possivel alcangar LD de 0,75ngg”’ e 1,5ng g

' como Hg** e MeHg, respectivamente, fazendo trés ciclos de aprisionamento.
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Além disso, pode-se fazer, no minimo, 250 determinagdes com 0 mesmo

recobrimento do tubo.
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ABSTRACT

Determination of Organic and Inorganic Mercury by CVG-GF AAS in Muscle
Fish Tissue After Selective Extraction

In this study a procedure for speciation analysis of Hg in muscle fish tissue
was developed with us of selective extraction and determination of each species
by chemical vapor generation with graphite furnace atomic absorption
spectrometry (CVG-GF AAS), using a gold coated graphite tube and a bath
system. The concentration of inorganic and organic species was separetelly
determined by peak area and the calibration was performed by conventional and
standard addition methods, recording e sinal in area peak.

The system CVG-GF AAS was optimized and some parameters as trapping
and atomization temperature, trapping species efficiency, NaBH; solution
concentration, among others, were investigated.

Samples of muscle fish tissue were lyophilized, ground and passed through
a sieve. The sample particle size was less than 75 pum. It was proposed four kinds
of extraction procedures using different solutions. The efficiency of the extraction
solutions evaluated and possible changes in the distribution of the species from
the original sample were evaluated.

The concentration of MeHg, Hg** and total Hg were determined in the
samples by standard calibration and standard additions techniques. It was not
observed significant difference between the values obtained by both calibration
techniques.

The accuracy of the procedure was evaluated using two certified reference
materials of muscle fish tissue. The detection limits was 1.5 ng g'1 for Hg2+ and 3
ng g~ fo MeHg with only one trapping step. However, is possible to achieve detect
limits of 0.75 ng g and 1.5 ng g" for Hg** e MeHg, respectivelly, using three
trapping steps. Moreover, it is possible to perform more than 250 determinations

with the same gold coating.



1. INTRODUGCAO

O mercurio encontra-se amplamente distribuido no meio ambiente como
resultado de emissbes naturais e, também, da agao antropogénica. Pode ser
encontrado em aguas, solos, ar e organismos vivos, normalmente, em
concentracdes traco. Entretanto, mesmo em pequenas concentragdes, o mercurio
é considerado extremamente téxico para os mais diversos organismos.’

A principal fonte de contaminacdo do homem por mercurio, quando nao
exposto diretamente a ambientes propicios a contaminagdo, é através da
alimentagado, especialmente nas dietas ricas em peixes. Uma caracteristica do
mercurio € a sua tendéncia de acumulacdo através da cadeia alimentar. Sob
estes aspectos, alguns peixes, sobretudo os predadores, apresentam elevada
concentragdo de Hg, o que pode constituir um risco a saude humana quando
consumidos em excesso."

O Hg é um agente neurotdxico, que pode causar danos neurologicos
irreversiveis e, em casos mais extremos, a morte. Além disso, deve ser
considerado que diferentes espécies de mercurio apresentam caracteristicas
distintas, como toxicidade, solubilidade, mobilidade biogeoquimica, tendéncia de
acumulacao, entre outras. Das espécies de mercurio normalmente encontradas, o
metilmercurio (MeHg), considerado mais tdxico que as outras espécies.’

Devido a elevada toxicidade do MeHg frente as outras formas, o
conhecimento da concentragao total de mercurio em uma amostra ndo fornece
uma informacado completa para fins de avaliagao de risco a populacdo. Com isso,
aumenta-se consideravelmente o interesse no desenvolvimento de técnicas

analiticas sensiveis e confiaveis para a determinagao especifica de cada uma das

' Azevedo, F. A., Toxicologia do Mercurio, RiMa Editora, Sao Carlos, Brasil, 2003
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especies. Atualmente, diversas técnicas sdo disponiveis para a determinagao de
mercurio, sendo uma das mais utilizadas a espectrometria de absorg¢ao atdbmica
por vapor frio (CV AAS).6 Outras técnicas de detecgcdo como espectrometria de
fluorescéncia atdmica com vapor frio (CV AFS), espectrometria de emissao o6tica
com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), espectrometria de emissao o6tica
com plasma induzido por microondas (MIP OES) e espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) tém sido frequentemente empregadas
para a determinacédo direta de Hg e suas espécies nos mais diversos tipos de
amostras.®*®” Contudo, apesar dos avancos instrumentais, as técnicas de
determinagao disponiveis ndo sdo apropriadas para a determinacdo de Hg em
algumas matrizes, principalmente em amostras biolégicas. Em vista disto, o
tratamento da amostra, uma das etapas analiticas mais propensa a erros, faz-se
necessario.>® Particularmente para amostras sdlidas, a etapa de extracdo e
separacao das espeécies € de grande importancia, visto que é necessario evitar a
transformagcdo ou degradacdo das espécies presentes na amostra.*®
Adicionalmente, tendo em vista o nivel de concentragdo, deve-se prevenir a
contaminagao por parte dos reagentes ou do ambiente, e eventuais perdas dos
analitos.®

Dentre os procedimentos recomendados para extragado das espécies de Hg
nas amostras, pode-se citar a extracdo acida e a hidrdlise alcalina. A primeira é
feita com uso de HCI ou HySO4 diluidos, enquanto que a segunda faz a
solubilizacdo dos tecidos biolégicos com KOH ou TMAH. Estas extracbes tém
sido amplamente empregadas na analise de especiacdo de Hg em diversos tipos
de amostras.™® 17 %0

Posteriormente a extragao, existem varias formas de separar as espécies
de mercurio. Separagdes empregando técnicas cromatograficas, acopladas a um
detector sensivel, tém sido amplamente empregadas. Entretanto, em muitos
casos, este acoplamento pode ser oneroso, dificil e lento. Técnicas envolvendo
troca ibnica e extragao em fase soélida também tém sido utilizadas, ndo somente
para a separagao das espécies, mas, também, para a pré-concentracao das

mesmas.’’

6 Campos, R. C,, Silveira, C. L. P., Lima, R., At. Spectrosc. 18 (1997) 55-59

* Leermakers, M. et al., Trends Anal. Chem. (2005) IN PRESS

%7 Sanchez-Uria, J. E., Sanz-Medel, A., Talanta 47 (1998) 509-524

% Quevauviller, P., Morabito, R., Trends Anal. Chem. 19 (2000) 86-96

18 Craig, P. J., Organometallic Compounds In The Envinronment, John Wiley & Sons, 2™ Ed., Guildford, Uk, 2003

" Cornelis, R. et al., Handbook of Elemental Speciation: Techniques and Metodology, John Willey & Sons, West
Sussex, England, 2003
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No caso do mercurio presente em amostras biologicas, este apresenta-se
quase que exclusivamente, em duas espécies majoritarias, metilmercurio (MeHg)

e fon mercurico (Hg?*).*°

Assim, é possivel separar estas duas espécies através
de procedimentos mais simples, como extracdes seletivas de uma das espécies
e, desta maneira, ndo € necessario o uso de técnicas instrumentais de separacao.
Dentre as extragdes, o método de Westdd,%® baseado em extragdes com tolueno
e, posteriormente, em agua com uso de agentes complexantes, tem sido
considerado classico para a separacado das espécies de mercurio e determinacao
de MeHg.**> Ao longo do tempo, este método sofreu diversas modificacdes e
variagdes para melhorar seu desempenho.

Outra forma de diferenciar as espécies, sem uso de extracdes, é através
da determinacao seletiva de uma das espécies de mercurio, por meio de reducio
seletiva. A utilizagdo de SnCl, e de NaBH, como agentes redutores de Hg tem
sido relatada em varios trabalhos, utilizando, principalmente, a detecgao por CV
AAS, visto que o SnCl;, reduz apenas o HgZ+, enquanto que o NaBH4 pode reduzir
ambas as espécies de Hg. Contudo, a sensibilidade obtida utilizando ambos os
redutores é diferente, o que conduz a duas curvas de calibracdo. Além disto,
quando a reducdo seletiva é empregada, normalmente uma das espécies é
determinada por diferenga entre a concentragao total e a concentragcado da outra
espécie. Desta maneira, € possivel que, em alguns casos, a incerteza associada
as determinagdes seja superior ao valor obtido para a concentragao da espécie.

Ainda, quando NaBH; é utilizado como redutor, a “nuvem” atdbmica do
analito é diluida devido a grande quantidade de H; gerada, provocando
diminuigdo da sensibilidade.* Também, quando adigdes do analito sdo feitos
sobre suspensdes e a determinagao é feita por CV AAS, picos duplos podem
aparecer, devido a diferencga cinética de redugao entre o analito adicionado e o
analito presente nas particulas da suspens&o.**

Como mencionado, a CV AAS tem sido amplamente empregada para a
determinacédo de Hg em baixas concentragdes.?® Assim mesmo, para a

determinacao deste elemento em concentragdes ainda mais baixas, técnicas de

“*® Quevauviller, P. et al., Trace Element Speciation — for Environment, Food and Health, The Royal Society of
Chemistry, Cambridge, UK, 2001

® Westo6, G., Acta Chem. Scand. 20 (1966) 2131-2137

* Leermakers, M. et al., Trends Anal. Chem. (2005) In Press

% Quevauviller, P., Morabito, R., Trends Anal. Chem. 19 (2000) 86-96

“! Matusiewicz, H., Sturgeon, R. E., Spectrochim. Acta Part B 51 (1996) 377-397

* Moreda-Pifieiro, J. et al., Anal. Chim. Acta 460 (2002) 111-122

% Krata, A., Bulska, E., Spectrochim. Acta Part B 60 (2005) 345-350
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pré-concentragdo, como a amalgamacao, tém sido utilizadas. Embora permita
alcangar LD’s baixos, a amalgamacao apresenta alguns problemas. A eficiéncia
do aprisionamento do Hg pode ser afetada pela umidade e, também, algumas
espécies volateis formadas no frasco de reagdo, como hidretos, podem apassivar
a superficie aprisionadora. Além disso, qualquer variagdo durante a etapa de
aquecimento, feita para liberar o Hg do aprisionador, ou ainda, na vazédo do gas
de arraste, afeta consideravelmente a reprodutibilidade das medidas.”

Por ser uma técnica bastante sensivel, a espectrometria de absorg¢ao
atbmica com forno de grafite (GF AAS) pode ser empregada para a determinagéo
de Hg. Porém, esta técnica ndo € comumente utilizada para a determinagao de
Hg devido a temperatura da etapa de pirdlise. Como, normalmente, utiliza-se a
temperaturas préximas a 300 °C, os concomitantes da matriz ndo sao eliminados,
podendo ocorrer interferéncias durante a etapa de atomizacao. Por isso, ela tem
sido empregada apenas para amostras especificas.?®

Por outro lado, em muitos trabalhos o mercurio foi determinado por um
acoplamento entre um sistema de vapor frio (CV) ou geragdo quimica de vapor
(CVG) e GF AAS. Neste acoplamento, as espécies volateis geradas sao
aprisionadas dentro de um tubo de grafite recoberto com um metal e, apés um
certo tempo de aprisionamento, o tubo € aquecido rapidamente, para a deteccéo
mesmo. De um modo geral, interferéncias cinéticas na geragdo quimica de vapor
sd0 compensadas pela etapa de aprisionamento® e, ainda, pode ser utilizada
como técnica de pré-concentragao, o que possibilita a deteccdo de concentragcdes
baixa, melhorando o limite de deteccdo (LD). Assim mesmo, foi encontrado
apenas um trabalho a respeito da determinacao seletiva de espécies de mercurio
utilizando o acoplamento acima descrito, entre CVG e GF AAS.’

Deste modo, neste trabalho foi proposto um procedimento para a
determinacdo de espécies de mercurio em amostras de peixe, por meio de
extracdo acida e separacado das espécies baseada em extracdes liquido-liquido
com CHCI; e, posteriormente, com L-cisteina. A deteccgao foi feita por CVG-GF
AAS. Foram avaliados diversos parametros, como a temperatura de

aprisionamento e de atomizagédo do Hg, a concentragcéo dos reagentes utilizados,

™ Yan, X. P. E Ni, Z. M., Anal. Chim. Acta 291 (1996) 89-105

% Krata, A., Bulska, E., Spectrochim. Acta Part B 60 (2005) 345-350
% Torres, D. P. et al., J. Anal. At. Spectrom. 20 (2005) 289-294

® Bermejo-Barrera, P. et al., J. Anal. At. Spectrom. 12 (1997) 317-321
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a massa de amostra e, principalmente, a forma de calibragdo. O procedimento foi

validado através da analise de Material de Referéncia Certificado (CRM).



2. REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo, que se encontra dividido em trés partes, estdo relacionados
0s principais trabalhos referentes a determinagdo de mercurio. Na primeira parte
Ssdo descritas algumas caracteristicas toxicoloégicas do mercurio, bem como sua
relevancia ambiental. A segunda parte trata dos procedimentos propostos para
analise de especiacdo de mercurio. Ja a terceira parte desta revisGdo aborda
procedimentos para a determinagdo de espécies utilizando a espectrometria
atémica.

Maior énfase foi dada aos trabalhos em que a determinacdo de mercurio foi
feita por espectrometria de absor¢gdo atémica com forno de grafite empregando
aprisionamento “in situ” das espécies volateis e detecgdo por GF AAS. Apesar de
citados, ndo foram abordados, de forma mais abrangente, trabalhos em que a
separagdo das espécies de Hg foi feita por técnicas intrumentais ou resinas
trocadoras de ions, apesar da importancia destes topicos.

Além disso, quando for feita a abordagem sobre as espécies inorgénicas e
orgénicas de mercurio, estas serdo tratadas apenas como MeHg, enquanto que
aquelas serdo tratadas como Hg2+, mesmo que outras formas encontrem-se
presentes nas amostras. A concentragéo total de Hg sera denominada apenas por
Hg total. O uso de tal terminologia foi feito apenas para facilitar a leitura,
entendendo-se que, apesar de poder existir outras espécies, Hg** e MeHg séo as
predominantes. Ainda, quando for feita referéncia a massa de MeHg, na verdade,

entende-se “massa de Hg na forma de MeHg”.
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2.1. MERCURIO

O mercurio encontra-se em aguas, solos, ar e organismos vivos, porém,
normalmente, em concentragdes traco. Entretanto, mesmo em baixas
concentracdes, 0 mercurio é toxico para os mais diversos organismos.” A maior
aplicabilidade do mercurio encontra-se na fabricagdo de termdmetros,
bardmetros, lampadas a vapor de mercurio e também em lampadas
fluorescentes. Ele é pode ser empregado na forma de amalgama, sendo a
amalgama dentaria e a mineragcdo de ouro algumas das mais conhecidas
aplicagdes. Algumas espécies de mercurio estdo presentes em fungicidas, anti-
sépticos e diuréticos e, também, o mercurio e suas espécies tém sido utilizados
na industria cloro-alcali e de polpa e papel, como catalisadores, e em pilhas e
baterias." ©’

O mercurio apresenta-se sob diversas espécies, sendo que estas podem
ser classificadas em dois grupos: espécies inorganicas e espécies organicas.
Dentre as espécies inorganicas, a mais encontrada no ambiente € o ion
mercurico, representado por Hg?*, normalmente na forma de sal. Ja as espécies
organicas possuem uma cadeia carbdnica ligada ao mercurio, sendo que a
espécies mais encontrada € o MeHg, em que o Hg esta ligado a um grupamento
metil e um contra-ion. O metal e seus compostos podem se ligar aos grupos
sulfidrilas de proteinas e enzimas, pelo fato da elevada afinidade do Hg pelo
enxofre, podendo desnaturar proteinas, inativar enzimas ou alterar a atividade
celular.”™

Deve-se salientar que as espécies organicas de Hg devem receber maior
atengao do ponto de vista toxicoldgico, em virtude de serem muito mais tdxicas
que as inorganicas. Apesar de todas as formas de Hg poderem se acumular no
organismo, as espécies organicas se acumulam em extensdo muito maior. Isto
ocorre porque elas apresentam maior lipossolubilidade e, desta forma, sio
transportadas mais facilmente através das membranas celulares, podendo, entao,
se acumular nos tecidos.’

Embora as espécies inorganicas sejam menos toxicas que as organicas, as

primeiras podem ser metiladas, principalmente, por duas vias: a biolégica e a

! Azevedo, F. A., Toxicologia do Mercdurio, RiMa Editora, Sao Carlos, Brasil, 2003
18 Craig, P. J., Organometallic Compounds in the Envinronment, John Wiley & Sons, 2" Ed., Guildford, UK, 2003
" Sanchez-Uria, J. E., Sanz-Medel, A., Talanta 47 (1998) 509-524
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quimica. A taxa de sintese biologica do MeHg, que € a de maior ocorréncia, é
determinada, principalmente, pela concentragdo e pela forma quimica do Hg,
assim como pela populagdo e composigédo das espécies microbianas. Ainda, o Hg
pode ser metilado no intestino, no muco e no limo dos peixes, nos lodos e
esgotos, e ainda, no intestino de ratos e humanos." O MeHg é faciimente
incorporado as cadeias alimentares, sendo magnificado pelas biotas, podendo
apresentar concentracbes mais elevadas nos tecidos dos peixes do topo da
cadeia alimentar. Também, o tamanho e a idade do peixe tem grande influéncia
na concentragao de Hg encontrada.

Com a constatacdo dos danos provocados pelo Hg e, principalmente, pela
toxicidade diferenciada das espécies de Hg, sobressai a necessidade de
desenvolver procedimentos analiticos cada vez mais sensiveis, confiaveis e, se

possivel, economicamente viaveis, para sua analise de especiacao.

2.2. ANALISE DE ESPECIACAO

Ha alguns anos, a determinacdo da concentracdo total de um elemento
parecia satisfatoria para compreender seus efeitos, tanto para consideracdes
clinicas quanto ambientais. Contudo, hoje é sabido que as propriedades
toxicologicas, fisicas e quimicas de um determinado elemento séao
consideravelmente dependentes do estado de oxidagdo ou do grau de alquilagéao
em que esse elemento se encontra.*’

Segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC),% o
termo “especiacdo” de um elemento é definido como a distribuicido de diferentes
espécies quimicas de um elemento em uma certa amostra, enquanto que “analise
de especiacdo’ € definida como o processo analitico de identificacdo e medida
quantitativa de uma ou mais espécies quimicas individuais de um certo elemento
em uma amostra.*®

Assim sendo, a importdncia da analise de especiagdo surge da

necessidade de determinar a concentragcdo das espécies daqueles elementos que

' Azevedo, F. A., Toxicologia do Mercurio, RiMa Editora, Sao Carlos, Brasil, 2003

% International Union Of Pure And Applied Chemistry, site http://www.iupac.org/goldbook/ST06848.pdf, acessado
em 10/03/05

4 Quevauviller, P. et al., Trace Element Speciation — for Environment, Food and Health, The Royal Society of
Chemistry, Cambridge, UK, 2001
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possuem, relativamente as demais, uma que € mais toxica, com elevada
mobilidade ambiental ou tendéncia de acumulagdo em organismos Vivos.
Consequentemente, existem algumas abordagens para andlise de especiacao.
Uma delas envolve elementos cujas espécies organicas e inorganica possuem
diferentes toxicidade e mobilidade ou, entdo, quando os diferentes estados de
oxidagao ou diferentes complexos de um elemento proporcionam caracteristicas
ambientais e toxicologicas diferenciadas.®® Outro tipo de andlise de especiagdo
refere-se a elementos que se apresentem sob todas as formas descritas

anteriormente.

2.2.1. Andlise de especiagao de mercurio

Para a analise de especiacdo de mercurio em amostras ambientais,
mesmo que todas as espécies de mercurio sejam tdxicas,' o interesse principal
consiste em diferenciar as espécies organicas, principalmente como MeHg, das
espécies inorganicas, uma vez que estas sdo significativamente menos téxicas.*®

O procedimento ideal para a analise de especiacdo deve basear-se na
manutencdo do equilibrio entre as formas quimicas do elemento na amostra,
desde a coleta até a determinagdo do analito.** Portanto, desde a etapa de
amostragem até a etapa de determinacdo, é fundamental que nao ocorra a
degradacao de nenhuma das espécies de interesse, bem como a transformacéao
ou interconvergdo das mesmas. Alguns trabalhos abordam, especificamente, as
transformacdes entre espécies de mercurio durante a analise de especiagao,
sendo possivel verificar que porcentagem de uma espécie de mercurio é
transformada em outra.* "%’

Quando é necessario fazer a analise de especiacdo de mercurio em
amostras liquidas, as alternativas comumente utilizadas sdo a extracdo em fase
sélida (SPE), por processos de adsorgao ou de troca-ibnca ou, ainda, a extragéao

liquido-liquido. Essas técnicas estdo baseadas na retengcédo ou extragao seletiva

% Quevauviller, P., Morabito, R., Trends Anal. Chem. 19 (2000) 86-96

! Azevedo, F. A., Toxicologia do Mercdurio, RiMa Editora, Sao Carlos, Brasil, 2003

“® Quevauviller, P. et al., Trace Element Speciation — for Environment, Food and Health, The Royal Society of
Chemistry, Cambridge, UK, 2001

3 Michalke, B., Ecotox. Environ. Safe. 56 (2003) 122-139

“ Bloom, N. S., Colman, J. A., Barber, L., Fresenius J. Anal. Chem. 358 (1997) 371-377

® Gaona, X., Valiente, M., Anal. Chim. Acta 480 (2003) 219-230

5 Qvarnstrom, J., Frech, W., J. Anal. At. Spectrom. 17 (2002) 1486-1491
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de uma das espécies de mercurio.*® Ja para amostras sélidas, como n&o existem
técnicas para a determinagdo das espécies de mercurio diretamente na
amostra,”” a etapa de pré-tratamento, baseada em extracdes, torna-se
indispensavel.

