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RESUMO

Desenvolvimento e Avaliacao de Sistema em Fluxo para Especiacao de

Mercurio

Neste trabalho foi desenvolvido um sistema em fluxo para analise de
especiacdo de mercurio envolvendo a separagdo e pré-concentracao das
espécies de Hg. O sistema foi acoplado a um espectrémetro de absorgédo
atbmica. A especiacdo de Hg é conduzida a partir das determinacdes
seqlienciais de mercurio (ll) e mercurio total. Na primeira etapa sao gerados os
vapores de Hg° a partir de Hg(ll) e hidreto de metilmercirio (HMeHg) a partir do
MeHg. Nesta etapa é feita somente a medicdo de Hg’. Na segunda etapa
também sdo gerados Hg° e HMeHg, porém as duas espécies na fase vapor sdo
adsorvidas numa coluna de ouro. Apds é feita a dessor¢ao térmica das espécies
de Hg da coluna e a deteccdo do Hg° formado. Desta forma obtém-se a
concentracao total das espécies volateis de Hg presentes na amostra. Por
diferenca se obtém a concentragédo de MeHg. O sistema em fluxo € composto por
trés valvulas solendides, que tem a funcdo de controlar a introducdo das
solugcdes de amostra/padrao e de NaBH4, bem como direcionar as espécies
volateis de Hg formadas para a coluna de Au ou diretamente para a cela de
leitura do espectrémetro. A dessorcao térmica das espécies de Hg da coluna de
Au, formando Hg’, é feita através de aquecimento a uma temperatura em torno
de 500 °C através de uma lampada halégena. Solucdes de Hg(ll) e MeHg de 100
a 1000 ng L foram utilizadas para avaliar as variaveis que influenciam no
sistema proposto, como, vazdes de amostra e de argbnio e concentragdes dos
reagentes (HCI e NaBH,4). Nas condigbes estabelecidas para o sistema proposto
é possivel trabalhar em uma faixa de 100 até 5000 ng L' de Hg para
determinagéo de Hg(ll) e de 50 a 2000 ng L de Hg para determinacédo de Hg
total. Os limites de detecgdo calculados foram de 9,5 ng L™ para MeHg e 68 ng L°
! para Hg(ll). Com o sistema proposto é possivel efetuar 24 medicdes por hora. O
desvio padrao relativo é inferior a 2% na determinacdo de Hg(ll) para uma
solucdo de 500 ng L' e inferior a 2,5% para MeHg e 3% para Hg(ll) na
determinagdo do Hg total para solugées de 100 ng L. As recuperacdes dos
testes de adicao de 10 e 100 ng de Hg total em trés amostras de agua variaram
de 97 a 101%. O sistema FI-CVG AAS proposto para especiagdo de Hg é
caracterizado pela facil implementacdo, uso de apenas HCl e NaBH; como
reagentes, baixo consumo de reagentes (2,0 e 0,5 mL, respectivamente) e
amostras (2,0 mL para Hg(ll) e 6,8 mL para Hg total). Além disso, o sistema é de
custo relativamente baixo e adequado para a analise de especiacdo de mercurio
em amostras de aguas naturais.
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ABSTRACT