Os principais problemas que ocorrem na etapa de extracao, considerada a
etapa critica na andlise de especiagdo,**®’ decorrem do fato de ser necessario
desenvolver procedimentos que tenham eficiéncia adequada para a extragao das
espécies de interesse e, que concomitantemente, evitem contaminacgao, perdas
ou transformacdes dessas espécies.’® Entre as metodologias empregadas para a
extracdo de espécies de mercurio em amostras sélidas, o método de West66°® e
suas variantes tém sido os mais utilizados para a extracdo do MeHg em amostras
de sedimentos. Tais métodos baseiam-se, principalmente, na extragcdao das
espécies de Hg com um ion haleto em pH proximo a zero, seguida de extragéo
seletiva do MeHg com tolueno e nova extragédo para o meio aquoso com L-
cisteina. Esse método sofreu varias modificagcbes para melhorar a eficiéncia de
extracdo e, também, para permitir sua aplicacdo para analise de amostras
bioldgicas."’

Outras formas de solubilizar as espécies de Hg sao a hidrélise alcalina, que
utiliza KOH ou TMAH®"283 ¢ g extracdo acida, que utiliza HCI ou H,SO4 em meio
salino.>**®®" Tajs processos podem ser acelerados com o uso de ultra-som ***°
ou microondas.*®

Outra técnica muito empregada para a separacdo do MeHg ¢é a
destilacdo.?* Este procedimento tem sido aplicado para solos, sedimentos e
tecidos bioldgicos, e consiste em suspender a amostra em acido e aquecer a
mistura a 180 °C em atmosfera de N, coletando o destilado em um frasco em

banho de gelo." Em geral, a eficiéncia de extracéo varia de amostra para amostra

30 Langas, F. M., Extragdo em Fase Sélida, RiMa Editora, 2004, Sao Carlos, Brasil, 2004

%7 Sanchez-Uria, J. E., Sanz-Medel, A., Talanta 47 (1998) 509-524

¥ Leermakers, M. et al., Trends Anal. Chem. (2005) IN PRESS

%% Quevauviller, P., Morabito, R., Trends Anal. Chem. 19 (2000) 86-96

8 West66, G., Acta Chem. Scand. 20 (1966) 2131-2137

' Cornelis, R. et al., Handbook of Elemental Speciation: Techniques and Metodology, John Willey & Sons, West
Sussex, England, 2003

o Qvarnstrom, J., Frech, W., J. Anal. At. Spectrom. 17 (2002) 1486-1491

% Tao, G., Willie, S. N., Sturgeon, R. E., J. Anal. At. Spectrom. 14 (1999) 1929-1931

% Tao, G., Willie, S. N., Sturgeon, R. E., Analyst 123 (1998) 1215-1218

54 Rio-Segade, S., Bendicho, C., Ecotox. Environ. Safe. 42 (1999) 245-252

% Rio-Segade, S., Bendicho, C., J. Anal. At. Spectrom. 14 (1999) 263-268

% Rio-Segade, S., Tyson, J. F., Spectrochim. Acta Part B 58 (2003) 797-807

' Storelli, M. M. et al., Food Chem. 89 (2005) 295-300

% Hintelmann, H., Evans, R. D., Fresenius J. Anal. Chem. 358 (1997) 378-385

" Cornelis, R. et al., Handbook of Elemental Speciation: Techniques and Metodology, John Willey & Sons, West
Sussex, England, 2003
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e depende do meio empregado e, portanto, € necessario empregar calibragcéo por
adicdo de analito.*®

Apos a etapa de extracdo das espécies, na maior parte dos trabalhos séo
feitas as etapas de separagao, derivatizacdo e pré-concentracdo para que 0s
analitos sejam, finalmente, determinados. Essas etapas, prévias a etapa de
determinacao, ndo necessariamente devem fazer parte da analise de especiacao
e ndo possuem uma ordem definida para serem executadas.®® Além disso, em
alguns casos, estas etapas podem ocorrer simultaneamente. As técnicas de
geragao de hidretos (HG), CV, CVG ou etilagdo sdo consideradas como técnicas
de derivatizagcdo mas, muitas vezes, também sdo empregadas como técnicas de
separacdao. Também sob este aspecto, a técnica de SPE ¢é, simultaneamente,
uma técnica de separacdo e pré-concentracdo.*? Portanto, as etapas que se
situam entre a extragdo e a determinagcédo das espécies ndo sio obrigatérias e,
além disso, dependem da natureza da amostra e da técnica de determinagao.

A SPE tem sido bastante empregada para separagdo e pré-concentragao
de espécies de Hg.”” Em muitos casos, a SPE pode atuar apenas como técnica
de pré-concentragdo, sendo necessario, portanto, o emprego de técnicas
cromatograficas para separagao, enquanto que em outros, a SPE pode ser
empregada, também, para separagdo das espeécies. Devido aos diferentes
mecanismos de separag¢ao, como troca ibnica, adsor¢cado ou particdo, a SPE pode
ser considerada uma técnica versatil para analise de especiagao, visto que,
também ¢é possivel empregar eluigado seletiva para separar as espécies a serem
determinadas.

Técnicas cromatograficas possibilitam a andlise de especiagdo para duas
Oou mais espécies de mercurio e, por isso, uma das técnicas mais apropriadas
para analise de especiacdo de mercurio consiste, indubitavelmente, em um
acoplamento de um cromatografo a gas um detector sensivel, como um
equipamento para ICP-MS.>” Embora a cromatografia gasosa seja a técnica mais
popular para a separagao para espécies de mercurio, ela apresenta alguns
inconvenientes para certos tipos de amostras e, por isso, alguns pesquisadores

tém utilizado separagdes por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).22 A

% Quevauviller, P., Morabito, R., Trends Anal. Chem. 19 (2000) 86-96

* Leermakers, M. et al., Trends Anal. Chem. (2005) IN PRESS

a2 Mester, Z., Sturgeon, R., Pawliszyn, J., Spectrochim. Acta Part B 56 (2001) 233-260
%7 sanchez-Uria, J. E., Sanz-Medel, A., Talanta 47 (1998) 509-524

0 Langas, F. M., Extragdo em Fase Sélida, RiMa Editora, 2004, Sao Carlos, Brasil, 2004
2 Harrington, C. F., Trends Anal. Chem. 19 (2000) 167-179



Revisgo da Literatura 12

grande vantagem da HPLC sobre a cromatografia gasosa (GC) fundamenta-se na
flexibilidade dos mecanismos de separagdo, considerados superiores para a
analise de especiacdo de Hg.??>® Uma revisdo sobre o uso de HPLC para analise
de especiacdao de Hg foi publicada por Harrington, onde os métodos estéo
classificados de acordo com a matriz da amostra e ha informacgdes sobre o tipo de
coluna, o tipo de fase mdvel, o método de deteccéo e o LD obtido.?

Outra técnica que possui excelente poder de separagdo, e que também
pode ser utilizada para analise de especiagao de mercurio, é a eletroforese capilar
(CE), muito utilizada para espécies idnicas e biomoléculas. Apesar das recentes
aplicagdes desta técnica, seu uso em analise de especiagao ainda € escasso,
uma vez que o detector mais comumente acoplado a CE € o detector por
ultravioleta (UV), que n&o alcanga LD’s satisfatérios para analise de especiagao
de Hg e o volume de amostra ¢ limitado.?" Somente em trabalhos em que a
determinacao é feita por ICP-MS ou espectrometria de massa com ionizagao por
electrospray (ESI-MS), o LD alcangado ¢é satisfatorio."”

Embora as técnicas de separacdo apresentadas tenham seu uso muito
difundido e boa aplicabilidade para analise de especiagcdo, estas nao serao
abordadas de forma mais aprofundada neste trabalho. Sera dada énfase maior a
analise de especiagao feita sem o uso de técnicas cromatograficas, eletroforéticas
ou de SPE.

Como mencionado, durante todas estas etapas, € imprescindivel que nao
ocorram transformacdes das espécies de Hg. Para compreender melhor tais
transformagdes, muitos autores tém abordado este assunto. Qvarnstrom e
Frech,®' através do acoplamento entre HPLC-ICP-MS, verificaram que, quando
TMAH é utilizado no preparo da amostra, até 11% do Hg?* pode ser transformado
em MeHg, enquanto que até 6% do MeHg pode ser transformado em Hg®*. Ainda,
o TMAH pode causar alguns problemas nas etapas subsequentes devido ao alto
teor de matéria organica dissolvida.*® Além de interferir nas etapas de pré-
concentracgdo, separacdo e deteccdo, Bloom et al* verificaram que o teor de
matéria organica e a concentragdo de Hg?* apresentam correlagdo positiva com a

porcentagem de MeHg formado artificialmente. Recentemente, utilizando tetra(n-

2 Harrington, C. F., Trends Anal. Chem. 19 (2000) 167-179

3 Leermakers, M. et al., Trends Anal. Chem. (2005) IN PRESS

# Harrington, C. F., Anal. Chim. Acta 364 (1998) 63-74

" Cornelis, R. et al., Handbook of Elemental Speciation: Techniques and Metodology, John Willey & Sons, West
Sussex, England, 2003

5 Quarnstrém, J., Frech, W., J. Anal. At. Spectrom. 17 (2002) 1486-1491

4 Bloom, N. S., Colman, J. A., Barber, L., Fresenius J. Anal. Chem. 358 (1997) 371-377
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propil)borato de sédio como derivatizante, Huang?® observou a formacdo de MeHg

e etilmercurio, em concentragdes de até 3%, em relagdo a quantidade de Hg”.

2.21.1. Analise de especiagdo de mercurio mediante uso de técnicas

alternativas

Alternativamente ao uso de técnicas cromatograficas ou correlatas, outros
procedimentos tém sido citados na literatura para analise de especiagao.
Contudo, ao contrario das técnicas cromatograficas, tais procedimentos nao
permitem a separagao de varias espécies de Hg. Porém, devido a abundéncia
relativa das espécies de Hg no meio ambiente, a maioria dos pesquisadores
determinam apenas o Hg?* e o MeHg, sendo o primeiro denominado como
mercurio inorganico e o segundo como mercurio organico. Assim sendo, para
analise de especiacdo de mercurio, tem sido considerada necessaria apenas a
separacdo entre as duas espécies majoritarias, MeHg e Hg?*, o que justifica a ndo
necessidade de técnicas cromatograficas.

Magos® desenvolveu um procedimento para a determinacdo de Hg** e
MeHg, em amostras bioldgicas, através de redugao seletiva com SnCl,. Apés
hidrolise alcalina das amostras biolégicas com solugées de NaOH, NaCl e
cisteina, foi feita a adicdo de solugdo de H,SO, 8 mol L™ e do redutor. Quando foi
utilizado SnCl, como redutor, devido ao seu baixo poder de redugado, apenas o
Hg®* foi reduzido. Quando se empregou uma mistura com SnCl, e CdCl,, ambas
as espécies de Hg foram reduzidas, sendo possivel a determinagdo da
concentragao total de Hg. A concentragcdo de MeHg na amostra é determinada
por diferenca entre a concentracdo total de Hg e a concentracdo de Hg*'.
Todavia, foi necessario empregar a adicdo de analito para calibragdo. Limaverde
Filho e Campos® investigaram a influéncia dos parametros envolvidos no
procedimento descrito por Magos, para a analise de especiagdo de Hg em peixes.
Os autores observaram que as variagcbes feitas nos parametros estudados nao
tiveram muita influéncia sobre o sinal analitico. Entretanto, através do uso de um

frasco de reagao modificado, foi possivel evitar a calibracdo por adicdo de analito.

% Huang, J. H., Anal. Chim. Acta 532 (2005) 113-120

18 Craig, P. J., Organometallic Compounds in the Envinronment, John Wiley & Sons, 2" Ed., Guildford, UK, 2003
* Magos, L., Analyst 96 (1971) 847-853

* Limaverde Filho, A. M., Campos, R. C., Quim. Nova 22 (1999) 477-482
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Outro procedimento envolvendo a reducdo seletiva de Hg?* e MeHg,
quando elas ja se encontram em solugdo, foi proposto por Oda e Ingle Jr* e

%462 5 qual esta baseado na reducdo seletiva de Hg?*

aplicada por outros autores,
e MeHg utilizando SnCl, e NaBH; como redutores. Em uma primeira etapa, foi
adicionada uma solucado de SnCl, a amostra e, devido ao baixo poder de reducéo
do SnCl,, apenas o Hg*" foi reduzido e determinado. Em seguida, ao mesmo
frasco de reacgao, foi adicionada uma solugdo de NaBH4, que possibilitou a
reducdo do MeHg a Hg® e, com isso, o MeHg foi determinado. A solubilizagdo das
espécies foi feita através de hidrdlise alcalina, com KOH, e foram analisadas
amostras de cabelo, urina e peixe.

1.%% determinaram seletivamente Hg** e MeHg em peixes por

Rezende et a
CV AAS. Para tal, foi feito um extrato homogeneizado de peixe, preparado pela
adicao de agua a uma massa conhecida de peixe triturado. A extracdo completa
das espécies de mercurio foi feita utilizando extrato de peixe, agua, H,SO,4 e KBr.
Metilmercurio foi quantitativamente extraido para a fase de CHCI; apos quatro
extracdes consecutivas com 2 mL de CHCIs, sendo a determinacao feita apos
reducdo direta na fase de CHCI3;. Uma curva de calibracdo em meio de CHCI; foi
construida para tal determinacéo, sendo as solugdes de referéncia submetidas ao
mesmo processo de extracdo que a amostra. Outra curva de calibracdo, em meio
aquoso, foi construida para a determinacdo do Hg2+ contido na fase aquosa
residual. Em ambos os casos o redutor utilizado foi NaBH,4. O limite de deteccao
para MeHg na amostra foi 25 ng g™

Posteriormente, em dois trabalhos semelhantes, feitos por Rio-Segade e

Bendicho,**°

espécies de Hg foram extraidas de tecido de mexilhdo com HCI 6
mol L™ e auxilio de ultra-som e, posteriormente, determinadas por FI-CV AAS. Em
um dos trabalhos® a concentragdo total de mercurio foi determinada apds
digestdo da amostra, enquanto que a de Hg2+ foi determinada apds a extragao
com HCI 6 mol L™ (a determinagao foi feita utilizando SnCl, como redutor) e o LD
obtido para Hg foi de 7,5 ng g”'. No outro trabalho, os mesmos autores™
mostraram que modificando apenas a concentragdo do acido empregando na

extragdo, no caso HCI, foi possivel extrair seletivamente as espécies de Hg.

“¢ 0da, C. E., Ingle Jr, J. D., Anal. Chem. 53 (1981) 2305-2309

54 Rio-Segade, S., Bendicho, C., Ecotox. Environ. Safe. 42 (1999) 245-252

% Tao, G., Willie, S. N., Sturgeon, R. E., J. Anal. At. Spectrom. 14 (1999) 1929-1931

52 Rezende, M. C. R., Campos, R. C., Curtius, A. J., J. Anal. At. Spectrom. 8 (1993) 247-251
s Rio-Segade, S., Bendicho, C., J. Anal. At. Spectrom. 14 (1999) 263-268
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Quando foi utilizado HCI 6 mol L™ todas espécies de Hg foram extraidas. Porém,
ao ser usado HCI 2 mol L™, apenas o MeHg foi extraido, possibilitando assim a
determinacao seletiva das espécies. Os LDs foram de 11 e 5 ng g para MeHg e
Hg?*, respectivamente.

Outra forma de determinar seletivamente as espécies de Hg foi
desenvolvida por Rio-Segade e Tyson,®® para amostras bioldgicas e de
sedimento, por espectrometria de absor¢cao atdmica com vapor frio acoplado a
sistema de injecdo em fluxo (FI-CV AAS). Os autores utilizaram como agente
redutor apenas NaBH,4. As espécies de mercurio foram extraidas com auxilio de
radiagdo microondas utilizando HCI 6 mol L™" ou TMAH e posterior ajuste do pH. A
forma encontrada para diferenciar Hg?* e MeHg utilizar concentracées diferentes
de NaBH4. A concentracéo total de mercurio foi determinada mediante utilizagéo
de NaBH,4 0,75% (m/v). Ja para a determinagdo do Hg**, foi utilizado NaBH,4 10*%
(m/v). Segundo os autores, concentragées muito baixas de NaBH; nao foram
eficientes para reduzir o MeHg a Hg° e, desta forma, apenas o Hg®" foi reduzido.
Ainda, foi descrito que TMAH nao foi eficiente para a extragdo de mercurio em
sedimentos e que foi necessaria calibracdo por adicdo de analito nas
determinagdes em amostras bioldgicas. Os LDs para Hg?* e MeHg foram de 24 ng
g'1 e 4 ng g'1, respectivamente.

Kaercher?” também empregou apenas NaBH; como redutor para a
determinagao seletiva das espécies de Hg em amostras biolégicas por FI-CVG
AAS. O grande diferencial deste trabalho é que, na concentracdo de NaBH;
utilizada, o Hg?* era convertido a Hg° enquanto que o MeHg era convertido a
MeHgH. Desta maneira, ambas as espécies alcangcavam a cela de medida, mas
apenas o Hg’, proveniente do Hg®*, era determinado. Em uma segunda etapa, a
cela de medida era aquecida a 700 °C e, termicamente, o MeHgH também era
convertido a Hgo. Com a cela de medida aquecida, ambas as espécies foram
determinadas e a concentragdo de MeHg foi calculada por diferenga. Este mesmo

/-64

principio foi empregado recentemente por Torres et a para a analise de

especiacao de Hg em amostras bioldgicas.

% Rio-Segade, S., Tyson, J. F., Spectrochim. Acta Part B 58 (2003) 797-807

# Kaercher, L. E., “Sistema para a determinagao seletiva de espécies de mercurio em amostras biolégicas”,
Programa de Pés-Graduagdao em Quimica, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria/RS, 2003

® Torres, D. P. et al., J. Anal. At. Spectrom. 20 (2005) 289-294
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Tao et al®®

utilizaram TMAH para solubilizagdo de tecidos biologicos e
posterior determinagcdo da concentracdo total de mercurio por FI-CV AAS,
empregando NaBH; como agente redutor. Como o MeHg apresentou
sensibilidade inferior ao Hg?*, foi utilizada uma solugdo de HNO3; 15% (v/v) em
KMnO4 0,2% (m/v) como meio carreador no sistema de injecao em fluxo (Fl), para
auxiliar na oxidacdo do MeHg e, com isso, ambas as espécies de Hg
apresentaram a mesma sensibilidade. Em outro trabalho,®> os mesmos autores
utiizaram TMAH para a solubilizagdo de tecidos bioldégicos e posterior
determinagdo seletiva de Hg®*, através da utilizacdo de SnCl, como agente
redutor.

Analisando os trabalhos de Tao et al%%®

pode-se concluir que,
empregando SnCl,, apenas o Hg2+ € determinado, enquanto que, quando o MeHg
é oxidado a Hg*, é determinada a concentracdo total de Hg e, por diferenca, é
possivel obter a concentragdo de MeHg. Esta forma de diferenciar as espécies de
Hg, que envolve a oxidagado do MeHg, normalmente em linha, através de agentes
oxidantes ou radiacdo UV, tem sido bastante utilizada.

A oxidagao em linha tem sido empregada, muitas vezes, para degradar

1.5° determinaram

compostos organicos de arsénio, selénio e mercurio. Wurl et a
Hg total em aguas superficiais por FI-CV AAS. Foram comparados trés tipos de
oxidacdo: com radiagdao UV, radiagdo microondas e com oxidantes quimicos
(K2S205 e KBr/KBrO3), sendo que os melhores resultados foram obtidos quando
radiagdo UV foi empregada. Também, Cava-Montesinos et al.® determinaram Hg
por FI-CV AFS em tecido de peixe, empregando a oxidagdo quimica. Utilizando
SnCl,, primeiramente, apenas o Hg2+ foi determinado. Em seguida, pela adigao
em linha de uma mistura oxidante de KBr/KBrOs;, o MeHg foi transformado em
Hg2+ e, desta maneira, a concentracao total de Hg foi determinada, sendo a

concentragdo de MeHg determinada por diferenca.

 Tao, G., Willie, S. N., Sturgeon, R. E., Analyst 123 (1998) 1215-1218

% Tao, G., Willie, S. N., Sturgeon, R. E., J. Anal. At. Spectrom. 14 (1999) 1929-1931
% Wurl, O., Elsholz, O., Baasner, J., Fresenius J. Anal. Chem. 366 (2000) 191-195
& Ccava-Montesinos, P. et al., J. Anal. At. Spectrom. 19 (2004) 1386-1390
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2.2.1.2. Técnicas de deteccao

Diversas técnicas de deteccéo tém sido empregadas para Hg,10 acopladas
ou nao com as ja citadas técnicas de separagdo. Ja é sabido que as técnicas de
detecgcdo utilizadas devem ter, entre outras caracteristicas, excelente
sensibilidade e seletividade. Assim sendo, técnicas como ICP-MS, ICP OES, MIP
OES, AAS e AFS tém sido as mais utilizadas para a determinagcdo de Hg, visto
que, preenchem os principais requisitos.>* Dentre essas técnicas, a ICP-MS, em
vista dos limites de deteccao atingidos seja, talvez, o detector ideal para analise
de especiacdo em amostras com baixas concentragdes de Hg. Outra técnica de
detecgao que esta se tornando cada vez mais popular € a CV AFS, por ser uma
técnica relativamente barata e apresentar limites de deteccdo baixos.** Mesmo
assim, para a determinagao de Hg, a CV AAS tem sido a técnica mais utilizada,
devido, provavelmente, a maior disponibilidade da técnica em muitos laboratérios

e boa sensibilidade para a maior parte das aplicagdes.®

2.3. ESPECTROMETRIA DE ABSORGAO ATOMICA

A espectrometria de absorgdo atdbmica (AAS) € uma técnica consolidada
para a determinacdo de cerca de 70 elementos nos mais diversos tipos de
amostras. Quando se faz necessaria a determinagdo em baixas concentragoes,
as técnicas de GF AAS, CV AAS e espectrometria de absorgdo atébmica com
geracao de hidretos (HG AAS) tém sido as mais aplicadas.®®

A técnica de GF AAS pode ser utilizada para amostras sélidas, liquidas e,
em alguns casos, gasosas. As técnicas de HG AAS e CV AAS sao muito
semelhantes entre si, nas quais, o elemento em solugcdo é convertido em uma
espécie volatil e arrastado por um gas inerte até uma cela de detecgdo. A
principal diferenca € que a HG AAS ¢é aplicada para elementos que formam
hidretos volateis, como As, Se, Sb, etc, que sdo atomizados em uma cela de

quartzo aquecida. Ja a CV AAS tem sido aplicada para a determinagcédo de Hg e

10 Clevenger, W. L., Smith, B. W., Winefordner, J. D., Crit. Rev. Anal. Chem. 27 (1997) 1-26

3 Leermakers, M. et al., Trends Anal. Chem. (2005) IN PRESS

6 Campos, R. C,, Silveira, C. L. P., Lima, R., At. Spectrosc. 18 (1997) 55-59

 Welz, B., Sperling, M., Atomic Absorption Spectrometry, Ed. VCH, 3" ed., Weinheim, Alemanha,1999
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Cd,*’ pelo fato de que esses elementos podem ser reduzidos & forma elementar e
gasosa, transportados até a cela de medida, a qual ndo necessita ser aquecida,

pois os elementos ja estariam na forma de atomos livres.®®

2.3.1. Espectrometria de absorgao atbmica com vapor frio

A CV AAS consiste na redug¢ao do mercurio a forma elementar, através do
contato da solugao acida contendo o elemento com um redutor (SnCl; ou NaBH,),
seguido de sua separacao para a fase gasosa e subseqliente determinagdao em
uma cela. Os primeiros trabalhos desenvolvidos utilizavam o SnCl, como redutor,
que embora possua uma cinética de redugéao rapida, implicava no uso de um gas
para borbulhar a amostra, de modo a auxiliar na remogao do mercurio para a fase
gasosa e, por consequéncia, no seu transporte até a cela de medi¢do. Quando
NaBH, passou a ser utilizado como redutor, o processo de expulsdao do HgO
formado, da solugdo para a fase gasosa tornou-se automatico, pela liberagao de
grandes quantidades de H; no seio da solugao, pelo redutor. Ao mesmo tempo,
tornou-se possivel reduzir até o MeHg, o que ndo pode ser feito com SnCl,.%°

Segundo Capelo et al.,” quando NaBH; é usado como redutor, a
sensibilidade para MeHg € cerca de 20% menor em comparagdo com aquela
alcancgada para H92+. As reacdes 1 e 2 representam o processo de reducdo, em

meio acido, do Hg** e de MeHg .

Hg® + 2 NaBH4 + 6 H,O - Hg®+ 7 Hy + 2 H3BO3 + 2 Na* (1)
MeHg" + NaBH4 + 3 H,O — MeHgH + 3H, + H3BOs + Na* (2)

Com base nas reagbes de redugédo descritas em (1) e (2), MeHg néo é
convertido a Hg®, mas, sim, a hidreto de MeHg, que ndo é determinado por CV
AAS. Tal afirmacdo ja havia sido feita por Puk e Weber.*® Contrariando a
afirmacao anteriormente feita, outros autores verificaram a redugdo direta de

MeHg a HgP.52%+%° 8¢ Entretanto, nos trabalhos em que foi feita reducao direta do

“T pohl, P., Trends Anal. Chem. 23 (2004) 21-27

 Welz, B., Sperling, M., Atomic Absorption Spectrometry, Ed. VCH, 3" ed., Weinheim, Alemanha,1999
7 Capelo, J. L., Lavilla, I., Bendicho, C., Anal. Chem. 72 (2000) 4979-4984

“8 puk, R., Weber, J. H., Anal. Chim. Acta 292 (1994) 175-183

52 Rezende, M. C. R., Campos, R. C., Curtius, A. J., J. Anal. At. Spectrom. 8 (1993) 247-251

54 Rio-Segade, S., Bendicho, C., Ecotox. Environ. Safe. 42 (1999) 245-252
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MeHg a Hg®, foi utilizado HNO3°*** ou ultra-som durante a extracdo.>® Devido ao
poder de oxidacdo do HNO3; ou da espécie radicalar OH, esta formada com o uso
de ultra-som,” muito possivelmente estes oxidantes tenham degradado o MeHg a
Hg?* durante a extracdo ou no proprio frasco de geracdo das espécies volateis,
proporcionando 0 mesmo sinal tanto para MeHg quanto para Hg**.

Todavia, Rio-Segade e Tyson>® demonstraram que é possivel determinar
MeHg sem prévia degradacdo a H92+, apenas pelo uso de NaBH; em
concentracdes elevadas, sem utilizagdo de qualquer oxidante. Recentemente,

1.%* determinaram apenas Hg®*, na presenca de MeHg, por CV AAS,

Torres et a
empregando solugao redutora de NaBH4 3% (m/v). Este resultado contraria o que
foi relatado por Rio-Segade e Tyson, que demonstraram que nesta concentragao
de NaBH4, ocorreria a redugdo do MeHg a Hgo. De qualquer modo, como
afirmado por Puk e Weber,*® as condicdes em que reducdo ocorre e a
concentracao do redutor devem ser controladas. Com base no que foi descrito,
afirmar se o NaBH, pode ou n3o reduzir MeHg até Hg® depende da condigdo

experimental empregada em cada trabalho.

2.3.2. Espectrometria de absorcao atbmica com forno de grafite

O mercurio ndo tem sido comumente determinado por GF AAS, pois a
temperatura maxima de pirdlise recomendada, é de apenas cerca de 300 °C, para
evitar perdas do elemento antes da etapa de atomizacgdo.?® Nesta temperatura,
praticamente ndo ha eliminacdo dos concomitantes da amostra, o que pode levar
a diversas interferéncias na determinagcdo do Hg. Mesmo assim, a razao principal
€ que a técnica de CV AAS permite trabalhar com maior volume de amostra e, por
isso, possibilita alcangar LD’s mais baixos. , além de ser mais rapida e mais facil
de utilizar. Ainda, o comprimento de onda correspondente a linha de ressonéancia
entre o estado fundamental e o primeiro estado excitado, que é 189,4 nm, situa-se

em uma faixa de comprimentos de onda inadequada para a maioria dos

% Rio-Segade, S., Bendicho, C., J. Anal. At. Spectrom. 14 (1999) 263-268

52 Rezende, M. C. R., Campos, R. C., Curtius, A. J., J. Anal. At. Spectrom. 8 (1993) 247-251
% Rio-Segade, S., Bendicho, C., Ecotox. Environ. Safe. 42 (1999) 245-252

7 Capelo, J. L., Lavilla, I., Bendicho, C., Anal. Chem. 72 (2000) 4979-4984

% Rio-Segade, S., Tyson, J. F., Spectrochim. Acta Part B 58 (2003) 797-807

® Torres, D. P. et al., J. Anal. At. Spectrom. 20 (2005) 289-294

“8 puk, R., Weber, J. H., Anal. Chim. Acta 292 (1994) 175-183

s Krata, A., Bulska, E., Spectrochim. Acta Part B 60 (2005) 345-350
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equipamentos de AAS.?® Mesmo com tais limitagdes, em alguns casos especificos
a GF AAS foi utilizada para a determinagdo de Hg com éxito."#*® Todavia, em
muitos trabalhos em que a determinagédo de Hg foi feita por GF AAS, foi utilizado
um acoplamento entre GF AAS e CVG.>'829324044 Neste tipo de acoplamento, o
Hg gerado por CVG, em batelada ou por Fl, foi arrastado até a superficie interna
do tubo de grafite por um gas, onde a superficie do tubo encontra-se recoberta
com um metal nobre. Assim, o mercurio foi aprisionado na forma de amalgama

com o metal, sendo, posteriormente, atomizado e detectado.

2.3.3. Determinagao de Hg com aprisionamento das suas espécies volateis

em tubo de grafite

No decorrer deste trabalho, o termo aprisionamento sera aplicado a
sistemas em que um tubo de grafite, modificado ou ndo, € utilizado para coletar o
analito volatil gerado por CVG ou CV e, logo apds, volatilizado para subsequente
determinagdo. Portanto, termos provenientes do inglés como collection,
accumulation, concentration, enrichment, sequestration e preconcentration, todos
semelhantes, serdo abordados como aprisionamento.*’ Ainda, o aprisionamento
in situ das espécies volateis aplica-se, especificamente, aos casos em que o
aprisionamento das espécies e a determinacdo das mesmas ocorrem em um
mesmo local. De acordo com esta definigdo, neste trabalho sera empregado o
termo “aprisionamento in situ”, quando se faz a detecgao por GF AAS e, apenas,
“aprisionamento” quando se tratar da retencdo dos analitos em um local diferente
do detector (p.ex., CVG-ETV-ICP OES, CVG-ETV-MIP OES ou CVG-ETV-ICP-
MS).

O aprisionamento das espécies volateis, provenientes de CVG e
subsequente deteccdo por GF AAS, possui diversas vantagens quando

comparado a determinacdo direta das espécies volateis por estas mesmas

% Welz, B., Sperling, M., Atomic Absorption Spectrometry, Ed. VCH, 3" ed., Weinheim, Alemanha,1999
14 De-Qiang, Z., Zhe-Ming, N., Han-Wen, S., Spectrochim. Acta Part B 53 (1998) 1049-1055
% Hinds, M. W., Spectrochim. Acta Part B 53 (1998) 1063-1068

% Silva, A. F., Welz, B., Curtius, A. J., Spectrochim. Acta Part B 57 (2002) 2031-2045

3 Bermejo-Barrera, P. et al., J. Anal. At. Spectrom. 12 (1997) 317-321

'® Flores, E. M. M., Welz, B., Curtius, A. J., Spectrochim. Acta Part B 56 (2001) 1605-1614
® Kumar, S. J., Meeravali, N. N., At. Spectrosc. 18 (1997) 166-168

2| ee, S. H., Jung, K. H., Lee, D. S., Talanta 36 (1989) 999-1003

" Matusiewicz, H., Mikolajczak, M., J. Anal. At. Spectrom. 16 (2001) 652-657

“ Moreda-Piiieiro, J. et al., Anal. Chim. Acta 460 (2002) 111-122

“ Matusiewicz, H., Sturgeon, R. E., Spectrochim. Acta Part B 51 (1996) 377-397
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técnicas. Uma das vantagens do aprisionamento € o aumento de sensibilidade
quando comparado diretamente com sistemas em batelada, permitindo alcancgar
melhores limites de deteccdo. Também, pode-se remover alguns interferentes
previamente a determinag¢ao do analito, tanto nos casos em que o tubo de grafite
€ utilizado como atomizador quanto nos casos que ele atua apenas como
vaporizador.®**#! Adicionalmente, interferéncias devido a cinética de geragdo do
vapor sdo eliminadas, bem como os picos duplos que surgem quando se utiliza
amostra de suspensao enriquecida com o analito, ou em casos em que a
oscilacdo do gas de arraste modifica o perfil do sinal analitico.**

Para o aprisionamento in situ de espécies volateis de Hg, diferentes metais
tém sido utilizados, como Au, Pt, Pd, Rh e Ir, sendo que cada metal proporciona
diferentes temperaturas de aprisionamento e de atomizacao, devido as diferentes
interacbes com o Hg. Tais metais podem ser introduzidos sobre a superficie
interna do tubo de grafite, puros ou como uma liga com outros metais, na forma
de uma gaze, um fio ou uma lamina do metal. Outra possibilidade, bastante
empregada em trabalhos mais recentes, consiste na adigdo de uma solugao do
metal sobre a superficie do tubo de grafite. Apds a adigdo da solugéo, é feito o
aquecimento do tubo de grafite para secagem do solvente e obtencédo de uma fina
camada do metal sobre a superficie interna do tubo.

O conceito de aprisionamento in situ de espécies volateis em um tubo de
grafite pré-aquecido foi introduzido por Drasch e colaboradores.'® Neste trabalo,
um capilar de quartzo, posicionado perpendicularmente a superficie interna de um
tubo de grafite, foi usado para introduzir arsina no tubo aquecido a 370 °C, com
posterior atomizacdo a 2700 °C. Contudo, foi feito apenas um estudo da
possibilidade do aprisionamento. Lee®' foi o primeiro a utilizar a técnica de
maneira quantitativa, na determinagao de bismuto. Bismutina foi gerada em um
frasco de reacgao, carreada por um fluxo de He, coletada dentro do tubo a 350 °C
e, posteriormente, atomizada a 1850 °C. Contudo, a eficiéncia de aprisionamento,
investigada com uso de ?°’Bi como tragador, foi de apenas 11%.

Inicialmente, o aprisionamento in situ foi aplicado para hidretos volateis e,

posteriormente, para espécies volateis de Hg. O primeiro trabalho sobre a

* Matusiewicz, H., Appl. Spectrosc. Rev. 38 (2003) 263-294

“ Matusiewicz, H., Sturgeon, R. E., Spectrochim. Acta Part B 51 (1996) 377-397

* Moreda-Pifieiro, J. et al., Anal. Chim. Acta 460 (2002) 111-122

1 Drasch, G., Vonmeyer, L., Kauert, G., Fresenius Z. Anal. Chem. 304 (1980) 141-142
* Lee, D. S., Anal. Chem. 54 (1982) 1682-1686
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determinagao de mercurio por GF AAS com aprisionamento in situ das espécies
volateis de Hg foi publicado em 1989 por Baxter e Frech.? Apds a redugdo do Hg
com cloreto estanoso, em sistema em batelada, o Hg® foi transportado por um gas
até um tubo de grafite recoberto com uma lamina ou uma gaze de platina, onde
foi amalgamado. Apds a etapa de coleta do Hg® (até 9 minutos), o tubo foi
aquecido a 750 °C e o Hg foi medido. Tanto o sistema em batelada quanto o tubo
de grafite foram construidos em laboratério. O sistema foi aplicado para amostras
sintéticas de agua do mar e a massa caracteristica (mg) obtida foi 49 pg, quando
foi utilizado o tubo de grafite produzido em laboratério. J& a mp obtida mediante o
uso de tubos disponiveis comercialmente, foi cerca de duas vezes pior.

No mesmo ano, Lee et al.*?

determinaram Hg em aguas naturais, biota e
sedimento marinho por GF AAS com aprisionamento in situ do Hgo apo6s reducéao
com SnCl,. O Hg foi aprisionado durante 2 minutos em um disco poroso de grafite
recoberto com ouro, posicionado dentro do forno de grafite. Foi encontrado um
valor de 20 pg para a mp (um dos melhores valores reportados na literatura), faixa
linear de 0,01 ng a 10 ng, e LD 5 pg. Entretanto, apesar dos bons resultados
obtidos com este procedimento, ndo foram encontrados outros trabalhos
empregando este mesmo sistema.

Yan et al.”’ também determinaram Hg de forma muito semelhante a de
Baxter e Frech. Contudo, as espécies volateis geradas pela reagdo com NaBH,
foram conduzidas até um tubo de grafite recoberto termicamente com PdCl,. A
temperatura para o aprisionamento das espécies volateis foi 250 °C enquanto que
a temperatura de atomizacdo foi 2200 °C. Empregando este procedimento,
mercurio foi determinado em amostras de agua tratada, agua do mar e de
efluente liquido. A calibragao foi feita empregando-se uma curva de calibragéo
convencional, a mofoi 114 pg e o LD foi de 0,6 ng L™ para 50 mL de amostra.

Sinemus et al.®®

determinaram Hg por GF AAS em solugdes de referéncia
através do aprisionamento in situ de suas espécies volateis, geradas por reagao
com NaBH4 em um sistema em fluxo. O aprisionamento foi feito em uma gaze de
Au-Pt situada sobre a superficie interna do tubo de grafite, abaixo do feixe dptico.
O aprisionamento foi feito a 160 °C, sendo a atomizacéao realizada a 750 °C. A mg

foi 75 pg e o LD 3,5 ng L™ para 10 mL de amostra. As medidas foram feitas em

2 Baxter, D. C., Frech, W., Anal. Chim. Acta 225 (1989) 175-183

2 ge, S. H., Jung, K. H., Lee, D. S., Talanta 36 (1989) 999-1003

" Yan, X. P., Ni, Z. M., Guo, Q. L., Anal. Chim. Acta 272 (1993) 105-114
* Sinemus, H. W. et al., Spectrochim. Acta Part B 48 (1993) 643-648
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altura de pico e os autores relataram que o aprisionamento in situ diminui o
alargamento do sinal devido ao transporte, como ocorria com outras técnicas de
amalgamacao fora do tubo de grafite. Em outro trabalho, os mesmos autores®
utilizaram o sistema descrito anteriormente, porém sem a gaze de Au-Pt no
interior do tubo de grafite, que foi substituida pelo recobrimento com Ir. Este tipo
de aprisionamento mostrou ser um pouco mais eficiente que aquele descrito
anteriormente. A temperatura de atomizagao foi 950 °C, enquanto que a limpeza
do tubo foi feita a 2000 °C para liberacdo dos elementos formadores de hidretos
volateis que poderiam apassivar a superficie de Ir. A mg foi 180 pg e o LD 70 pg
(para 5 mL da amostra). Nesse mesmo trabalho, foram comparados os sinais
analiticos obtidos para atomizacdo do Hg mediante o uso da gaze de Au-Pt
inserida dentro do tubo com aqueles obtidos para a atomizacao diretamente na
plataforma do tubo de grafite recoberta com Ir. O sinal analitico, referente a
atomizagao diretamente da plataforma do tubo de grafite, € mais estreito e, além
disso, o valor para altura de pico é maior, devido ao aquecimento mais rapido da
plataforma do forno de grafite. Contudo, o valor para area de pico é semelhante
em ambos os aprisionamentos, demonstrando que a eficiéncia de aprisionamento
e liberagdo das espécies volateis €, no minimo, tdo alta quanto com a gaze
metalica.

O primeiro trabalho que empregou o aprisionamento in situ para a
determinagao seletiva de espécies de Hg foi feito, em 1997, por Bermejo-Barrera
et al.,> em amostras de agua do mar, utilizando acoplamento do tipo FI-CV-GF
AAS. Para tal, foi feita a redugao seletiva do Hg utilizando NaBH4 e SnCl, como
redutores. Foram necessarios 60 s para o aprisionamento das espécies volateis
contidas originalmente em 1,5 mL de amostra. Para recobrimento do tubo de
grafite foram testados Ir, W e Zr, e, apds o recobrimento do tubo, cerca de 500
ciclos de atomizacdo puderam ser feitos. Além disso, para cada um dos trés
metais, a mg do Hg®* (reduzido com SnCly) foi menor que a do MeHg (reduzido
com NaBH,). As massas caracteristicas obtidas na presenca de Ir, W e Zr foram,
respectivamente, de 240, 450 e 700 pg para Hg?* e de 300, 600 e 900 pg para
MeHg. N&o foi comentado pelos autores se essa diferenca de sensibilidade entre

as espécies de Hg era devido a etapa de geragao do vapor ou aprisionamento do

® Sinemus, H. W. et al., Spectrochim. Acta Part B 48 (1993) 1719-1722
3 Bermejo-Barrera, P. et al., J. Anal. At. Spectrom. 12 (1997) 317-321
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mesmo. O procedimento foi validado apenas para Hg?* com calibragdo
convencional.

Kumar e Meeravali®® avaliaram diferentes materiais para aprisionamento do
HgP, obtido apds a reagdo com SnCl,. Foram estudados Au, na forma de um fio
enrolado a plataforma de L'vov e ligas de Pd-Au e Pt-Rh inseridas na forma de
gaze. O fio de Au demonstrou ser mais eficiente que as ligas para aprisionamento
do Hg (mo= 76, 112 e 136 pg, para Au, Pd-Au e Pt-Rh, respectivamente). O
sistema foi empregado para a determinacdo da concentragdo total de Hg em
CRM’s de origem ambiental, apdés a digestdo dos mesmos em forno de
microondas. Uma das vantagens do sistema, citada pelos autores, além de uma
boa my, foi que esse sistema, frente aqueles que utilizam um tubo de grafite
recoberto com algum metal, permitiu fazer até 500 ciclos de aquecimento sem
perda da sensibilidade. Quando foi necessaria a troca do tubo de grafite, isto
ocorreu devido ao desgaste do mesmo.

Flores et al.”® determinaram a concentragado total de Hg em amostras de
carvao, diretamente de uma suspensao da amostra, por CV-GF AAS. Ouro, Ir e
Rh foram testados como recobrimento, sendo que melhores resultados foram
encontrados quando Au foi utilizado. As amostras foram cominuidas a um
tamanho de particula inferior a 50 um, e uma suspensao cerca de 0,5% (m/v) foi
preparada em HNO3; 1 mol L', a qual foi deixada em repouso por até 72 horas
para total extracdo do Hg. O procedimento foi validado com CRM de carvao e de
cinza volante. Para algumas amostras, 48 horas de extragdo foram suficientes
para extragao total do Hg. A mg encontrada foi de 110 pg e o LD na amostra foi 9
ngg’.

Matusiewicz e Mikolajczak*® determinaram Hg e elementos formadores de
hidretos por CVG-GF AAS em amostras de cerveja e mosto, sem decomposi¢cao
prévia das amostras. Para as determinacbes de Hg, foi injetado 1 pg de Au na
plataforma do tubo de grafite previamente a cada medida, e as temperaturas de
aprisionamento e atomizacao foram 110 °C e 1300 °C, respectivamente. Os
autores relataram que este tipo de acoplamento melhora o LD e, com isso, os
brancos sdo a maior limitagdo, devido a impurezas dos reagentes, principalmente

do redutor. A eficiéncia de aprisionamento foi 66%, medida através da

® Kumar, S. J., Meeravali, N. N., At. Spectrosc. 18 (1997) 166-168
'® Flores, E. M. M., Welz, B., Curtius, A. J., Spectrochim. Acta Part B 56 (2001) 1605-1614
@ Matusiewicz, H., Mikolajczak, M., J. Anal. At. Spectrom. 16 (2001) 652-657
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comparagao dos sinais de Hg por CVG-GF AAS e, diretamente, por GF AAS,
utilizando o mesmo programa de aquecimento. A my foi de 92 pg para Hg e a
calibracéo foi feita através da técnica de adicdo de analito porque muita espuma
era formada. O procedimento foi validado com o uso de CRM’s.