Development and Evaluation of a Flow Injection System for Mercury
Speciation

A flow injection (FI) system, which is coupled to an atomic absorption
spectrometer, is proposed for organic and inorganic mercury speciation. The FlI
system consists basically of three three way-solenoid valves, a gas/liquid
separator and a gold-gauze column. Hg® and volatile organic mercury species
(mainly methylmercury - MeHgH) are generated by reacting inorganic mercury (as
Hg(ll)) and organic mercury (mainly MeHg") species with sodium tetraborohydride
in HCI medium. The speciation analysis involves two separated steps. In the first,
only the volatile mercury obtained by inorganic mercury (Hg(ll)) reduction is
transported to the quartz cell of the spectrometer where it is measured. In the
second step, all volatile mercury species are conducted to a gold-gauze column
where they are trapped. Subsequently, the column is heated for mercury
releasing, which is then transported to the quartz cell. In this step the total
mercury concentration is measured. The concentrations of organic and inorganic
mercury are obtained by subtracting the signal measured in the first step from that
measured in the second one. The main parameters that influence the Fl system
performance and mercury speciation were evaluated. The best conditions found
were: NaBH4 0.050 % (m/v), HCI 1.0 mol L™, carrier gas (Ar) flow rate of 25 mL
min”', mercury releasing from the gold-gauze at 500 °C, sample and NaBH,
solutions flow rate of 10 mL min™ and 2 mL min™" respectively. The limits of
detection, calculated for 10 mL of sample solution processing, were 9.5 ng L™ of
MeHg and 68 ng L™ of Hg(ll). The relative standard deviation (RSD) was typically
2.5%, whereas the calibration curves of Hg(ll) and MeHg were linear in the range
of 100 to 5000 ng L™ and 50 to 2000 ng L™, respectively. The method was applied
for organic and inorganic mercury speciation in mineral and underground water.
With the proposed FI system it was possible to perform up to 24 measurements
per hour. Recovery of spiked organic and inorganic mercury ranged from 97 to
102%. It was concluded that the proposed F| system coupled to atomic absorption
spectrometer is very useful and feasible for speciation of very low organic and
inorganic mercury. Simplicity, low reagent and sample consumption and good
sample throughput are the main characteristics of the system.



1. INTRODUCAO

Mercurio € um elemento que possui um ciclo biogeoquimico complexo,
podendo ser encontrado em varias formas fisicas e quimicas, e em varios
ambientes. As principais formas de emissao de Hg originam-se da degaseificagao
natural da crosta terrestre e atividades vulcanicas, além das atividades
antropogénicas, sendo estas, as mais significativas e em grande parte provenientes
da utilizacao de combustiveis fosseis, incineragdo de residuos urbanos e industriais,
industrias de cloro-alcali e de equipamentos elétricos. O amplo emprego industrial do
Hg tem resultado em sérios problemas de contaminagcdo das aguas, solo e
sedimentos.

O mercurio e seus compostos tém como caracteristica a capacidade de se
acumular e persistir no ambiente e biota e sofrer biometilacdo em meios aquaticos,
ou seja, ser biotransformado da forma inorganica para a forma organica e, desta
maneira, entrar na cadeia alimentar dos organismos aquaticos, podendo sofrer um
processo de bioacumulagao. As diversas espécies de mercurio possuem toxicidade
elevada e podem causar danos neurolégicos aos seres humanos, dependendo da
forma quimica e outros fatores de exposicao.

Aspectos relacionados a toxicidade de compostos de Hg e também ao seu
ciclo biogeoquimico, envolvendo a distribuicdo, bioacumulacao, transformacao e
transporte no ambiente tem despertado a atencdo da comunidade cientifica nestas
tltimas décadas. O mercurio Il (Hg?*) e o metilmerctrio (CHsHg*) sdo as duas
espécies de Hg encontradas com mais freqiiéncia em diversos materiais (peixes,
sedimentos, agua etc.) e devido a suas elevadas toxicidades € necesséaria a sua
monitoracao.

Em vista disso, os estudos de especiagao se tornaram indispensaveis para a
determinacdo das respectivas espécies na qual o elemento se encontra embora o
conhecimento da concentracdo total de um elemento ainda seja muito Util.
Especiagédo € o termo que se refere a determinacao das diferentes formas quimicas
de um elemento, sendo que o somatério destas espécies deve constituir a
concentracdo total do elemento na amostra. Um dos grandes problemas no estudo
de identificacdo e quantificacdo das diferentes espécies de Hg é o tratamento da
amostra, que envolve as etapas de amostragem, pré-concentra¢do, separagao e, por
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fim, a determinacao usando detectores suficientemente seletivos e sensiveis, como,
a espectrometria de absorgao atémica por vapor frio (CV AAS).

Atualmente estdo disponiveis varios métodos de amostragem, pré-
concentracao e separacao das espécies de Hg. Porém, a remocao das espécies de
Hg da amostra por agdo de um agente redutor € a ferramenta mais utilizada. Isto se
deve pela reducao do Hg por NaBH4 na presenca de HCI, gerando Hg® a partir do
Hg** e CHsHgH a partir do CHsHg*. Ambas as espécies sdo volateis & temperatura
ambiente, porém somente o Hg® é detectado por absorcao atdmica. Portanto, para
detectar o CH3HgH, este deve ser transformado para Hg°, havendo diversas formas
para gerar Hg® a partir de CHsHgH.