Moreda-Pifieiro et al.** determinaram a concentracao total de As, Bi, Ge,
Hg e Se por CVG-GF AAS em amostras de cinza volante diretamente de uma
suspensao a 1% (m/v) da amostra em solugdo de glicerol 0,02% (v/v). Para a
determinacdo de mercurio, 1 mL da amostra foi transferido para o frasco de
reacdo juntamente com 0,4 mL de solugdo de HCI 6 mol L, onde o Hg foi
reduzido com NaBH4 2% (m/v). O tubo de grafite foi recoberto com Ir, sendo que,
para Hg, as temperaturas de coleta e de atomizagcdo foram 400 °C e 2500 °C,
respectivamente. A mo foi 370 pg e o LD na amostra 0,055 pg g para Hg. As
inclinagdes das curvas de calibracdo convencional e de adicdo de analito foram
significativamente diferentes, demonstrando que, possivelmente, ha interferéncia
de matriz. O procedimento foi validado utilizando-se CRM de cinza volante. Os
autores ndo comentaram sobre a possivel passivagao do recobrimento do tubo de
grafite, ocasionada pelo aprisionamento dos demais elementos.

Em trabalho semelhante, Moreda-Pifieiro et al.** determinaram Hg em
suspensdes de amostras biologicas (cabelo humano e frutos do mar), e de
amostras ambientais (sedimento marinho, cinzas volante e solos), por CVG-GF
AAS. Volumes variaveis das suspensdes foram transferidos para um frasco
contendo 1 mL de HCI 6 mol L™, onde o NaBH4 1% (m/v) foi utilizado como
agente redutor para Hg. Algumas variaveis foram ajustadas empregando-se
planejamento fatorial, sendo que a temperatura e o tempo de coleta foram as
mais importantes, porém, a massa de Ir para o recobrimento ndo foi ajustada. A
temperatura e o tempo de coleta das espécies volateis foram, respectivamente,
75 °C e 40 s, e a temperatura de atomizacao foi 2600 °C. O procedimento foi
validado com CRM'’s de origem biologica e ambiental; porém, foi aplicado apenas
para analise de amostras de sedimento e de carvao. Os limites de deteccao
variaram, de acordo com a matriz, entre 21 e 170 ng g™, e a m foi 390 pg.

Matusiewicz e Kopras® determinaram a concentracdo total de As, Bi, Ge,

Sb, Se e Hg em CRM'’s de origem biolégica e ambiental, apds digestdo acida dos

> Moreda-Pifieiro, J. et al., Spectrochim. Acta Part B 57 (2002) 883-895
“ Moreda-Piiieiro, J. et al., Anal. Chim. Acta 460 (2002) 111-122
8 Matusiewicz, H., Kopras, M., J. Anal. At. Spectrom. 18 (2003) 1415-1425



Revisgo da Literatura 26

mesmos, através do acoplamento CVG-ETV-MIP OES, utilizado NaBH; como
redutor em sistema em batelada e em fluxo. O recobrimento do forno de grafite foi
feito com Au-Pd antes de cada ciclo de aquecimento. Pelo fato da técnica de
determinacao ser multielementar, foi adotada uma temperatura de compromisso,
tanto para o aprisionamento (300 °C) quanto para a vaporizagédo (2100 °C). Por
isso, a sensibilidade do Hg ficou comprometida, sendo que a eficiéncia global de
aprisionamento do Hg foi diminuida em 40% em relagdo ao aprisionamento a 100
°C. Os analitos foram determinados em seis CRM’s (sedimento marinho, tecido de
ostra, solo, cinza volante, cabelo e folhas de tabaco). Para Hg, os resultados néo
concordaram com os valores certificados. Os autores ainda citaram que, a 300 °C,
0 recobrimento com uma mistura Au-Pd aumenta a eficiéncia de aprisionamento
do Hg quando comparado com recobrimento apenas com Au.

Vieira et al.?® determinaram Hg e outros elementos formadores de hidretos
por CVG-ETV-ICP-MS em amostras de sedimentos, diretamente de suspensdes
acidas. A concentragdo de sélidos na suspensao era 0,3% (m/v). A suspenséo foi
preparada em HF e agua régia, sonicada por 30 minutos e ocasionalmente
agitada por 24 horas. Como redutor foi utilizado NaBH4, sendo que foram
necessarios 40 segundos para o aprisionamento das espécies volateis em um
tubo de grafite recoberto com Ir. Posteriormente, o tubo foi aquecido a 2000 °C
para volatilizacdo dos elementos. O LD para Hg na amostra foi 0,8 ng g e o
procedimento foi validado pela analise de CRM’s.

Recentemente, Torres et al.%*

, empregando um sistema semelhante aquele
descrito por Flores et al.,'® determinaram Hg total em amostras bioldgicas por
CVG-GF AAS. Para a solubilizagdo dos tecidos bioldgicos foi utilizado TMAH e,
posteriormente, a concentragado de Hg total foi determinada por CVG-GF AAS e,
também, por CVG AAS com aquecimento da cela de medida. A determinagao do
Hg** foi feita por CV AAS, porém, com a cela de medida & temperatura ambiente.
Os autores destacam que, em batelada, o LD obtido por CVG-GF AAS foi 0,001
Hg g, enquanto que empregando CVG AAS sem aprisionamento, os LD’s foram
0,025 pug g'1 para a cela a temperatura ambiente e 0,13 pug g'1 para a cela

aquecida.

% Vieira, M. A,, et al., J. Anal. At. Spectrom. 19 (2004) 297-300
® Torres, D. P. et al., J. Anal. At. Spectrom. 20 (2005) 289-294
18 Flores, E. M. M., Welz, B., Curtius, A. J., Spectrochim. Acta Part B 56 (2001) 1605-1614
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2.3.3.1. Avaliagao da eficiéncia do aprisionamento de Hg em tubo de grafite

Muitos trabalhos tém descrito a eficiéncia de aprisionamento das espécies
volateis de Hg no tubo de grafite.>"**"* Varias formas de avaliar esta eficiéncia
sao relatadas, sendo que em alguns artigos os autores avaliam a eficiéncia de
aprisionamento, enquanto que em outros, € investigada apenas a eficiéncia total
de aprisionamento. A eficiéncia total de aprisionamento é o produto da eficiéncia
de geragao pela eficiéncia de aprisionamento (Eo = E¢.E2). A primeira delas (E+)
refere-se a fragao de analito que foi removido do frasco de reacdo em relagao a
massa que foi adicionada, enquanto que a segunda (E;) é a fragcdo entre a
quantidade de Hg que foi aprisionada em relagdo a quantidade de analito que foi
removida do frasco de reacdo e transportada até o tubo. Como, em alguns casos,
os valores de Ep e E1 podem ser determinados experimentalmente, o valor de E,
pode ser calculado.

No trabalho pioneiro de Baxter e Frech?, a eficiéncia total de
aprisionamento  foi avaliada através de calculos descritos por L'vov, que
correlacionam a area do pico analitico com a massa de analito. Boa concordancia
entre os valores de mp obtidos experimentalmente com aqueles preditos pelos
calculos indicou que a eficiéncia total de aprisionamento (geracdo e
aprisionamento) se aproximou de 100%.

Matusiewicz e Kopras>® avaliaram a eficiéncia total de aprisionamento para
Hg e elementos formadores de hidretos por CVG-ETV-MIP OES. Para Hg, foram
comparados os sinais analiticos obtidos de duas maneiras: 1) quando certa
massa de Hg era adicionada ao frasco de reacéo e volatilizada e 2) quando a
mesma massa do analito foi injetada, na forma de solugéo, diretamente no tubo
de grafite. O programa de temperatura para o aprisionamento e volatilizagdo dos
analitos foi praticamente o mesmo para ambos os casos. Quando a solugao era
injetada diretamente no tubo de grafite, foi necessaria uma etapa de secagem do
solvente, por 55 segundos a 105 °C. Com base nos valores obtidos, foi alcangada
eficiéncia de aprisionamento total de aprisionamento de 60%. Os autores

sugeriram recobrir o tubo de grafite com uma mistura contendo 1 pg de Au e 1 ug

2 Baxter, D. C., Frech, W., Anal. Chim. Acta 225 (1989) 175-183

15 Docekal, B., Dedina, J., Krivan, V., Spectrochim. Acta Part B 52 (1997) 787-794
" Matousek, J. P. et al., Spectrochim. Acta Part B 57 (2002) 147-155

* Matusiewicz, H., Kopras, M., J. Anal. At. Spectrom. 18 (2003) 1415-1425

2 Baxter, D. C., Frech, W., Anal. Chim. Acta 225 (1989) 175-183

8 Matusiewicz, H., Kopras, M., J. Anal. At. Spectrom. 18 (2003) 1415-1425
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de Pd, para aumentar a eficiéncia de aprisionamento do Hg em relagdo ao
recobrimento apenas com Au.

Matousek e colaboradores® avaliaram a eficiéncia apenas referente ao
aprisionamento do Hg em um tubo recoberto com Au, utilizando ETV-ICP-MS. Foi
obtida, tanto para deposicao térmica quanto eletrolitica do Au, eficiéncia préxima
a 63%, valor semelhante ao obtido anteriormente.** Além disso, quando o
recobrimento do tubo de grafite foi feito com Ir-Pd a eficiéncia de aprisionamento
de 74% foi obtida. Foi observada que a eficiéncia de aprisionamento do Hg em Au
diminui com o aumento da temperatura, sendo que a eficiéncia € maxima a 40 °C
e ausente a 400 °C. Sabendo-se que a 400 °C o Hg nao é aprisionado pelo Au, o
sinal medido naquela temperatura corresponde a todo o mercurio colocado no
frasco de reacdo. Qualquer diminuicdo do sinal em temperaturas menores
significava que alguma quantia de Hg havia sido aprisionada. Pela diferenga entre
os sinais medidos a 400 °C e a 40 °C foi possivel calcular a parcela de Hg que foi
coletada no tubo de grafite.

Outra forma de avaliar a eficiéncia de aprisionamento de espécies volateis
€ através do uso de radiotracadores. Docekal et al. avaliaram a eficiéncia de
geracdo e de aprisionamento para Se em um tubo recoberto com Pd.
Empregando radioisotopos de Se, foi feita a medigdo da radioatividade do frasco
de reacao antes e depois da adicdo da solugao de NaBH,4, sendo que a diferenca
entre os valores corresponde ao Se removido do frasco e enviado para o tubo de
grafite. Com isto, foi possivel determinar a eficiéncia de geragao, através da razao
entre o Se removido do o Se contido originalmente no frasco. Posteriormente, foi
feita a medigdo da radioatividade do tubo de grafite no qual foi aprisionado o Se.
A razado entre o Se aprisionado e o Se removido do frasco, calculado
anteriormente, corresponde a eficiéncia de aprisionamento do Se. Este método,
considerado pelos proprios autores como 0 mais seguro para avaliar a eficiéncia
de aprisionamento, foi empregado apenas para Se, Sb e As, e ndo foram
encontrados trabalhos reportando a utilizagdo do mesmo para avaliar a eficiéncia

de aprisionamento do Hg.

" Matousek, J. P. et al., Spectrochim. Acta Part B 57 (2002) 147-155
@ Matusiewicz, H., Mikolajczak, M., J. Anal. At. Spectrom. 16 (2001) 652-657
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2.3.4. Outras técnicas de amalgamacao

A técnica de amalgamacéo desenvolvida para a determinagcdo de Hg por
CV AAS foi considerada como um dos principais avangos para a determinacao
deste elemento, principalmente durante a década de 70, quando varios trabalhos
a respeito desse assunto foram desenvolvidos. A amalgamacédo €, normalmente,
feita pela passagem das espécies volateis de Hg, geradas no frasco de reagéo,
através de um aprisionador, normalmente uma superficie de Au, para formacéao
de um amalgama. Um subsequente aquecimento, entre 500 °C e 700 °C, libera o
Hg na forma de atomos livres, e um gas conduz o Hg até a cela de detecgao,
normalmente uma cela de vidro ou quartzo.®® Esta técnica, bem como as
técnicas de aprisionamento in situ, minimiza interferéncias cinéticas devido a
diferencas na taxa de geracao das espécies. Ademais, quando é feita a medida
do sinal em altura de pico, a sensibilidade pode ser aumentada em uma ou mais
ordens de magnitude, pois todo mercurio aprisionado é liberado rapidamente para
a cela de detecgdo, conduzindo a LDs na faixa de 0,1 ng de Hg.®®®’

Entretanto, alguns hidretos podem envenenar e passivar a superficie do
aprisionador, levando a uma diminuicdo da sensibilidade,®” por diminuir a
eficiéncia de aprisionamento, ou de volatilizacdo, ou por ambos os fatores
combinados. A presencga de umidade na superficie do aprisionador pode causar
0S mesmos problemas ja citados.*® Outro problema normalmente relatado quando
a determinacao é feita por CV AAS é que qualquer variacdo na vazao do gas de
arraste altera o perfil do sinal analitico e, também, a sensibilidade, o que afeta a
precisdo do procedimento.?%%

Bruhn et al.® utilizaram um sistema muito parecido com o desenvolvido por
Welz et al.®” para determinar a concentragdo total de mercurio em amostras de
cabelo apds digestdo das amostras. O LD absoluto foi 0,13 ng, a mg 290 pg e a
faixa linear entre 0,5 e 12,5 ng de Hg. O procedimento foi validado com CRM'’s

(cabelo, tecido de ostra, peixes e sedimentos).

2 Baxter, D. C., Frech, W., Anal. Chim. Acta 225 (1989) 175-183

 Welz, B., Sperling, M., Atomic Absorption Spectrometry, Ed. VCH, 3" ed., Weinheim, Alemanha,1999
" Welz, B., et al., At. Spectrosc. 5 (1984) 37-42

% Sinemus, H. W. et al., Spectrochim. Acta Part B 48 (1993) 643-648

® Bruhn, C. G. et al., J. Anal. At. Spectrom. 9 (1994) 535-541
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Magalhaes et al.*

determinaram Hg em amostras de sedimento por AAS.
Massas de amostra entre 2 mg e 60 mg foram pesadas em um copo de quartzo,
que era inserido dentro de uma camara de pirdlise. A amostra era aquecida a
1100 °C por trés lampadas com radiagao infravermelha. Um gas carreava o Hg e
outras espécies volateis por uma coluna de alumina-silica-CuO, onde as demais
espécies eram retidas, e o Hg ficava retido em um coletor de Au, situado apos a
coluna. Em seguida, o coletor era aquecido, liberando o Hg, que era medido por
AAS. Os autores obtiveram LD de 0,26 ng.

Hall e Pelchat?® desenvolveram um sistema em que a determinacéo de Hg
é feita mediante pirdlise da amostra sdlida. Primeiramente, uma barqueta
contendo uma certa massa da amostra € introduzida em um compartimento do
equipamento, o qual é aquecido, e os gases liberados sdo conduzidos para uma
superficie de Au. Desta forma, o Hg fica aprisionado no Au, para subsequente
liberagdo térmica e determinacdo por AAS. Essa técnica, exclusiva para a
determinacgao de Hg, proporciona ciclos de medida duram cerca de cinco minutos,
nao necessita de decomposicdo da amostra e, portanto, minimiza o tempo de
analise e possiveis perdas ou contaminagdes. Ainda, € possivel determinar até
0,05 ng de mercurio em cerca de 300 a 500 mg da amostra, alcangando LDs de
aproximadamente 0,1 ng g™'. Tal técnica também foi utilizada, por Costley et al.,"
para a determinagcdo de Hg em solo, sedimento e tecidos bioldgicos, obtendo LD
na ordem de 0,1 ng g”'. Cizdziel e Gerstenberger ° determinaram Hg em cabelo
humano e pélos de animal, utilizando um equipamento semelhante ao anterior,*
onde é feita a combustdo das amostras. Apesar do LD absoluto ser 0,02 ng de
Hg, o LD na amostras foi 0,5 pug g', devido a pequena massa de amostra

empregada.

% Magalhaes, C. E. C. et al., J. Anal. At. Spectrom. 12 (1997) 1231-1234
2 Hall, G. E. M., Pelchat, P., Analyst 122 (1997) 921-924

2 Costley, C. T. et al., Anal. Chim. Acta 405 (2000) 179-183

° Cizdziel, J. V., Gerstenberger, S., Talanta 64 (2004) 918-921



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. INSTRUMENTAGAO

As determinagbes de mercurio foram feitas em um espectrdmetro de
absorcéo atémica com forno de grafite Analytik Jena (mod. AAS 5 EA, Alemanha)
com aquecimento transversal e tubos de grafite sem plataforma. Como fonte de
radiacdo especifica para mercurio foi utilizada uma ldampada de catodo oco
(comprimento de onda: 253,7 nm; corrente da lampada: 4 mA), fenda espectral de
0,8 nm e como sistema de correcdo de fundo foi utilizada uma lampada de
deutério. O gas carregador utilizado foi argénio (99,996%, White Martins, Brasil).
Um sistema de geragcdo de hidretos/vapor frio Analytik Jena (HS 5
mercury/hydride system, Alemanha), operando no modo batelada, foi acoplado ao
atomizador eletrotérmico, através do amostrador automatico Analytik Jena (MPE
5), para a introdugéo das espécies volateis de Hg no tubo de grafite.

O capilar de politetrafluoretileno (PTFE) que esta normalmente conectado
ao braco do amostrador automatico foi substituido por outro capilar de PTFE,
porém mais longo (I = 1 m; d.i. = 1 mm). Este capilar foi conectado ao orificio de
saida do frasco de reacéao, para fazer a transferéncia das espécies volateis desde
o frasco de reacao até o tubo de grafite. Um aprisionador de goticulas, construido
no proprio laboratorio, foi conectado ao capilar de transferéncia a cerca de 10 cm
apo6s o frasco de reacdo. Tal aprisionador consiste de um frasco com capacidade
para 2 mL, com dois orificios na extremidade superior, um deles para a entrada e
outro para a saida dos gases. Na Figura 1 esta representado um desenho do
sistema CVG-GF AAS.
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1,

— Aprisignador GF AAS
de goticulas

|

A4

L.
Sistema CVG

Figura 1. Sistema CVG-GF AAS.

Para fins de comparacgao, foram feitas determinag¢des de Hg por CV AAS
utilizando um espectrémetro de absorgao atdbmica Analytik Jena (mod. Vario 6,
Alemanha) equipado com o0 mesmo sistema de geragao de hidretos/vapor frio.

Todas as pesagens foram feitas em uma balanga eletro mecanica Metler
Toledo (mod. AG245, Alemanha) com resolugéo de 0,0001 g e tara maxima de
245 g. Uma centrifuga Sigma (mod. 3k30, Alemanha) com capacidade para 8
frascos de 15 mL ou 4 frascos de 50 mL foi utilizada para o processo de extracao.
Para o preparo das amostras foram utilizados um sistema de liofilizacdo Terroni
(mod. LH2000/3, Brasil), um liquidificador doméstico Walita (mod. LIQFAZ, Brasil)
um moinho criogénico Spex Certiprep® (mod. 6750 Freezer Mill, EUA), um sistema
de tamisacgao Bertel (mod. Bertel, Brasil). Para a decomposi¢cao das amostras foi

utilizado um forno de microondas Anton Paar (mod. Multiwave 3000°, Austria).
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3.2. REAGENTES

A agua utilizada foi previamente destilada e deionisada em uma coluna
trocadora de ions e purificada em um sistema Milli Q (Millipore, USA). Os acidos
nitrico (65%, 1,4 kg L', Merck, Alemanha) e cloridrico (37%, 1,19 kg L', Merck,
Alemanha) foram bidestilados em sistema de sub-ebuligdo Milestone (mod.
duoPUR 2.01E, Italia).

A solugao estoque de Hg®* (1000 mg L") foi preparada a partir de solucéo
Titrisol” (Merck, Alemanha, Hg(NOs), Cat. n°1.09969, com 1000 + 0,002 mg L™
de Hg em HNO3 2% (v/v)). A solugdo estoque contendo 1000 mg L™ de MeHg foi
preparada a partir da dissolugédo de CH3HgCI (98%, m/m, Fluka, EUA) em metanol
e armazenada (por no maximo dois meses) sob refrigeragao e protegida da luz.
Para preparar solugdes de calibragao, foram feitas diluicbes da solucédo estoque
em HNO3 0,2% (m/v) ou em HCI 0,5 mol L™,

As solugcbes do redutor NaBH; (Merck, Alemanha) foram preparadas
diariamente, em solugdo de NaOH 0,5% (m/v). As solugbes dos acidos nitrico e
cloridrico foram preparadas a partir de diluichio dos respectivos acidos
concentrados. A solugdo de Au (1000 mg L™ foi preparada a partir de solugao
Titrisol” (Merck, Alemanha, [H(AuCls)] Cat. n°1.09868, com 1000 + 0,002 mg L™
de Au em HCI 5% (m/v)). Como agente antiespumante foi utilizado o Antifoam A
Emulsion (emulsdo aquosa a 30%, Sigma, EUA). Os demais reagentes utilizados

foram de grau analitico e marca Merck.