Tendo-se em vista a necessidade da analise de especiagdo exigida por
orgdos ambientais, de controle de alimentos e os relacionados com a saude
humana, neste trabalho foi proposto um sistema para a determinacéao de Hg(ll) e Hg
total por espectrometria de absor¢édo atémica.

O sistema foi desenvolvido com o objetivo de permitir a medicdo sequencial
das espécies de Hg em agua, de forma simples, de baixo custo, baixo consumo de
reagente e amostra, que permitisse determinar baixas concentragdes dos analitos e
em menor tempo possivel.

Para isto sdo determinadas as concentracées de Hg(ll) e Hg total e por
diferenca se obtém a concentracdo de MeHg. As determinacdes seqlienciais sao
realizadas em trés etapas. Primeiramente, para a deteccao do Hg(ll) sdo gerados os
vapores de Hg® a partir de Hg(ll) e hidreto de metilmerctrio (HMeHg) a partir do
MeHg. Nesta etapa é feita a medicdo de Hg® somente, ndo necessitando de uma
etapa de separacao das espécies. Na segunda etapa € realizado um processo de
pré-concentracdo, onde todas as espécies de Hg na fase vapor sdo adsorvidas
numa coluna de ouro. Na terceira etapa € feita a dessorgéo térmica das espécies da
coluna de Au e a deteccao do Hg total na forma de Hg’.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisao bibliografica esta dividida em quatro partes. Na primeira parte sdo
descritas algumas caracteristicas gerais do mercdurio, além de sua relevancia
ambiental. A segunda parte trata sobre a analise de especiacdo de mercdurio,
abordando as etapas analiticas do preparo das amostras, bem como alguns
trabalhos sobre o preparo das amostras. A terceira parte trata sobre a
espectrometria de absorcdo atémica e da geracdo de vapor frio de mercdrio e
sua aplicacdo para a especiacdo de Hg. A Ultima parte aborda a analise por
injecdo em fluxo, com aspectos gerais e aplicagcées, e por fim, uma abordagem
sobre a amalgamacdo de mercurio em superficie de ouro como forma de pré-
concentracdo das espécies de mercurio e algumas aplicagées. Alem disso, a
abordagem das espécies de mercdurio € feita classificando-se a forma orgénica
como MeHg e a forma inorgénica de estado de oxidagéao (ll) como Hg(ll) mesmo
que outras espéecies encontrem-se presentes nas amostras mencionadas. A
concentracao total de mercurio é mencionada como Hg total e quando for feita

referéncia a massa de MeHg entende-se “massa de Hg na forma de MeHg’.
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2.1 Mercurio

2.1.1 Aspectos gerais

O mercurio é o Unico elemento metdlico que existe na forma liquida a
temperatura ambiente, tendo uma elevada pressdo de vapor (18 mg m™® de Hg a
24°C)." 2 Devido as suas propriedades particulares, 0 mercurio possui mais de 3000
aplicacoes industriais, que vao desde a fabricacdao de fungicidas até o uso como
catalisador.! Seus sais mais importantes s&o o cloreto de mercurio Il (HgCl,), cloreto
de mercurio | (Hg2Cl,), fulminato de mercurio Il Hg(CNO). e o sulfeto de mercurio |l
(HgS).2 O amplo emprego do mercurio e seus compostos na industria tem resultado
em sérios problemas de contaminacgéo das aguas, solo e sedimentos.’

2.1.2 As espécies de mercurio e sua toxicidade

As formas quimicas que o Hg pode assumir s&o divididas em inorgéanicas [sendo
os estados de oxidagdo mais comuns o Hg(0), Hg(l), Hg(ll)] e organicas como
metilmercurio, dimetilmercurio (DMeHg), etilmercurio (EtHg), entre outras.

O Hg(0) tem baixa solubilidade em agua e lipideos.* Devido a elevada
volatilidade, o Hg® é liberado a partir da crosta terrestre e por meio do vulcanismo.’

O Hg(l) (ion mercuroso) é oxidado facilmente a Hg(ll) quando entra no ciclo
biogeoquimico.