3.3. MATERIAIS DIVERSOS

Toda vidraria utilizada neste trabalho foi lavada por imersdo em HNO3; 10%
(v/v) por um periodo de 24 horas e, posteriormente, enxaguada com agua. Para
os processos de extracdo foram empregados frascos de polipropileno (Sarstedt,
Alemanha) com fundo conico, graduados, com capacidade maxima de 15 mL e
de 50 mL, que ndo foram descontaminados previamente ao uso.

Os CRM’s (NRCC, Canada) utilizados estao listados na Tabela 1, com as

respectivas concentracdes de MeHg e Hg total.



Materiais e Métodos 34

Tabela 1. Concentracdo de Hg total, MeHg e Hg?* nos materiais de referéncia utilizados

(g g7).

Material Hg Total MeHg Hg* @
DORM-1 (Dodfish Liver) 0,80 +£ 0,07 0,73 £ 0,06 0,07 £ 0,09
DORM-2 (Dogfish Liver) 4,64 £ 0,32 4,47 + 0,26 0,17 £ 0,40

* Néo certificado. Valor calculado, neste trabalho, pela diferenga entre a concentragédo de Hg total e de MeHg

3.4. SISTEMA CVG-GF-AAS

Algumas variaveis do sistema CVG-GF-AAS foram ajustadas tendo-se em
vista a obtencdo do melhor sinal analitico do Hg?*. A vaz&o do gas de arraste foi
variada entre 6 e 36 L h™". A distancia entre o capilar do amostrador automatico e
a superficie do tubo de grafite foi variada entre 0,1 mm e 5 mm. Foi avaliada a

influéncia da concentragcao da solu¢do de NaBH4 no sinal analitico para Hg”.

3.4.1. Programas de aquecimento para recobrimento do tubo de grafite com

Au e para determinagao de Hg

A superficie do tubo de grafite foi recoberta com ouro através da injegao de
50 pL de uma solugcdo de Au 1000 mg L. Em seguida, o tubo foi aquecido
conforme o programa de recobrimento,'® descrito na Tabela 2, para produzir uma
camada de Au sobre a superficie interna do tubo. O procedimento foi repetido por

5 vezes, totalizando 250 pg de Au sobre a superficie do tubo.

'® Flores, E. M. M., Welz, B., Curtius, A. J., Spectrochim. Acta Part B 56 (2001) 1605-1614
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Tabela 2. Programa de aquecimento do forno de grafite para recobrimento do tubo de

grafite com Au (adaptado de Flores et al.’).

Etapa Temperatura (°C) Rampa (°C s™) Tempo (s) Vazao de Gas*
1 110 10 50 Max
2 160 30 50 Max
3 875 50 10 Min
4 1100 1 5 Max

*Vazédo do gas inerte: Max =2 L min' :Min=0,1L min”'

Para a determinacado de mercurio por CVG-GF AAS foi utilizado o tubo de
grafite recoberto com Au e o programa de aquecimento mostrado na Tabela 3.
Neste programa, semelhante aquele empregado por Flores et al.,'® foram
otimizadas apenas as temperaturas das etapas de aprisionamento e de

atomizacao, enquanto que os demais parametros nio foram alterados.

Tabela 3. Programa de aquecimento do forno de grafite para determinagao de Hg.

Etapa Temperatura (°C) Rampa (°C s™") Tempo (s) Vazao de Gas*
Pré-aquecimento 60 30 5 Min
Aprisionamento** 60 0 50 Interrompido

Auto Zero 60 0 5 Min
Atomizagao*** 700 1000 8 Interrompido
Limpeza 1050 200 2 Max

*Vazéao do gas inerte: Max = 2 L'1; Min=0,1L min”!
** CVG: Injecédo de NaBH, = 20 s; Aprisionamento = 30 s

*** Etapa de leitura

'® Flores, E. M. M., Welz, B., Curtius, A. J., Spectrochim. Acta Part B 56 (2001) 1605-1614
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3.4.2. Avaliagao da eficiéncia total de aprisionamento do Hg

Apos a otimizacdo das temperaturas de aprisionamento e de atomizacao,
foi avaliada a eficiéncia total de aprisionamento (geragéo + aprisionamento) do Hg
no tubo de grafite recoberto com Au. Como descrito por Matusiewicz e Kopras *®
foram obtidos os sinais analiticos para 5 ng de Hg®* de duas formas: i) quando 5
ng de Hg foram adicionados ao frasco de reacdo, para posterior redugdo e
aprisionamento do Hg, e ii) quando 5 ng de Hg** sdo adicionados diretamente &
superficie do tubo de grafite, na forma de solugdo. Para ambos os casos foi
empregado o mesmo programa de aquecimento do tubo. Para o caso ii), foram

introduzidos 10 pL de uma solugdo de Hg 0,5 mg L™, em KMnOy4 0,3% (m/v).>®

3.5. TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

Para o desenvolvimento dos procedimentos de extracdo e separagao das
espécies de Hg, foram utilizadas amostras de tecido muscular de peixe,
comercialmente disponiveis: amostras de peixe “anjo” (Squatina squatina) e
“‘garoupa” (Epinephelus ssp). Para cada amostra, cerca de 1 kg do tecido
muscular foi triturado em liquidificador e, posteriormente, liofilizado por 24 horas
para, entdo, ser moido em moinho criogénico até granulometria inferior a 75 pm.
Esta granulometria foi escolhida em fungdo das peneiras disponiveis no

laboratorio.

3.5.1. Determinagao da concentracao total de Hg

3.5.1.1. Decomposi¢ao das amostras de tecido muscular de peixe

As amostras de tecido muscular de peixe utilizadas foram decompostas em
forno de microondas, para posterior determinagdo da concentracéo total de Hg

por CV AAS. Cerca de 0,8 g de amostra foram transferidos para um frasco do

* Matusiewicz, H., Kopras, M., J. Anal. At. Spectrom. 18 (2003) 1415-1425
% Silva, A. F., Welz, B., Curtius, A. J., Spectrochim. Acta Part B 57 (2002) 2031-2045
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sistema do forno de microondas Multiwave 3000 e foram adicionados 4 mL de
HNOs, 2 mL de H,O, e 0,5 mL de HCI. Em seguida, foi executado o seguinte
programa de decomposi¢do: 10 minutos/600 W + 15 minutos/1600 W. Apds
arrefecimento, a solucido obtida foi transferida para um baldo volumétrico de 25
mL e foi feita a aferigdo com agua. Para validagcao deste procedimento, foi feita a
decomposicdo do CRM DORM-2.

3.5.1.2. Extracao total das espécies de Hg

Para a determinacdo da concentracdo total de Hg, as amostras passaram
por diferentes extragdes e, em seguida, foi feita a determinacéo de Hg total por
CVG-GF AAS (item 3.5.3). Foram estudadas algumas extragcdes descritas na
literatura para analise de especiacao de Hg. As extracbes foram feitas sob
protecdo da luz, e os brancos de cada extracao foram feitos de forma idéntica.

Extragdo 1: (adaptado de Rio-Segade et al.*®

) 50 mg da amostra foram pesados
e transferidos para um frasco de polipropileno de 15 mL, e foram adicionados 5
mL de HCI 6 mol L™. O frasco foi levado a um forno de microondas doméstico e
aquecido por 3 minutos a 80 W.

Extragdo 2: (adaptado de Rezende et al.®?): 50 mg de amostra foram transferidos
para um frasco de polipropileno de 15 mL, adicionados 5 mL de uma solugao de
NaCl 1 mol L' em H,S0, 25% (v/v) e a mistura foi agitada manualmente por dois
minutos.

Extragdo 3 (adaptado de Cava-Montesinos et al.’): 50 mg de amostra foram
transferidos para um frasco de polipropileno de 15 mL, contendo 1 mL de HO.
Foram adicionados 3,5 mL de uma solugéao mista (0,75 mL de H2SOy4, 0,14 mL de
HNOs3, 2,6 mL de HCI e 0,1 mL de solucdo de K,Cr,07 100 mg L™"). A solucao foi
deixada em repouso por 15 minutos e, posteriormente, foi feita a afericido a 5 mL
com agua.

/. 53

Extracao 4 (adaptado de Ribeiro et al.”’”): 50 mg de amostra foram transferidos

para um frasco de polipropileno de 15 mL, contendo 1 mL de H,O, ao qual foram

% Rio-Segade, S., Tyson, J. F., Spectrochim. Acta Part B 58 (2003) 797-807

52 Rezende, M. C. R., Campos, R. C., Curtius, A. J., J. Anal. At. Spectrom. 8 (1993) 247-251
8 Ccava-Montesinos, P. et al., J. Anal. At. Spectrom. 19 (2004) 1386-1390

% Ribeiro, A. S., Vieira, M. A., Curtius, A. J., Spectrochim. Acta Part B 59 (2004) 243-253
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adicionados 2,5 mL HCI e 0,25 mL de HNOs. A mistura foi deixada em repouso

por 15 minutos e, posteriormente, foi feita a afericdo a 5 mL com agua.

Na Figura 2 é mostrado um fluxograma que resume todas as extragdes

feitas.

Trituragao

'

Liofilizacao

;

Moagem criogénica

(<75 um)

'

|

1

Pesagem (50 mg)

5mL de
HCI 6 mol L +
3 min/80 W

|

|

|
4

2 3
5mL de 1 mL de H,O +
solucao de 3,5mL da
NaCl/H,SO, solugao mista +
afericdo a 5 mL

com H,O

1 mL de H,O +
2,5mL HCI +
0,25 mL de
HNO; +
afericdoa 5
mL com H,O

'

Determinacao de
Hg total por
CVG-GF AAS

Figura 2. Procedimentos estudados para a preparacdo da amostra e extracdo do Hg
(item 3.5.1.2) para a determinacao de Hg total (item 3.5.3) por CVG-GF AAS.
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3.5.2. Analise de especiagao

As extracbes descritas a seguir, para analise de especiacdo de Hg,
baseiam-se no método de Westd6.?® Este método fundamenta-se no fato de que o
MeHg, quando em solugado polar, € extraido para uma fase mais apolar e, em
seguida, extraido novamente para fase mais polar com auxilio de um agente
complexante. Neste trabalho foi utilizado CHCI;, como fase mais apolar, e uma
solugdo aquosa de L-Cisteina 1% (m/v), como fase polar. Antes de aplicar tais
extracbes as amostras, foi feita uma avaliacdo dos ciclos necessarios para
extragdo completa das espécies de Hg. Para melhor separagao entre as fases, a
mistura obtida foi centrifugada a 6000 rpm por 2 minutos.

Os testes para a determinagao dos ciclos de extragdo com CHCI; foram
feitos conforme descricdo no item 3.5.2.2. Foram feitos entre 1 e 8 ciclos de
extragcdo com CHCI;. Ja para verificar o numero de ciclos com L-cisteina,
procedeu-se de maneira similar aquela descrita no item 3.5.2.3, variando os ciclos

de extragcao de 1 a 6.

3.5.2.1. Degradacgao do MeHg

A avaliacdo da degradagdo do MeHg foi feita de acordo com o item

Extracéo seletiva para a determinacéo de Hg?* (3.5.2.2).

3.5.2.2. Extragio seletiva para a determinagio de Hg?*

A extragdo seletiva das espécies de Hg para a determinagédo de Hg”,
esquematizada na Figura 3, foi feita do seguinte modo: foram pesados,
exatamente, cerca de 50 mg da amostra de peixe “anjo” e transferidos para um
frasco de polipropileno de 15 mL. A este frasco foram adicionados os respectivos
acidos, referentes as extragdes descritas no item 3.5.1.2. Apds agitagdo da
solugdo por, aproximadamente, um minuto, foram feitas sucessivas extracoes

com CHCIs. Posteriormente, até 3 mL da fracdo polar foram transferidos para o

 West66, G., Acta Chem. Scand. 20 (1966) 2131-2137
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frasco de reacgao, juntamente com uma gota de agente antiespumante. A
determinacao de Hg2+ foi feita por CVG-GF AAS, conforme sera descrito no item
Calibracéo (3.5.3).

Pesagem (50 mq)

|

Adicao da solucéao

referente a cada |——p

extragao
Agitagcdo manual
< (2 minutos)

4 extragdes com

2,5mL CHCl; e
centrifugacao por

2 min/6000 rpm

10 mL da fase 5 mL da fase
APOLAR POLAR

!

5 mL de L-cisteina
1% (m/v) e
centrifugagao por 2
min / 6000 rom

!

5 mL da fase — —
POLAR + 2 mL de Determinagéo de Determ;gagao de

HClI6 mol L e MeHg por Hg™ por
afericdo a 10 mL CVG-GF AAS CVG-GF AAS

Figura 3. Procedimentos estudados para as extragdes seletivas das espécies de Hg para
determinacdo seletiva de Hg** (item 3.5.2.2) e MeHg (item 3.5.2.3) por CVG-GF
AAS.
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3.5.2.3. Extracao seletiva para a determinagao de MeHg

A extracédo seletiva das espécies de Hg para determinacédo de MeHg foi
feita de forma semelhante aquela descrita no item 3.5.2.2 e, também, esta
descrita na Figura 3. Entretanto, apdés a extragdo com CHCI;, a fragao apolar,
obtida ap6s cada extracao, foi transferida para outro frasco, com capacidade para
15 mL e, entdo, foram feitas extracbes com fracbes de 5 mL de L-Cisteina 1%
(m/v). A fase polar foi transferida para outro frasco de polipropileno, graduado e
com capacidade para 50 mL, onde foram adicionados 8 mL de HCI 6 mol L." e
feita a afericdo para 25 mL com agua. Para a determinagdao do MeHg, 1 mL da
amostra foi transferido para o frasco de reag&o. A determinagdo de MeHg foi feita

por CVG-GF AAS, conforme sera descrito no item Calibracdo (3.5.3).

3.5.3. Calibracao

Em todas as determinacoes feitas neste trabalho, foi utilizada uma solugao
de NaBH4 1% (m/v), estabilizada em NaOH 0,5% (m/v), sendo injetados cerca de
4 mL desta solugao no frasco de reagao. Além disso, foram adicionados 100 pL
de K2Cr,07 0,1% (m/v), diretamente no frasco de reacdo. Para a determinagéo de
Hg total, foi empregada a calibragdo convencional. At¢é 3 mL das solug¢des de
referéncia de Hg?* em meio de H,SO, e NaCl, correspondente a massa de Hg
entre 0,5 ng e 10 ng, foram transferidos para o frasco de reacao.

Para a determinagdo seletiva de Hg?*, foram empregadas tanto a
calibracdo convencional como a adicdo de analito. Para a calibracio
convencional, foram transferidos até 3 mL da solug¢ao de calibragao para o frasco
de reacdo, correspondendo a massas entre 0,5 ng e 10 ng de Hg**, em meio
idéntico ao utilizado na etapa de extragdo. Quando foi empregada a adicéo de
analito, a todos os frascos foram transferidas massas iguais de amostra e
adicionados 2,5 ng, 5 ng, 7,5 ng e 10 ng de Hg®* a cada um dos frascos. Este
procedimento foi repetido para massas de amostra compreendidas entre 20 mg e
150 mg. Apds a afericdo do volume a 5 mL com solugdo acida utilizada na

extragdo, todos os frascos foram manualmente agitados por 1 minuto e,
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posteriormente, as suspensdes foram deixadas em repouso por cerca de 15 horas
antes da extragdo com CHCls.

Para a determinagdo seletiva de MeHg também foram empregadas a
calibragcdo convencional e adicdo de analito. Entretanto, a calibragdo convencional
foi feita de 2 maneiras (denominadas de calibragcdo convencional 1 e calibragao
convencional 2), sendo modificada apenas a solugdo de calibragdo empregada.
Na calibragdo convencional 1, foram utilizadas solu¢des de calibragdo de MeHg.
Ja para a calibragdo convencional 2, foram utilizadas solugdes de MeHg que
passaram pelo mesmo processo de extragcao que a amostra. Em ambos os casos,
foram transferidos até 3 mL da solugédo de calibragdo, em meio de H,SOq4, para
dentro do frasco de reagéo, correspondendo a massas entre 0,7 e 10 ng de Hg*".

Quando foi empregada a adigdo de analito para a determinagédo de MeHg,
a todos os frascos foram pesadas massas iguais de amostra (entre 20 mg e 150
mg), e adicionados 25 ng, 50 ng, 75 ng e 100 ng de MeHg a cada um deles. Apds
a afericdo a 5 mL com a solucgéo respectiva a cada uma das extragdes, todos os
frascos foram manualmente agitados por 1 minuto e, posteriormente, os mesmos
permaneceram em repouso por cerca de 15 horas antes da extracdo com CHCIs.
Em seguida, foi feita a extracdo com L-Cisteina e foi feita a afericdo a 25 mL com
HCI 6 mol L™

3.5.4. Avaliacao da relagcao massa de amostra/volume da solugao extratora

A razao massa de amostra/volume da solugcdo extratora foi avaliada
mantendo-se fixo o volume da solucdo extratora e fazendo-se variar a massa de

amostra entre 20 mg a 400 mg.

3.5.5 Interferéncia de uma das espécies de Hg na determinagao da outra

Foram feitos ensaios para verificar a interferéncia de uma das espécies de
Hg na determinacdo da outra. Foram adicionadas massas crescentes de Hg?*
diretamente ao frasco de polipropileno, para posterior determinagcdo de MeHg.

Portanto, foram adicionados massas de 0,1 pg, 1 ug e 10 pg de Hg** diretamente
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no frasco de reacdo, onde havia cerca de 50 mg da amostra, e procedeu-se
conforme descrito no item Extragcdo seletiva para a determinagdo de MeHg
(3.5.2.3). O mesmo foi feito para a determinacdo de Hg?*, porém foram
adicionados 0,1 ug, 1 pg e 10 ug de MeHg, e procedeu-se conforme descrito no

item Extragdo seletiva para a determinagéo de Hg** (3.5.2.2).

3.6. VALIDAGAO DO PROCEDIMENTO

O procedimento descrito para a Extragéo total de Hg (3.5.1.2) e para a
Extracéo seletiva para a determinagédo de Hg?* (3.5.2.2) e Extragéo seletiva para a
determinacdo de MeHg (3.5.2.3) foi validado pela analise de CRM'’s, descritos no

item Materiais diversos (3.3).



4. APRESENTAGCAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1. OTIMIZAGAO DO SISTEMA CVG-GF AAS

Inicialmente foi feito o acoplamento entre o sistema de geracédo de vapor
frio e o espectrometro de absorcédo atdbmica. Contudo, durante os primeiros testes
para o acoplamento, foi observada uma baixa reprodutibilidade entre as medidas,
com desvio padrao relativo (RSD) de cerca de 15%. Péde ser notado que
pequenas gotas, provenientes do frasco de reagdo, eram transportadas pelo
capilar de PTFE até o tubo de grafite. Provavelmente, as goticulas carreavam,
também, uma pequena parcela da solug¢ao, que poderia conter HCI, H,SO4, NaCl
ou NaBH4. Desta maneira, a temperatura da etapa de coleta, que havia sido
fixada em 60 °C, ndo era suficiente para remover do tubo estes interferentes,
previamente a atomizagcdo do Hg. Assim, durante a etapa de atomizagéo, vapor
d’agua e outras espécies eram volatilizadas juntamente com o Hg, ocasionando
grande variacao entre medidas. Além disso, possivelmente, a umidade existente
sobre a superficie de Au também poderia interferir no processo de
amalgamacao.®®

Além de observar a flutuacdo do sinal analitico, foi possivel, também,
visualizar que a camada de Au que recobria a superficie interna do tubo de grafite
era danificada. Verificou-se um desgaste, em formato circular, situada exatamente
na saida do capilar do braco do amostrador automatico, provavelmente onde as
goticulas eram depositadas. Esse problema foi contornado utilizando-se um
aprisionador de goticulas feito no proprio laboratério (item 3.1, Figura 1). Com
este aprisionador de goticulas, o capilar que conduzia os gases provenientes do

copo de reagao era posicionado proximo ao fundo do microfrasco, forcando as

% Sinemus, H. W. et al., Spectrochim. Acta Part B 48 (1993) 643-648
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goticulas da solugao a colidirem com a parede do frasco e, assim, minimizando o
transporte das goticulas da solugdo até o tubo de grafite. Assim sendo, a
flutuagdo do sinal analitico para sucessivas medidas, observada anteriormente,

amostra foi significativamente reduzida e o RSD foi diminuido de 15% para 4%.

4.1.1. Distancia entre o capilar e a parede interna do tubo de grafite

Como descrito no item 3.4, a distancia entre o capilar e a parede interna do
tubo de grafite foi variada entre 0,1 e 5 mm, na tentativa de verificar se a
eficiéncia de aprisionamento era modificada. Contudo, para as diferentes
distancias entre o capilar e o tubo, a absorbancia variou cerca de 5%, quando foi
avaliada uma massa de 5 ng de Hg?*. Matusiewicz e Kropas>® também verificaram
que a distancia entre o capilar e o tubo de grafite ndo apresenta influéncia sobre a
intensidade do sinal. Sendo assim, a distancia entre o capilar e a superficie do

tubo foi fixada em 0,4 mm, valor semelhante ao utilizado em outros trabalhos.'®%

4.1.2. Concentragao do NaBH, e vazao do gas

A concentracdo de NaBH, foi variada de 0,25% (m/v) a 3% (m/v), cujos
resultados estdo mostrados na Figura 4. Como pode ser observado, para 5 ng de
Hg2+, praticamente ndo ha variagcao do sinal analitico para as concentracbes do
redutor entre 1% (m/v) e 3% (m/v). Para concentragbes menores que 1%, verifica-
se uma diminuicdo na intensidade do sinal analitico. Com isso, foi adotada a
concentragéo de 1% (m/v) para a redugéo de Hg. Também foi variada a vazéo do
gas de arraste, entre 6 e 36 L h™', porém, nao foi observada variagdo significativa

entre os sinais analiticos, sendo adotada a vazdo de 12 L h'-

* Matusiewicz, H., Kopras, M., J. Anal. At. Spectrom. 18 (2003) 1415-1425
'® Flores, E. M. M., Welz, B., Curtius, A. J., Spectrochim. Acta Part B 56 (2001) 1605-1614
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Figura 4. Influéncia da concentragdo de NaBH, intensidade do sinal analitico para 5 ng
de Hg*".

4.1.3. Temperaturas de aprisionamento e atomizagao do Hg

Para verificar qual a melhor temperatura para coleta do Hg, a temperatura
do tubo de grafite foi variada entre 60 °C e 400 °C, conforme descrito no item
3.4.1. e a absorbéancia foi registrada. Para a avaliagdo da temperatura de
atomizacdo, a mesma foi variada entre 550 °C e 950 °C. Os resultados estao

apresentados na Figura 5.
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Figura 5. Influéncia da temperatura do tubo de grafite, nas etapas de aprisionamento e
atomizacdo, sobre a intensidade do sinal analitico para 5 ng de Hg?* (setas

indicam as temperaturas escolhidas).

Ao observar a Figura 5 nota-se que, aumentando a temperatura, diminui a
eficiéncia de aprisionamento do Hg. A melhor temperatura para o aprisionamento
foi de 60 °C. Ja com temperatura de coleta de 350 °C, ndo foi possivel a
determinacdo de Hg, pois nesta temperatura a eficiéncia de aprisionamento foi
praticamente nula. Resultados semelhantes foram obtidos por Matousek et al.®’
que, utilizando também um tubo de grafite recoberto com Au, observaram que a
40 °C ocorreu eficiéncia maxima de aprisionamento e, a 400 °C, o Hg né&o era
mais aprisionado. Nao foi possivel trabalhar com temperaturas inferiores a 60 °C
em vista da limitagdo do software do equipamento.

Em relagcado a temperatura de atomizagao (Figura 5), observou-se que na
temperatura de 550 °C a absorbancia foi cerca de 0,24 s. Contudo, notou-se que
este nao foi totalmente integrado, em fungao desta temperatura ser insuficiente
para a volatilizacdo de todo o Hg contido no tubo de grafite no intervalo de 15
segundos. Quando a temperatura de atomizagdo foi de 600 °C, obteve-se
melhores valores para absorbancia, porém, mesmo que seja possivel integrar
completamente o sinal analitico, os resultados apresentaram grande variagdo. A

partir de 600 °C, a absorbancia apresenta um pequeno decréscimo e, também, o

" Matousek, J. P. et al., Spectrochim. Acta Part B 57 (2002) 147-155



Apresentagéo e Discussdo dos Resultados 48

tempo de integracao torna-se menor. A 700 °C, a integracao do sinal analitico foi
feita em cerca de 8 segundos, e o RSD tornou-se menor. Em decorréncia destes
resultados, adotou-se 700 °C como a temperatura 6tima de atomizacgao visto que,
acima deste valor, ndo ha um aumento significativo na precisao e, por outro lado,
existe uma progressiva diminuigdo do sinal analitico. Ainda, proximo a 900 °C
uma parcela do Au é vaporizada,®’ desgastando o recobrimento de Au do tubo e,
por consequéncia, diminuindo o numero de ciclos de atomizag&do possiveis com o

mesmo recobrimento.

0,18 7
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0,14 -
0,12+
0,1
0,08 -
™ 0,06 1
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0,02+

0

ABBar@intia

Tempo
Figura 6. Perfil dos sinais analiticos para 5 ng de Hg em diferentes temperaturas de

atomizacao.

Observando-se os sinais analiticos, apresentados na Figura 6, é importante
salientar que o sinal de fundo sempre foi baixo, praticamente desprezivel, mesmo
quando foi feita a geracédo das espécies de Hg empregando-se os extratos das
amostras. Estes resultados eram esperados, levando em consideracao a virtual

auséncia da matriz no momento da atomizacao.

" Matousek, J. P. et al., Spectrochim. Acta Part B 57 (2002) 147-155
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4.1.4. Avaliagao da eficiéncia total de aprisionamento do Hg

A eficiéncia de aprisionamento do Hg tem sido avaliada por alguns autores.
Porém, normalmente, €& possivel avaliar apenas a eficiéncia total de
aprisionamento, que corresponde a eficiéncia das etapas de geracdo e de
aprisionamento, e ndo apenas a eficiéncia da etapa de aprisionamento. Neste
trabalho, seguindo procedimento semelhante ao de Matusiewicz e Kopras,*® foi
avaliada a eficiéncia total (geracdo e aprisionamento). Desta maneira, foram
comparados os sinais analiticos para 5 ng de Hg®* quando: i) esta massa de
analito era adicionada ao frasco de reagao e as espécies volateis geradas eram
aprisionadas na superficie do tubo de grafite a 60 °C e, ij) a mesma massa de
analito era introduzida, na forma de solucdo, diretamente sobre a superficie do
tubo de grafite (vide item 3.4.2). Por meio deste procedimento, € possivel obter
apenas a eficiéncia total, visto que, ndo é possivel determinar a eficiéncia das
etapas de geracao e de aprisionamento separadamente. Entretanto, a informagéo
obtida é suficiente para estimar eventuais ganhos de sensibilidade com o sistema
empregado.

Para este teste, quando a solugado do analito foi introduzida diretamente no
tubo de grafite, a absorbancia integrada obtida foi cerca de 0,35 s, enquanto que,
quando foi feito o aprisionamento das espécies volateis, a absorbancia foi cerca
de 0,23 s. Assim, a eficiéncia de aprisionamento para Hg, a 60 °C, foi cerca de
65%. Este valor estd de acordo com aqueles descritos na literatura para a
eficiéncia total de aprisionamento, tratando-se de tubos recobertos com Au
(também cerca de 65%).>"3®

Outro parametro investigado foi o numero de ciclos de aprisionamento e
atomizagao que podem ser feitos sem que ocorra diminuicao da intensidade do
sinal. No decorrer dos experimentos, foi possivel fazer, pelo menos, 250 ciclos de
aprisionamento e atomizacdo antes que o sinal analitico diminua mais que 10%
em relacdo ao sinal original. E importante salientar que o nimero de ciclos de
aprisionamento depende, principalmente, da temperatura de atomizagcdo e
limpeza do tubo de grafite e, também, do bom funcionamento do aprisionador de

goticulas, uma vez que, se forem transportadas goticulas da solucdo até a

* Matusiewicz, H., Kopras, M., J. Anal. At. Spectrom. 18 (2003) 1415-1425
" Matousek, J. P. et al., Spectrochim. Acta Part B 57 (2002) 147-155
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superficie do tubo de grafite, havera um desgaste da camada de Au que recobre o
tubo.

4.1.5. Limite de detecgcao e massa caracteristica

Em relagcdo ao sinal do analito na solugdo do branco, nas condi¢gdes
anteriormente mencionadas, a absorbancia foi cerca de 0,02 s, o qual,
possivelmente, decorre de contaminagdes das solugcdes utilizadas, tanto dos
acidos quanto da solugao redutora. Outros autores também verificaram este tipo

de contaminac&o,**®’

salientando que a contaminacdo € originada,
principalmente, da solu¢do redutora. Para minimizar a influéncia causada pela
contaminagao dos reagentes, Welz et al.®” borbulharam He por 30 minutos na
solucédo de SnCl, e nas demais solucdes utilizadas e, desta forma, foi reduzido o
valor do branco.

Neste trabalho, Ar foi borbulhado por 30 minutos nas solugdes utilizadas e,
no entanto, ndo foi verificada uma diminuicdo para o sinal do branco. Uma outra
tentativa de diminuir o sinal do analito no branco foi descontaminar a solugao de
NaBH,, gotejando-se nela HCI 6 mol L. Com isso, o sinal do Hg no branco
diminuiu, de cerca de 0,020 + 0,003 s, para cerca de 0,008 £+ 0,003 s.
Possivelmente, a concentragdo da solugdo de NaBH, tenha diminuido cerca de
5%, contudo, ndo foi verificada variacdo da massa caracteristica do Hg,
demonstrando que a diminuicdo da concentracdo do redutor ndo teve influéncia
na reducao do analito.

O LD obtido desta maneira, calculado como trés vezes o desvio de 10
medidas do branco, foi de 0,08 pg L. Assim sendo, utilizando-se 3 mL da
solugdo, o LD absoluto foi 0,23 ng de Hg. Porém, como a técnica de
aprisionamento “in situ” pode ser utilizada como técnica de pré-concentragao,
foram feitos 3 ciclos de aprisionamento, previamente a detec¢gdo. O emprego de 3
ciclos de aprisionamento implica em trés vezes maior volume das solugdes de
NaBH4 e de acido, com conseqlente aumento da massa de Hg aprisionado no
tubo de grafite. Como o processo de aprisionamento, neste caso, € repetido trés

vezes, poder-se-ia esperar maior variagdo das medidas de absorbancia.

* Matusiewicz, H., Mikolajczak, M., J. Anal. At. Spectrom. 16 (2001) 652-657
" Welz, B. et al., At. Spectrosc. 5 (1984) 37-42
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Entretanto, foi verificada menor variacdo entre as medidas e o LD na solugao
diminuiu para 0,04 pg L. Cabe ressaltar que este procedimento, empregando
trés ciclos de aprisionamento no tubo de grafite, foi repetido diversas vezes e
obteve-se, sempre, valores praticamente iguais para o LD e para a variagédo entre
as medidas de absorbancia do branco. Estes resultados pode ser explicados com
base na intensidade do sinal de absorbancia, quando foram empregados trés
ciclos de aprisionamento o qual, sendo mais elevado, acarretou em menor
variagao dos sinais referentes as dez replicatas. Com isso, o LD absoluto
melhorou para 0,11 ng, ou seja, metade do valor obtido com apenas um ciclo de
aprisionamento.

A massa caracteristica foi 100 pg de Hg. Comparando-se este valor de
massa caracteristica com aqueles citados na literatura, eles sdo semelhantes,
considerando trabalhos em que foi feito o recobrimento do tubo de grafite com Au
(110 pg,™ 92 pg*® e 130 pg®*). Nao foram feitos testes para recobrimento do tubo
de grafite com outros metais, uma vez que, segundo a literatura, eles
proporcionam massas caracteristicas maiores que aquelas obtidas com Au (Pd
114 pg;"" Ir 180 pg®®, 240 pg,® 370 pg* e 390 pg** e; W 450 pg;® Zr 700 pg®).
Possivelmente, o valor para a massa caracteristica € maior, devido a necessidade
de aquecer o tubo de grafite, durante a etapa de atomizacédo, a temperaturas
maiores que aquelas utilizadas para o Au, entre 1100 °C e 2600 °C.

Segundo a literatura, as melhores massas caracteristicas foram obtidas
quando, dentro do tubo de grafite, foi inserido uma gaze, um disco poroso ou um
fio de um metal nobre (disco poroso de Au 20 pg;* gaze de Au-Pt 75 pg;™ fio de
Au 76 pg®®). No entanto, estes trabalhos necessitam da introdugéo de um fio ou
uma gaze dentro do tubo de grafite, que ndo deve obstruir o feixe ético. Assim, os
sistemas comerciais sdo modificados, o que dificulta a utilizacdo em laboratério e,
por isso, nos trabalhos mais atuais o aprisionamento do Hg nao tem sido feito
desta maneira. Ainda, Bermejo-Barrera et al® encontraram, para 0 mesmo

recobrimento, diferentes massas caracteristicas para Hg** e para MeHg (240 e

'® Flores, E. M. M., Welz, B., Curtius, A. J., Spectrochim. Acta Part B 56 (2001) 1605-1614
" Matusiewicz, H., Mikolajczak, M., J. Anal. At. Spectrom. 16 (2001) 652-657
® Torres, D. P. et al., J. Anal. At. Spectrom. 20 (2005) 289-294

™ Yan, X. P., Ni, Z. M., Guo, Q. L., Anal. Chim. Acta 272 (1993) 105-114

% Sinemus, H. W. et al., Spectrochim. Acta Part B 48 (1993) 1719-1722

® Bermejo-Barrera, P. et al., J. Anal. At. Spectrom. 12 (1997) 317-321

5 Moreda-Pifieiro, J. et al., Spectrochim. Acta Part B 57 (2002) 883-895

“ Moreda-Pifieiro, J. et al., Anal. Chim. Acta 460 (2002) 111-122

2| ee, S. H., Jung, K. H., Lee, D. S., Talanta 36 (1989) 999-1003

% Sinemus, H. W. et al., Spectrochim. Acta Part B 48 (1993) 643-648

® Kumar, S. J., Meeravali, N. N., At. Spectrosc. 18 (1997) 166-168
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300 pg, respectivamente) que, segundo os proprios autores, decorre dos

diferentes mecanismos de reducgao entre o SnCl, e 0 NaBHs,.

4.1.6. Faixa linear e precisao

As curvas de calibracdo feitas com Hg®* em HCI 1 mol L' e NaBH; 1%
(m/v) em NaOH 0,5% (m/v), foram lineares desde 0,7 ng até 10 ng de Hg®" (0,08
ug L' até 3,30 ug L™, para 3 mL de solucéo), com coeficiente de correlacdo (R?)
superior a 0,99. Quando foram empregadas massas de Hg®* superiores a 10 ng, a
correlagdo diminuiu, obtendo-se R? inferior a 0,99 nestes casos. Outra
caracteristica importante € o RSD entre 10 medi¢gdes de uma mesma massa de
Hg. Para o branco, o RSD foi de 30%, enquanto que para 0,75 ng de Hg o RSD
diminuiu para 4% e para 4 ng de Hg o RSD foi inferior a 2%.

4.2. DETERMINAGAO DE MERCURIO TOTAL EM AMOSTRAS DE PEIXE

4.2.1. Decomposig¢ao das amostras de peixe e determinagao de Hg total por
CVG-GF AAS

As amostras dos peixes “garoupa” e “anjo”, utilizadas para as otimizagdes
experimentais, foram decompostas em forno de microondas (item 3.5.1.1),
juntamente com o CRM DORM-2. Apdés a validagdo do procedimento de
decomposicdo, os valores obtidos para as amostras foram adotados como
referéncia para Hg total nas amostras. As concentragdes de Hg medidas nas
amostras decompostas estdo apresentadas na Tabela 4, juntamente com o valor

para a decomposicdo do CRM DORM-2.
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Tabela 4. Concentragdo total de Hg nas amostras de peixe “anjo” e “garoupa” e no
material de referéncia certificado DORM-2, obtidas apds decomposi¢cdo com

microondas e determinacao por CVG-GF AAS (n = 3).

Amostra Hg total (ug g™)
Anjo 1,78 £ 0,10
Garoupa 0,277 + 0,020

DORM-2 * 4,58 £ 0,22

* DORM-2: 4,64 + 0,32 pug g’

4.2.2. Extragao total de Hg

Inicialmente, foram feitas as extracdes conforme descrito no item 3.5.1.2
para a amostra de peixe “anjo”, com posterior determinacéo de Hg total por CVG-
GF AAS. Para a quantificacdo foi empregada a calibragdo convencional,
utilizando-se solucdo de calibragdo de Hg?*. Os resultados obtidos, para cada
extracdo, estdo apresentados na Tabela 5, bem como a concordancia entre valor
obtido para cada extracéo e o valor de referéncia para a amostra de peixe “anjo”
(Tabela 4).

Tabela 5. Concentracao total de Hg na amostra de peixe “anjo” submetida as Extracdes 1

a 4 e concordancia com o valor de referéncia (n = 3).

Extracéo Hg total (ug g™") Concordancia (%)*
1 (HCI 6 mol L") 1,42 + 0,08 80+6
2 (H,SO, + NaCl)* 1,48 + 0,12 83+8
3 (mistura acida)® 1,71 £ 0,08 96 +£5
4 (HNO; + HCI)*® 1,74 + 0,14 98 +5

* Valor de referéncia: 1,78 + 0,10 ug g'1

%2 Rezende, M. C. R., Campos, R. C., Curtius, A. J., J. Anal. At. Spectrom. 8 (1993) 247-251
* Rio-Segade, S., Bendicho, C., Ecotox. Environ. Safe. 42 (1999) 245-252

8 Cava-Montesinos, P. et al., J. Anal. At. Spectrom. 19 (2004) 1386-1390

% Ribeiro, A. S., Vieira, M. A., Curtius, A. J., Spectrochim. Acta Part B 59 (2004) 243-253
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Como pode ser observado na Tabela 5, apenas mediante as Extragdes 3 e
4 a concordancia com o valor de referéncia foi proxima a 100%. Para as demais
extragdes a concordancia foi entre 80% e 85%. Para a Extracéo 1, os resultados
encontrados s&o contraditérios em relagdo aos apresentados por Rio-Segade e

54 ,55

Bendicho, uma vez que eles observaram concordancia de cerca de 100%,

para Hg total em amostras de mexilhao.

Conforme relatado por Ribeiro et al.,>

a Extracdo 4 promove a quebra da
ligacdo entre C e Hg, convertendo MeHg a Hg?*. Ainda, segundo Cava-
Montesinos et al.,® o K,Cr,O;, que é utilizado na Extracdo 3, atua como
catalisador na oxidagcdo do MeHg. Além disso, segundo a literatura, as Extracdes
1% e 2°2 nao promovem a quebra da ligagdo entre C e Hg e, tampouco, utilizam
algum catalisador para auxiliar a redugcdo. Assim sendo, se apenas as extragdes
que, possivelmente, promoveram a quebra da ligagao entre C e Hg (Extragdes 3 e
4) obtiveram concordancia préxima a 100% pode-se, entdo, inferir que a baixa
concordancia mediante as outras extracdes (Extracbes 1 e 2) ndo seja devida a
extragdo incompleta das espécies de Hg, mas, sim, a diferenga de sensibilidade
entre o MeHg e o Hg?*, devido a falta de eficiéncia nas etapas de geracdo ou de
aprisionamento das espécies.

A diferenca de sensibilidade entre as espécies de Hg foi relatada, também,
por Capelo et al.,” que verificou que o sinal do MeHg foi 20% inferior ao sinal para

o Hg* % enquanto que outros autores®®

nao observaram diferenca de
sensibilidade. Esta divergéncia entre os autores pode ser atribuida a fatores como
diferengas na concentracdo do redutor®® ou no pH do meio de geracdo,’ visto
que as condig¢des de reducdo das espécies de Hg sao diferentes em cada um dos
trabalhos. Ou seja, pode-se afirmar que durante a etapa de medi¢céo do sinal, as
espécies de Hg podem apresentar sensibilidade diferente.

Deste modo, segundo as evidéncias anteriores, pode-se supor que a baixa
concordancia, para Hg total, entre o valor de referéncia e os valores obtidos apos

as extragdes, seja somente devida a etapa de medi¢ao do sinal, € ndo, a baixa

% Rio-Segade, S., Bendicho, C., Ecotox. Environ. Safe. 42 (1999) 245-252

% Rio-Segade, S., Bendicho, C., J. Anal. At. Spectrom. 14 (1999) 263-268

%% Ribeiro, A. S., Vieira, M. A., Curtius, A. J., Spectrochim. Acta Part B 59 (2004) 243-253

& Cava-Montesinos, P. et al., J. Anal. At. Spectrom. 19 (2004) 1386-1390

52 Rezende, M. C. R., Campos, R. C., Curtius, A. J., J. Anal. At. Spectrom. 8 (1993) 247-251

7 Capelo, J. L., Lavilla, I., Bendicho, C., Anal. Chem. 72 (2000) 4979-4984

% Tao, G., Willie, S. N., Sturgeon, R. E., J. Anal. At. Spectrom. 14 (1999) 1929-1931

® Torres, D. P. et al., J. Anal. At. Spectrom. 20 (2005) 289-294

% Welz, B., Sperling, M., Atomic Absorption Spectrometry, Ed. VCH, 3" ed., Weinheim, Alemanha,1999
% Rio-Segade, S., Tyson, J. F., Spectrochim. Acta Part B 58 (2003) 797-807
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eficiéncia de extracdo. Foi, entdo, avaliada a influéncia da adicao de K,;Cr,Oy
sobre os sinais analiticos para solugdes de calibracéo de Hg2+ e MeHg. Para isso
foram adicionados 100 pL de KyCr,O; 0,1% (m/v), diretamente ao frasco de
reacdo, previamente a determinagdo. Ainda, nos casos em que ocorreu a
formagado de grande quantidade de espuma no frasco de reacgdo, apds a adigao
da solugdo de NaBH,, foi necessario adicionar algumas gotas do agente
antiespumante, e sua influéncia sobre a intensidade do sinal também foi avaliada.

Os resultados estdo mostrados na Figura 7.
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Absorbancia integrada (s)
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m Sinal Original mXeBm@io m Bistoniltc AmieRpumeante

Figura 7. Influéncia do K,Cr,O; e do agente antiespumante no sinal analitico para 5 ng
de Hg?".

Observando-se a Figura 7, pode-se afirmar que:

i) o sinal analitico do MeHg na auséncia de K,Cr,0O7 & inferior ao sinal do Hg*",
como Capelo et al.” haviam descrito. Desta forma, quando ambas as espécies
estiverem em solugdo, a absorbancia sera diferente daquela obtida para as
espécies em solugdes individuais. Possivelmente, este tenha sido o motivo da
baixa concordancia com o valor de referéncia para as Extragdes 1 e 2, visto
que, a calibracdo foi feita com solugcdo de calibragcdo de Hg2+ e o0s extratos
apresentavam ambas espécies em solugdo, devendo estar a maior parte do
Hg na forma de MeHg.

i) quando ¢é feita a adicdo de K,Cr,O7, o sinal analitico do Hg?** ndo é alterado,

enquanto que, para o MeHg, o sinal aumentou, apresentando o mesmo valor

7 Capelo, J. L., Lavilla, I., Bendicho, C., Anal. Chem. 72 (2000) 4979-4984



Apresentagéo e Discussdo dos Resultados 56

que o do Hg**. Provavelmente esta seja a explicagdo para a Extracdo 3
proporcionar concordancia de 100%, uma vez que o KyCr,O7 foi adicionado
durante a extragao.

i) a adicdo do agente antiespumante diminui, em cerca de 7%, os sinais
analiticos de ambas as espécies de Hg. Contudo, como a diminui¢cado do sinal é
idéntica para as duas espécies, ndo ha problema em utilizar o agente
antiespumante, desde que ele também seja utilizado para a calibragdo. Assim,
havera a diminuigao tanto no sinal das amostras quanto no sinal das solugdes
de calibracgao.

Com base nestes resultados, pode-se inferir que a concordancia entre as
Extracdes 1 e 2 pode estar errada e que este erro possa ter ocorrido durante a
etapa de determinacdo. Para evitar tal erro, tanto as solugdes de calibracdo, como
aos extratos das amostras, deve-se adicionar K,Cr,O; e antiespumante
diretamente no copo de reagao antes de cada medicéo, igualando, desta maneira,
o sinal analitico do MeHg e do Hg*".

No item 4.1.5 foi relatado que os autores Bermejo-Barrera et al.® obtiveram
a massa caracteristica para Hg®* cerca de 20% inferior & obtida para MeHg,
sendo que, naquele trabalho, foi utilizado NaBH,4 para redu¢cao do MeHg e SnCl,
para ng". Além disso, esta diferenca foi atribuida ao diferente mecanismo de
reducao dos redutores utilizados. Observando-se a Figura 7, é possivel inferir que
os autores tenham encontrado algum problema na geracdo do Hg® a partir do
MeHg, visto que o sinal analitico para o MeHg é inferior ao do Hg?*. Assim,
poderia ser indicado o emprego de K,Cr,O7, tornando o sinal analitico para ambas
as espécies semelhante, passando-se a empregar apenas uma curva de
calibracao para as determinacgdes.

Deste modo, foram feitas novas medicbes para todas as Extragoes,
porém, com adicdo de solugcdo de K,Cr,O; e de antiespumante diretamente no
frasco de reacdo. Os novos resultados estdo apresentados na Figura 8,
comparados com os valores anteriores, obtidos sem a adicdo da solucdo de
K2Cr205.

® Bermejo-Barrera, P. et al., J. Anal. At. Spectrom. 12 (1997) 317-321
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Figura 8. Concordancia entre os valores de Hg total para a amostra de peixe “anjo”,
obtidos a partir das Extracbes 1 a 4, em relagdo ao valor de referéncia,
mediante o emprego do agente antiespumante, na auséncia e na presenca de
K,Cr,0y.

Como pode ser verificado na Figura 8, os novos valores de concordancia
para as quatro extragdes foram proximas a 100%. Estes resultados demonstram
que é necessaria a adicao de K,Cr,0O7 na determinacdo de Hg total nas amostras.
Pode-se ainda afirmar que o Hg é totalmente extraido da amostra,
independentemente da solugdo extratora utilizada neste trabalho. Embora
qualquer uma das extragcdes seja apropriada para a extragdo total das espécies
de Hg, € necessario avaliar em qual delas ndo ocorre degradacédo ou
transformacdo das espécies de Hg, ja que esta extracdo sera utilizada para
analise de especiacdo e, portanto, nao podem ocorrer transformacdes das
especies.

4.3. ANALISE DE ESPECIAGAO

No presente trabalho, para a andlise de especiagdo de Hg, a separagao
entre MeHg e Hg** foi feita através de uma extracdo seletiva (item 3.5.2), baseada
no método de Westd6.®® Nesse método, quando as espécies encontram-se em

solugdo polar, o MeHg é extraido para a fase mais apolar com um solvente

 West66, G., Acta Chem. Scand. 20 (1966) 2131-2137
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organico apropriado, enquanto que o Hg®* permanece na fase polar.
Posteriormente, o MeHg é extraido para nova fase polar com o uso de um agente
complexante. Inicialmente (item 3.5.2), foi feita a avaliagdo do numero de
extracdes necessarias para extracado completa das espécies. O volume de CHCI3
usado em cada extracao foi fixado em 2,5 mL e o volume d solugao de L-cisteina
foi fixado em 5 mL. A escolha destes volumes foi devida ao fato de que volumes
menores dificultavam a posterior remocao de uma das fases.

Conforme descrito no item Analise de especiagéo (3.5.2), foram avaliados
quantos ciclos de extragdo com CHCI; sdo necessarios para remover o MeHg,
proveniente da amostra de peixe “anjo”, da solugao acida. Apds, foram otimizados
os ciclos de extracdo necessarios para extrair novamente o MeHg, que estava na
fase apolar, para a fase polar. Os resultados assim obtidos para a amostra de
peixe “anjo” estdo apresentados na Figura 9. Nos testes, foi utilizada a Extragao

2, que emprega solugao de H,SO4/NaCl.
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Figura 9. Avaliacao dos ciclos de extragdo para L-cisteina e para CHCI;. Em azul esta
representado o percentual de Hg (Hg* e MeHg) restante no frasco apds
extragdes com CHCI;, em relagdo ao valor de referéncia para Hg total. Em
vermelho, esta representado o percentual de MeHg que é extraido com L-

cisteina, em relagado ao valor de referéncia para Hg total.

E possivel verificar, na Figura 9, que quatro ciclos de extragcdo com 2,5 mL
de CHCI; sao necessarios para extrair todo MeHg para a fase apolar. Pode-se
observar que com menos de quatro ciclos de extragdo uma certa quantidade de

MeHg ainda permanece na fase polar e, com mais que quatro ciclos, a
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concentracdo para Hg? nao diminui, demonstrando que, provavelmente,
nenhuma parcela do Hg2+ € extraida para a fase apolar. Consequentemente, o
numero de ciclos de extracdo com CHCI; foi fixado em 4 e avaliado o numero de
extragdes solugao de L-cisteina 1% (m/v). Foi observado que, com apenas duas
extracdo com L-cisteina, a concentracdo de MeHg atinge o valor maximo e,
aumentando-se o numero de extragdes, o incremento é desprezivel. Portanto,
para a extragdo seletiva das espécies de Hg em peixes, sdo necessarios quatro

ciclos de extracdo com 2,5 mL de CHCI3 e dois com 5 mL L-cisteina 1% (m/v).

4.3.1. Degradagao do MeHg

Para que as extragdes anteriormente descritas (item 3.5.1.2) possam ser
empregadas para analise de especiacdo de Hg, € necessario que nio ocorra
degradacgao ou transformacgdo das espécies durante a extragdo. Segundo Cava-
Montesinos et al.,® que utilizaram a o mesmo meio extrator empregado na
Extracdo 3, em sistema em fluxo, ndo ocorre degradagcdo do MeHg. Ja na

/. 53

Extracao 4, empregada por Ribeiro et a que utiliza HCI e HNOg3 concentrados,

52,54-56 n3o ha

ha a quebra da ligacdo entre C e Hg. Para as demais extracdes,
degradacgao das espécies.

Portanto, as quatro extragdes foram novamente avaliadas, com intuito de
verificar se ocorria degradagdo do MeHg. Foram feitos, conforme estabelecido
anteriormente, quatro ciclos de extragdo com CHCI3 e dois ciclo de extragdo com
L-cisteina para separar quantitativamente as espécies de Hg. Desta maneira, a
possivel degradagcdo do MeHg durante a extragdo foi investigada, conforme
descrito no item Degradacdo do MeHg (3.5.2.1), cujos resultados estdo mostrados

na Figura 10.

8 cava-Montesinos, P. et al., J. Anal. At. Spectrom. 19 (2004) 1386-1390

%% Ribeiro, A. S., Vieira, M. A., Curtius, A. J., Spectrochim. Acta Part B 59 (2004) 243-253
%2 Rezende, M. C. R., Campos, R. C., Curtius, A. J., J. Anal. At. Spectrom. 8 (1993) 247-251
* Rio-Segade, S., Bendicho, C., Ecotox. Environ. Safe. 42 (1999) 245-252

%% Rio-Segade, S., Bendicho, C., J. Anal. At. Spectrom. 14 (1999) 263-268

% Rio-Segade, S., Tyson, J. F., Spectrochim. Acta Part B 58 (2003) 797-807
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Figura 10. Concordancia entre o Hg remanescente na fase polar e o valor de referéncia
para a concentracdo total de Hg, apds as Extragdes 1 a 4, para a amostra de
peixe “anjo”. Esta representada, em azul, a concordancia para o Hg total e,
em vermelho, a concordancia apenas para o Hg?*, ambos em relagdo ao valor

de referéncia para Hg total.

Foi observado, na Figura 10, que a concentracéo para o Hg**, mediante as
Extragbes 3 e 4, foram muito préximas a concentracdo de Hg total.
Provavelmente, isto seja devido a degradagcdo do MeHg. Contudo, o resultado
para a Extragdo 4 é contraditorio com aquele obtido por Cava-Montesinos et al.,®
que nao observou degradacdo do MeHg quando a mesma solugéo para extragao
foi utilizada, porém, em sistema em fluxo.

Para as Extragcdes 1 e 2, a concordancia para o Hg2+ foi de cerca de 4%
em relagdo ao valor total. Estes valores estdo de acordo com os valores
normalmente citados em outros trabalhos para a concentragéo de Hg?* em peixes,
que pode chegar até a 15%.%" Analisando-se estes resultados, n3o se pode
afirmar, com seguranga, que o MeHg n&o foi degradado utilizando-se as
Extragcbes 1 e 2. Entretanto, pode-se afirmar que o MeHg nao foi totalmente
degradado, como nas outras extracdes, e, se ele foi, provavelmente seja uma
parcela muito pequena. Deste modo, no presente trabalho, s6 sera possivel
afirmar que nao ocorreu a degradacdo do MeHg a Hg?* ou a formagdo de MeHg,

através do emprego de CRM'’s, ou entéo, por testes de recuperagéo.

8 Cava-Montesinos, P. et al., J. Anal. At. Spectrom. 19 (2004) 1386-1390
®' Storelli, M. M. et al., Food Chem. 89 (2005) 295-300
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A partir dos resultados anteriormente apresentados, fica evidente que, dos
procedimentos investigados, apenas as Extragbes 1 e 2 sdo apropriadas para
analise de especiacdo de Hg em peixes pois, quando estas extragcées foram
empregadas, nao foi perceptivel a degradacéo do MeHg e, por outro lado, sempre
uma determinada quantidade de Hg®* permaneceu na fase polar. Embora seja
possivel utilizar ambas as extragcbes para analise de especiagdo de Hg, foi
observado por Hintelmann e Evans® que quando é usado HCI 6 mol L™ (Extragdo
1), uma pequena quantidade do Hg?* pode ser convertido & MeHg. Portanto, a
Extracdo 2, que o meio extrator é a solugao H,SO4/NaCl, foi adotada para Hg total
e, também, para os subsequentes testes feitos neste trabalho, para a analise de

especiagao.

4.3.2. Extragio seletiva para a determinagio de Hg**

A extracdo seletiva para aposterior determinacio de Hg2+ foi feita conforme
descrita no item 3.5.2.2, sendo utilizados 3 mL da fracdo polar remanescente
apo6s a extragdo com CHCI;. Os resultados obtidos empregando calibragédo
convencional, bem como a concordancia entre a concentragdo de Hg®* e o valor
de referéncia, estdo demonstrados na Tabela 6, para as duas amostras

estudadas.

Tabela 6. Concentracdo de Hg®** encontrado nas amostras de peixe “anjo” e “garoupa”

empregando calibragao convencional (n = 3).

Concentracao de Concentracao total

Amostra " - g % de Hg**
Hg** (ug g™) (ng g™) g
Anjo 0,07 + 0,01 1,78 £0,10 4+0,5
Garoupa 0,007 + 0,002 0,277 + 0,020 2+0,7

% Hintelmann, H., Evans, R. D., Fresenius J. Anal. Chem. 358 (1997) 378-385
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Contudo, embora seja demonstrado na Figura 8 que todo o Hg é extraido,
segundo Rio-Segade e Bendicho™, o Hg?* é mais dificilmente extraido que o
MeHg. A partir desta informagao, pode-se inferir que, se uma pequena parte do
Hg?* nao for extraida, esta ndo tera muita influéncia na determinacdo do Hg total,
visto que a concentragdo de Hg®* frente & concentracdo total de Hg em peixes é
baixa. Provavelmente, isto altere bastante o resultado para Hg?* e, este resultado,
seja inferior ao valor verdadeiro. Portanto, apenas para fim de comparagao, foi
feita a calibragao por adicdo de analito (item 3.5.3) para a determinagao de HgZ+.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Concentracdo de Hg®* nas amostras de peixe “anjo” e “garoupa”’ mediante
calibragéo por adicdo de analito e comparagédo dos resultados com aqueles

obtidos por calibragdo convencional (n = 3).

2+ .~ . 2+ . ~
Amostra Hg“" adicao ie analito Hg gallbragao )
(Mg g) convencional (ug g™)
Anjo 0,07 £ 0,01 0,07 £ 0,01
Garoupa 0,009 + 0,002 0,007 £ 0,002

Aplicando o teste “t”, verificou-se que nao ha diferencga significativa (P =
0,05) entre resultados obtidos com as duas formas de calibragdo para a
determinacao de Hg”. Também, pode ser observada uma variacéo elevada para
cada uma das formas de calibragéo, para a amostra de peixe “garoupa”. Isto pode
ser justificado por uma grande variagado nas extracdes, e ndo nas determinagdes
de Hg*. Com base nos resultados apresentados na Tabela 7, ndo foi verificada
diferenca significativa entre a concentragdo de ng+ obtida por calibragao
convencional e por adicdo de analito. Assim, pode ser afirmado que todo Hg** é
extraido da amostra e, também, que se pode empregar a calibragdo convencional
para determinar Hg2+ em vez da adicdo de analito, uma vez que esta ultima forma

de calibracdo é mais lenta e trabalhosa que aquela proposta.>

%% Rio-Segade, S., Bendicho, C., J. Anal. At. Spectrom. 14 (1999) 263-268
% Quevauviller, P., Morabito, R., Trends Anal. Chem. 19 (2000) 86-96
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4.3.3. Extragao seletiva para a determinagao de MeHg

A extracdo do MeHg foi feita conforme descrito no item 3.5.2.3, mediante a
Extracdo 2. Além disso, conforme discutido no item Analise de Especiagédo (4.3),
foram utilizadas quatro extragdes com CHCI3 e uma com L-cisteina 1% (m/v). Ao
final destas extracdes, foram adicionados 2 mL de HCI 6 mol L™ aos 5 mL da
solucdo de L-Cisteina, e foi feita a afericdo a 10 mL com agua.

A primeira determinagdo de MeHg foi feita através de calibragao
convencional 1 (3.5.3), utilizando-se solugdo de calibracdo de Hg?*, visto que,
conforme a Figura 7, quando o K,Cr,O; é empregado, o Hg** e o MeHg
apresentam a mesma sensibilidade. As concentragbes de MeHg nas amostras

empregando a calibragdo convencional 1 estdo demonstradas na Tabela 8.

Tabela 8. Concentragdo de MeHg obtida mediante a Extragdo 2 nas amostras de peixe
“anjo” e “garoupa” empregando calibragdo convencional 1 e respectivas

porcentagens em relagéo ao valor de referéncia para Hg total (n = 3).

Concentracédo de Concentragao total

Amostra B} h % de MeH
MeHg (ug g') de Hg (ug g™) ° 9
Anjo 1.58 +0,13 1.78+0.10 88 +7
Garoupa 0,251 + 0,020 0,277 + 0,020 91+7

Analisando-se a Tabela 8, verifica-se que cerca de 90% do Hg contido na
amostra encontra-se na forma de MeHg, valores que estdo dentro da faixa de
concentracdo esperada para MeHg.®' Todavia, pode-se verificar que, se forem
adicionados o valor para a concentracdo de MeHg ao valor para a concentragéo
de Hg?*, tem-se, para ambas as amostras, cerca de 92% de concordancia em
relacdo ao valor de referéncia. E possivel verificar, na Figura 9, que a eficiéncia
das extragcbes com L-Cisteina ndo foi 100% mas, cerca de 90%. Também, ao
contrario do esperado, mesmo aumentando o numero de extragdes sucessivas
nao foi possivel atingir o valor de 100%. Desta maneira, possivelmente, uma

parcela do MeHg nao estaria sendo transferida para a fase polar.

®' Storelli, M. M. et al., Food Chem. 89 (2005) 295-300
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Com isto, pode-se inferir que, se a solugao de calibragdao de MeHg fosse
submetida ao mesmo processo de extragdo que a amostra, seria possivel a
determinacado por calibracdo convencional. Portanto, foram comparadas as
sensibilidades entre curvas de calibragado convencional 1 e 2, uma delas usando
solucdo de MeHg e a outra, com solucdo de MeHg submetida ao mesmo
processo de extragcdo que a amostra. Baseando-se neste teste, foi possivel
verificar que, realmente, a eficiéncia de extragcdo com L-cisteina € de 90%. As

curvas de calibracédo estdo mostradas na Figura 11.
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Figura 11. Curvas de calibracdo convencional empregando-se solugdo de calibragao de
MeHg e de MeHg, esta apds passar pelo mesmo processo de extragdo que a

amostra.

Como pode ser visto na Figura 11, a inclinagdo da curva de calibragao com
solugédo de MeHg, apds extragdo com CHCI; e L-cisteina, é cerca de 10% inferior
aquela obtida sem a extracdo. Deste modo, confirma-se que, nas condicdes em
que as extragdes foram feitas, cerca de 10% do MeHg nao foi extraido para a fase
polar. Provavelmente, nas determinagcbes em que foi empregada a calibragao
convencional 1, isto também tenha ocorrido, proporcionando resultados inferiores
aos esperados.

Foi feita, entdo, a determinacdo de MeHg empregando-se a calibragao
convencional 2, que utiliza uma solugao de calibracdo de MeHg que passou pelo
mesmo processo de extragao que a amostra. Os resultados estdo apresentados
na Tabela 9, bem como o valor de referéncia para Hg total e a concordancia entre

eles.
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Tabela 9. Concentracao de MeHg nas amostras de peixe “anjo” e “garoupa” mediante
calibragéo convencional 2 e respectivas porcentagens em relagdo ao valor de

referéncia para Hg total (n = 3).

Amostra MeHg_- callbra(_;ao_1 Concentra%ao Concordancia (%)
convencional 2 (ug g') total (Mg g)
Anjo 1,66 £0,13 1,78 £ 0,10 94 +6
Garoupa 0,279 £ 0,017 0,277 £ 0,020 100+ 4

Pode-se verificar na Tabela 9 que, empregando-se a calibragao
convencional 2 para a determinagcdo de MeHg, os valores encontrados foram
superiores aos encontrados quando a calibragdo convencional 1 foi empregada.
Adicionando-se os valores de concentragdo para MeHg obtidos com a calibragao
convencional 2, aos valores obtidos com calibragdo convencional para Hg?*, tem-
se concordancia muito proxima a 100% em relagao ao valor de referéncia para Hg
total. Contudo, para se obter um resultado mais confiavel, para a concentracao de
MeHg, foi feita a determinagdo de MeHg empregando-se a adigdo de analito,
conforme descrito no item Calibragdo (3.5.3). E importante salientar que, apds a
adicao do MeHg diretamente ao frasco, a mistura foi agitada e, entao, foi deixada
em repouso por 15 horas para permitir o equilibrio entre as espécies.®® Os
resultados, empregando-se a calibragdo por adi¢ao de analito para determinagao
de MeHg, nas amostras de peixe “anjo” e “garoupa”, estdo mostrados na Tabela

10, juntamente com os valores obtidos através da calibragdo convencional 2.

Tabela 10. Concentracdo de MeHg nas amostras de peixe “anjo” e “garoupa”

empregando adi¢do de analito e calibragdo convencional 2 (n = 3).

MeHg - adi¢ao de MeHg — calibragao
Amostra . 1 . 1
analito (ug g™') convencional 2 (ug g9°)
Anjo 1,68 £ 0,12 1,66 + 0,13
Garoupa 0,266 + 0,015 0,279 + 0,017

% Quevauviller, P., Morabito, R., Trends Anal. Chem. 19 (2000) 86-96
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Através do teste “t” (P = 0,05), é possivel afirmar que nao existe diferencga
significativa entre os valores encontrados através da adigdo de analito e aqueles
encontrados através da calibragdo convencional 2 (Tabela 10). Desta forma, é
possivel determinar a concentragdo de MeHg nas amostras de peixe sem a
necessidade da calibracdo por adicdo de analito, como tem sido feito por alguns
autores.****** E importante ressaltar que, ao empregar a calibragdo convencional
e evitar a adigdo de analito, ha uma diminuicdo do tempo de analise.*

Para efeito de comparagéo, os valores da concentragéo total de Hg e das
suas espécies, para as amostras de peixe “anjo” e “garoupa”, estdo mostrados na
Tabela 11.

Tabela 11. Resultados para MeHg, Hg** e Hg total para as amostras de peixe “anjo” e

“garoupa” (n = 3).

MeHg (ug g”) Hg* (ugg’) Total (ug g

Anjo

Decomposicao (3.5.1.1) --- - 1,78 £ 0,10

Extracédo total 2 (3.5.1.2) - 1,76 £ 0,12

Adigao de analito (3.5.3) 1,68 £0,12 0,07 £ 0,02 1,75+0,12

Calibragéo convencional 2 (3.5.3) 1,66 +0,13 0,07 £ 0,01 1,73+0,13
Garoupa

Decomposicao (3.5.1.1) --- - 0,277 £ 0,020

Extracédo total 2 (3.5.1.2) - 0,280 £ 0,031

Adigao de analito (3.5.3) 0,266 + 0,015 0,009 +£0,002 0,275 +0,015

Calibragao convencional 2 (3.5.3) 0,279+ 0,017 0,007 0,002 0,286 + 0,017

Com base nos valores obtidos, demonstrados na Tabela 11, pode-se

verificar que é possivel determinar a concentragdo das espécies de Hg, mediante
calibragdo convencional, por mais de uma maneira, sem que exista diferenca
significativa entre cada uma delas e o valor certificado. As concentragdes podem

ser obtidas de trés maneiras, como descrito a seguir:

* Matusiewicz, H., Mikolajczak, M., J. Anal. At. Spectrom. 16 (2001) 652-657
a“ Moreda-Piiieiro, J. et al., Anal. Chim. Acta 460 (2002) 111-122

5 Moreda-Pifieiro, J. et al., Spectrochim. Acta Part B 57 (2002) 883-895

% Quevauviller, P., Morabito, R., Trends Anal. Chem. 19 (2000) 86-96
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i) Hg total e MeHg: neste caso, € feita a determinagdo do Hg total e do MeHg,
sendo o Hg?* determinado por diferenca. Uma das desvantagens desta forma
de determinacao é que, por apresentarem-se normalmente em concentracoes
muito proximas, o valor da concentragdo de Hg?* podera estar contida no
desvio das medidas do Hg total e MeHg e, portanto, o resultado para Hg*
apresentara uma incerteza elevada, o que torna o valor para Hg2+ sem

significado pratico.

i) Hg total e Hg?*: é feita a determinagdo de Hg total e de Hg?*, sendo a
concentragdo de MeHg determinada por diferenca. Dentre as vantagens de se
fazer este tipo de determinacio, pode-se citar que nao € necessario trabalhar
com solugbes de MeHg, uma vez que esta espécie é determinada por
diferenca. Outra vantagem diz respeito a concentragdo de Hg?*, que no caso i)
tera uma incerteza muito elevada, sendo em alguns casos, maior que o proprio
valor da concentracdo da espécie. Aqui, determinando diretamente o H92+, a
variagao associada a esta espécie é diminuida em relacdo ao primeiro caso,
mesmo em amostras onde a concentragdo de Hg?* esteja préxima ao limite de
quantificacédo (LQ). Além disso, pode-se empregar apenas uma curva de
calibracédo para estas duas espécies. Todavia, para amostras que apresentam
uma concentracdo muito pequena de Hg (< 0,005 pg g'), provavelmente a
concentracido de Hg2+ sera proxima ao LQ do procedimento. Este caso pode-

se fazer mais de um ciclo de aprisionamento, melhorando o LQ na amostra.

iy MeHg e Hg?*: frente as duas maneiras expostas anteriormente, esta pode ser
considerada a ideal para determinar a concentracdo individual de cada
espécie, visto que cada uma delas é realmente determinada, e néo calculada
por diferenca. Mesmo sendo necessario fazer a calibragdo para cada espécie
e, também, manipular solucbes de MeHg, ambas as espécies podem ser
determinadas a partir de um unico frasco para extracdo acida. Isto porque,
apos a extragao inicial com H,SO,, ao se fazer a extracdo com CHCls, o Hg**
permanece na solugao polar, enquanto que o MeHg ¢ transferido para fase
apolar. Esta é a melhor forma de se verificar se houve transformacgao entre as

espécies visto que, se diminuir a concentracdo de uma das espécies,
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provavelmente, ira aumentar a outra espécie na exata proporgao e,
certamente, a soma da concentragcdo das espécies devera ser igual ao valor

encontrado quando n&o houver degradagao durante a extragéo.

4.3.4. Avaliagao da relagao massa de amostra/volume da solugao extratora

Inicialmente, foi avaliado até que massa de amostra pode ser utilizada na
extragdo total do Hg, mantendo-se fixo o volume dos reagentes, sem que a
eficiéncia de extragdo diminua, o que poderia comprometer o resultado final. Os
testes foram feitos conforme descrito no item Avaliacdo da relacdo massa de
amostra/volume da solugéo extratora (3.5.4), cujos resultados encontrados estao

mostrados na Figura 12.
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Figura 12. Concordancia entre os valores de Hg total na a amostra de peixe “anjo” e o
valor de referéncia, em fungdo da massa de amostra utilizada, mediante

Extracdo 2.

Conforme observado na Figura 12, é possivel utilizar até 150 mg de
amostra, para extragcdo com 5 mL de H,SO4, sem diminuigao da eficiéncia. Para
massas maiores que 150 mg, a eficiéncia da extracdo fica comprometida,
obtendo-se concordancia com o valor de referéncia inferior a 95%. Embora 150
mg de amostra possam ser considerados como sendo uma massa pequena, €
importante ressaltar que se trata da amostra liofilizada, enquanto que, na maioria

dos trabalhos, onde sdo empregados entre 0,5 e 1 g de amostra, tais massas
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referem-se a amostra umida. Para fins de comparacéo, foi avaliado o teor de agua
nas amostras de peixe estudadas, verificando-se que cerca de 70% (m/m) do
tecido muscular de peixe é constituido de agua. Com isso, a massa de amostra
liofiizada de 150 mg corresponde, aproximadamente, a 500 mg de amostra

55,56,61

umida, que € a massa normalmente utilizada por diversos autores para a

extragao de espécies de Hg em peixe.

4.3.5. Interferéncia de uma espécie de Hg na determinagao da outra espécie

Conforme descrito no item Interferéncia de uma das espécies de Hg na
determinagdo da outra (3.5.5), foram feitas adigcbes de massas crescentes de uma
das espécies de Hg, a cerca de 50 mg da amostra de peixe “anjo”, para
determinacdao da outra espécie. Desta forma, pdde-se verificar até que
concentragcdo uma das espécies pode estar presente sem que ocorram erros na
determinacdo da outra espécie, nas condi¢cdes otimizadas anteriormente. Os

resultados estdo demonstrados na Figura 13.

% Rio-Segade, S., Bendicho, C., J. Anal. At. Spectrom. 14 (1999) 263-268
% Rio-Segade, S., Tyson, J. F., Spectrochim. Acta Part B 58 (2003) 797-807
®' Storelli, M. M. et al., Food Chem. 89 (2005) 295-300
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Figura 13. Influéncia da adicdo de uma das espécies de Hg na determinagcédo da outra
espécie. Em vermelho esta representada a concordancia entre o valor
encontrado e o valor esperado para o Hg* e em azul esta representada a
concordancia entre o valor encontrado e o valor esperado para o MeHg,
ambas para a amostra de peixe “anjo”, empregando a Extracdo 2 e as

condi¢des otimizadas.

Como a concentragdo de MeHg na amostra de peixe “anjo” é de 1,66 £
0,13 pg g, para uma massa de 50 mg tem-se, aproximadamente, 83 ng de MeHg
no frasco. Portanto, a concordancia apresentada para a determinagdo de MeHg,
representada em azul na Figura 13, é referente a massa esperada, de 83 ng de
MeHg. Pode-se afirmar que é possivel a presenca de até 1 ug de Hg®* no frasco
de extragdo sem que ocorram erros na determinagcdo do MeHg. Com isso, é
possivel determinar corretamente MeHg em amostras onde a concentragao de
Hg2+ seja até 12 vezes maior sem que ocorram erros perceptiveis. Dentre as
provaveis razbes para obter um valor superior a 100% para a recuperagao do
MeHg, pode-se ser a separagédo das fases durante a etapa de centrifugagdo. Se
esta ndo for bem feita, qualquer goticula ou bolha da fase acida, presente na
interface, pode ter causado tais erros. Ainda, o CHCI3; pode conter até 0,5% de
agua. Tal percentual, relativo a massa de 10 pg de Hg** contido na fase aquosa,
representa 50 ng, que por sua vez corresponde a 60% em relagdo aos 83 ng
esperados. Como se obteve cerca de 160% de concordancia, os 60% a mais em

relagao ao valor esperado podem ser explicados desta forma.
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Ja para o Hg?*, como a concentragdo dele na amostra de peixe “anjo” é de
0,07 + 0,01 ug g~ tem-se, para 50 mg de amostra, 3,5 ng de Hg?* no frasco de
extracdo. Desta forma, a_concordancia para determinagdo de Hg®* é referente a
massa de 3,5 ng de Hg”. Foi verificado que pode-se determinar Hg2+ na presenca
de até 1 pg de MeHg no frasco de extragdo, ou seja, em amostras onde a
concentragdo de MeHg é cerca de 300 vezes maior que a concentragao de Hg”,
com boa concordancia com o valor esperado. As razdes para as interferéncias
observadas para massa de MeHg maiores que 10 pg podem ser atribuidas as
interconversodes entre as espécies. Contudo, € mais provavel que tenha ocorrido
uma diminuicao na eficiéncia de extragcdo com CHCI;, visto que os quatro ciclos
de extragdo com 2,5 mL de CHCI; foram otimizados para uma massa de 3,5 ng de
Hg2+ e, nos testes, foram utilizadas massas 3000 vezes maiores. Outra explicagao
pode ser devido a contaminagdo do sal empregado para preparar a solugéo de
MeHg. Se o sal apresentar Hg?* como impureza, o que é bastante provavel ja que
o Hg®* é um dos produtos da degradagdo do MeHg, o problema encontrado nao
seria por causa da ineficiéncia da extracdo com CHCI3;, mas sim, devido a adicéo
direta de Hg2+ proveniente da solugdgo de MeHg. Esta duvida pode ser
solucionada empregando a determinacao por ICP-MS e diluicdo isotdpica, como

feito por Qvarnstrom e Frech.”’

4.4. VALIDAGAO DO PROCEDIMENTO

Apos todas otimizagdes feitas, o procedimento foi validado através da
analise dos CRM’s descritos no item Materiais diversos (3.3). Foi feita a
determinagao da concentracgdo total de Hg, empregando a Extragao 2, bem como
a determinacdo individual de cada espécie, empregando tanto a calibragéo
convencional quanto a adicdo de analito. Nos casos em que cada espécie foi
determinada individualmente, a concentragao total de Hg foi calculada a partir da
soma das concentracbes de cada uma das espécies. Os resultados estio

apresentados na Tabela 12.

5 Qvarnstrém, J., Frech, W., J. Anal. At. Spectrom. 17 (2002) 1486-1491
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Tabela 12. Concentragdes de MeHg, Hg®* e Hg total obtidos para os materiais de
referéncia certificados “DORM-2" e “DORM-1" (n = 3).

MeHg (ug g”) Hg* (g g”)* Hg total (g g™)

DORM-2
Valor certificado 4,47 + 0,26 0,177+0,40* 4,64 +0,32
Extracao total 2 (3.5.1.2) - - 4,55+ 0,20
Adigao de analito (3.5.3) 4,21 +0,10 0,32 +0,03 4,53 +0,10

Calibragao convencional 2 (3.5.3) 4,17 £ 0,11 0,31 £0,03 4,48 + 0,11
DORM-1

Valor certificado 0,73+ 0,06 0,07 £0,09 * 0,80 + 0,07
Extracédo total 2 (3.5.1.2) -— --- 0,78 £ 0,04
Adicao de analito (3.5.3) 0,71 £ 0,05 0,10 £ 0,02 0,81 £ 0,05

Calibragao convencional 2 (3.5.3) 0,73 +£0,05 0,10 £ 0,02 0,83 £0,05

* Nao certificado. Valor calculado, neste trabalho, pela diferenga entre a concentragédo de Hg total e de MeHg

Observando a Tabela 12 é possivel verificar que os valores obtidos para a
concentragdo total de Hg, pelas diferentes formas de calibragdo, né&o
apresentaram diferenca significativa (teste “t”, P = 0,05) dos valores certificados
para Hg total. O mesmo foi feito para a concentracdo de MeHg, sendo que
também n&o foi verificada diferenga significativa entre os valores certificados e os
obtidos experimentalmente, tanto por calibragdo convencional quanto por adicédo

de analito.

N&o foi possivel validar a metodologia para concentracdo de Hg®* porque
estes CRM'’s nao sao certificados para H92+. Mesmo assim, apenas para efeito de
comparagao, os valores para concentracdo de Hg2+ apresentados na Tabela 12
foram calculados como sendo a diferenga entre os valores de concentracédo de Hg
total e de MeHg, o que tem sido feito por alguns autores #°>°® Como relatado,
toda vez que a concentracdo de Hg2+ € calculada por diferenca entre a
concentragédo total de Hg e a concentracdo de MeHg, para amostras onde o
MeHg é o constituinte majoritario, obtém-se uma incerteza elevada para Hg?*
(vide Tabela 12). Tomando-se estes valores para analise estatistica (teste “t”, P =
0,05), para o CRM DORM-1 nao foi verificada diferenga significativa entre os

valores, tanto para calibracdo convencional quanto para adi¢gao de analito. Ja para

8 cava-Montesinos, P. et al., J. Anal. At. Spectrom. 19 (2004) 1386-1390
%% Rio-Segade, S., Bendicho, C., J. Anal. At. Spectrom. 14 (1999) 263-268
% Rio-Segade, S., Tyson, J. F., Spectrochim. Acta Part B 58 (2003) 797-807
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o CRM DORM-2, observou-se diferenga significativa entre os valores calculados e
aqueles obtidos experimentalmente. No entanto, como estes valores ndo sao

certificados, ndo é possivel chegar a uma conclusdo segura.

Com base nas analises estatisticas feitas, o procedimento para analise de
especiacao de Hg em amostras de tecido muscular de peixe com determinagao

por CVG-GF AAS foi validado, com calibragdo convencional ou adicdo de analito.

4.5. PARAMETROS OTIMIZADOS E FIGURAS DE MERITO

Os principais parametros estdo apresentados na Tabela 13 e as figuras de

mérito do procedimento estdo mostrados na Tabela 14.

Tabela 13. Parametros otimizados do procedimento desenvolvido (n = 3).

Parametro Valor
Ciclos de extracado (volume de CHCI; = 2,5 mL) 4
Ciclos de extracado (volume de L-cisteina 1%, m/v =5 mL) 2
Massa de amostra (liofilizada) <150 mg
Concentracao de NaBH, 1% (m/v)
Volume do extrato da amostra 3mL
Temperatura de aprisionamento 60 °C
Temperatura de atomizagao 700 °C
Tempo de integracao 8s

Tabela 14. Figuras de mérito do procedimento desenvolvido empregando-se o0s

parametros otimizados (n = 3).

Parametro Valor
Faixa linear para calibragdo convencional 0,7a10ng
RSD <4%
Massa caracteristica 100 pg
LD absoluto 0,23 ng
LD amostra (total = Hg**; MeHg) 1,5ngg”;3,0ngg”

Tempo total de aquecimento (GF AAS) 77s
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Os parametros apresentados na Tabela 14 foram obtidos empregando-se
apenas 1 ciclo de aprisionamento. O valor obtido para o LD na amostra é
semelhante ou melhor, na maioria dos casos, aos valores encontrados para Hg
total quando foram empregados sistemas com aprisionamento: 1 ng g (CVG-GF
AAS),** 0,8 ng g' (CVG-ETV-ICP-MS),>® 55 ng g (CVG-GF AAS),* 70 ng g
(CVG-GF AAS),* 3 ng g' (CV-GF AAS),® 10 ng g (CVG-ETV-MIP OES).*®
Quando ¢é feita a comparagdo com os valores para o LD obtidos por FI-CV AAS,
pode-se verificar que os valores obtidos por CVG-GF AAS sdo melhores: 3 ng g
1% 7ngg’'275ngg"*30ngg"®1,2ngg’ (Hg*)e 6,6 ngg”’ (MeHg)*®. Jao
LD obtido por CV AAS em batelada é cerca de 10 vezes pior quando comparados
aos obtidos por CVG-GF AAS: 25 ng g",%* 30 ng g',** 20 ng g %2 e 25 ng g™.*?
Cabe ressaltar que o LD na amostra diminui com numero de ciclos de
aprisionamento, sendo que com 3 ciclos de aprisionamento o LD pode ser

reduzido para cerca de 0,7 ng g™

® Torres, D. P. et al., J. Anal. At. Spectrom. 20 (2005) 289-294

%% Ribeiro, A. S., Vieira, M. A., Curtius, A. J., Spectrochim. Acta Part B 59 (2004) 243-253
> Moreda-Pifieiro, J. et al., Spectrochim. Acta Part B 57 (2002) 883-895

“ Moreda-Piiieiro, J. et al., Anal. Chim. Acta 460 (2002) 111-122

% Kumar, S. J., Meeravali, N. N., At. Spectrosc. 18 (1997) 166-168

* Matusiewicz, H., Kopras, M., J. Anal. At. Spectrom. 18 (2003) 1415-1425

% Rio-Segade, S., Bendicho, C., J. Anal. At. Spectrom. 14 (1999) 263-268

& Cava-Montesinos, P. et al., J. Anal. At. Spectrom. 19 (2004) 1386-1390

% Rio-Segade, S., Bendicho, C., Ecotox. Environ. Safe. 42 (1999) 245-252

% Tao, G., Willie, S. N., Sturgeon, R. E., Analyst 123 (1998) 1215-1218

% Rio-Segade, S., Tyson, J. F., Spectrochim. Acta Part B 58 (2003) 797-807

% Torres, D. P. et al., J. Anal. At. Spectrom. 20 (2005) 289-294

* Limaverde Filho, A. M., Campos, R. C., Quim. Nova 22 (1999) 477-482

2 Tao, G., Willie, S. N., Sturgeon, R. E., J. Anal. At. Spectrom. 14 (1999) 1929-1931

%2 Rezende, M. C. R., Campos, R. C., Curtius, A. J., J. Anal. At. Spectrom. 8 (1993) 247-251



5. CONCLUSAO

O procedimento desenvolvido neste trabalho para a extracdo seletiva de
espécies de Hg em tecido de peixe, empregando extracdo com HySO4/NaCl,
seguido de extragdao com CHCI3; e com L-cisteina, para posterior determinagao de
Hg por CVG-GF AAS, demonstrou-se eficiente, atingindo-se o objetivo proposto.
De modo geral, o procedimento é simples, em relacdo aos métodos de separagao
normalmente empregados. Outra caracteristica importante é que a extragao acida
utilizada € a mesma tanto para Hg total como para as espécies de Hg, a qual ndo
proporciona a transformacao das espécies de mercurio durante o procedimento.

Como foi demonstrado ao longo do trabalho, é possivel empregar uma
curva de calibragdo convencional para determinar Hg total, MeHg e Hg*". Para
MeHg, é necessario que a solugdo de calibragcdo de MeHg passe pelo mesmo
processo de extracdo que a amostra. Os valores encontrados através de
calibragdo convencional foram comparados com aqueles obtidos por adicdo de
analito, ndo sendo verificada diferencga significativa entre ambas calibragdes. Além
disso, os resultados obtidos na andlise de CRM’s reforcam a afirmacéo anterior.
Contudo, nao foi possivel validar o procedimento para o Hg?*, por falta de um
CRM com a concentragao do mesmo certificada.

Fez-se a determinacgao individual das espécies, bem como a determinacgao
de Hg total. Portanto, dependendo do objetivo da anadlise, pode-se determinar a
espécie de interesse diretamente, e ndo por meio de calculo por diferenca entre o
valor da concentracao total e o valor da concentragdo de uma das espécies, 0 que
geralmente implica em uma precis&o pior. De outro modo, € possivel fazer apenas

uma curva de calibragdo e determinar Hg total e Hg?*, ou ainda, quando a massa
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de amostra disponivel € pouca, empregar a mesma replicata da amostra para se
fazer a analise de especiacdo. Portanto, cada tipo de calibracdo apresenta uma
certa vantagem e, por isso, pode ser empregada de acordo com o objetivo do
trabalho.

O LD obtido para Hg total em peixes €& satisfatorio para a faixa de
concentracdo normalmente encontrada. Além disso, o LD para H92+, que é
encontrado em menor quantidade nos peixes, € baixo, conforme mostram os
parametros de mérito. Os LDs obtidos para Hg** e MeHg sdo semelhantes ou
melhor que aqueles obtidos através de técnicas de aprisionamento em tubo de
grafite, e muito melhores que aqueles obtidos por CV AAS em batelada. Pode-se
melhorar ainda mais o LD na amostra fazendo mais de um ciclo de
aprisionamento, onde LDs na ordem de sub-ng g~ podem ser alcancados.

Através dos testes de interferéncia de uma das espécies na determinacao
da outra, ndo foi verificada interferéncia para massas de Hg, no frasco de
extracdo, de até 1 ug. Isto possibilita a determinacéo seletiva das espécies de Hg

em amostras onde a proporgao entre MeHg e Hg2+ esteja entre 300:1 ou 1:12.



6. SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

Em vista da relativa abrangéncia dos assuntos abordados neste trabalho e,
também, por sugestdes da banca de avaliacdo, serdo apresentadas algumas
sugestdes para continuidade e complementagdo deste trabalho. Algumas das
sugestdes recebidas foram feitas para finalizagdo do trabalho porém, outras,
devido a complexidade ou tempo elevado para realizagdo das mesmas, nao foram

feitas e estao descritas abaixo como proposta para outros trabalhos.

- Avaliagéo da eficiéncia de geragao, através da determinagdo do Hg contido
no residuo do frasco de geragao apds a adigao do redutor;

- Utilizar o tecido de peixe na forma de homogenato, o que evita as etapas de
liofiizacdo e cominui¢do e, com isso, torna o procedimento mais rapido e
acessivel;

- Fazer a determinagcédo do MeHg diretamente em meio apolar, para evitar a
etapa de extracdo com L-cisteina;

- Verificar a aplicabilidade do procedimento desenvolvido para outras
amostras, como sedimentos, onde a relagdo entre Hg>* que MeHg é mais
elevada;

- Verificar se o K,Cr,O7 atua como catalisador na redu¢cao do MeHg ou se ele
oxida o MeHg a Hg?* que, por sua vez, é reduzido & Hg";

- Avaliar a eficiéncia de aprisionamento para o MeHg, empregando uma
concentracdo do redutor na qual o MeHg seja reduzido ao seu respectivo
hidreto.
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