O Hg(Il) (ion mercurico) é encontrado na forma de diversos sais € € a espécie
inorganica de maior atividade biologica. Dependendo da forma, € sollvel em agua e
possui grande afinidade por materiais particulados.® Ha muitos compostos
organomercuricos, sendo os alquilmercuricos os mais relevantes sob aspectos
ambientais e toxicologicos. Neste sentido, a classe com maior importancia ambiental
€ a dos monometilmercuricos, sendo o hidréxido (CH3sHgOH) e o cloreto (CHsHQCI)

os mais abundantes.® O metilmerclrio perfaz quase a totalidade do mercurio
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organico presente no ambiente. O metilmercurio liga-se a varios compostos
bioldgicos, como proteinas, lipidios e acidos himicos e fulvicos.®

As diversas espécies de mercurio possuem toxicidade elevada e podem
causar danos aos seres humanos e outros organismos." No caso dos seres
humanos, o mercurio é neurotdxico e seu efeito depende da forma quimica, tempo
de exposicao e dose.*

Tanto o Hg’ quanto o Hg organico conseguem atravessar a barreira
sangliineo-cerebral, causando danos irreversiveis ao sistema nervoso central.'" O
trato digestivo € a principal via de entrada do MeHg no organismo, sendo absorvido
rapidamente e eliminado mais lentamente que as outras formas de mercurio. Nos
seres humanos o metilmercurio tem tempo de meia-vida relativamente longo, de 44
a 80 dias, e sua excregao ocorre via fezes, urina e leite materno. No ambiente o
tempo de meia-vida é de 6 a 8 anos.*’

O interesse maior em estudar estes compostos surgiu mais recentemente,
principalmente em decorréncia dos acidentes ocorridos a partir da década de 1950.
Entre os fatos mais conhecidos de intoxicacdo e morte estd o do Japao, onde
morreram cerca de 200 pessoas que consumiram peixes com altas concentracdes
de mercurio organico, proveniente do efluente da producao de acetaldeido, que foi
lancado ao mar. O incidente ficou conhecido como desastre de Minamata, em 1952.
Na década de 70, no lraque, Paquistdao, Gana e Guatemala, ocorreram varios casos
de contaminacdo de agricultores que utilizavam gréaos tratados com fungicidas a
base de metil e etilmercurio, na confec¢do de pao caseiro. S6 no Iraque morreram
em torno de 450 pessoas.8

Em decorréncia destes fatos e a necessidade de conhecimento mais detalhado
das caracteristicas dos compostos de Hg, foram criadas regulamentagbes com
respeito ao uso do mercurio e seus derivados na industria e outras aplicagdes, a fim
de diminuir o seu acumulo no meio ambiente. Assim, para peixes o limite estipulado
foi de 0,5 pug g ' de mercurio total. Vale salientar, que os compostos HgS e HgCl, sdo
insoluveis em meio aquoso, sendo excegdes a alta toxicidade em geral das espécies

de mercrio.
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2.1.4 O mercurio no ambiente

Dependendo da condicdo fisica, quimica ou bioldgica, os compostos de
mercurio no sistema aquatico podem ser interconvertidos e passar do sedimento
para a fase aquosa, ser acumulado pela biota aquatica, ser perdido para a atmosfera
ou ser transportado juntamente com material particulado para outros locais.* Na
atmosfera, 95% do merclrio est4 na forma de Hg’, sendo lentamente oxidado a
Hg(ll) por agdo do ozbénio e também HCIO, HSO3; e HO'. Grande parte do Hg na
atmosfera € encontrado no material particulado e nas goticulas de agua. Desta
forma, o Hg(ll) volta para a superficie da terra por precipitacdo pluviométrica ou
adsorvido nas particulas. Como a oxidagdo do Hg’ a Hg(ll) na atmosfera é muito
lenta, o seu tempo de permanéncia é muito longo, podendo assim se redistribuir no
planeta.?

Em aguas superficiais a concentracao natural de Hg € em média de 1 a 20 ng
L. O mercdrio dissolvido est4 distribuido em diversas formas quimicas: Hg®, Hg(ll) e
espécies organicas como MeHg, DMHg e EtHg. Os maiores niveis de concentracdo
de Hg® se encontram na interface agua-ar. De maneira geral, o Hg(ll) ndo esta
presente na forma Hg?* livre, mas, principalmente, nas formas de Hg(OH)*, Hg(OH)a,
Hg(OH)s, HgCl*, HgCIOH, HgCl, HgCls e HgCl*, dependendo do pH e da
concentracdo de cloreto. Além disso, o Hg também estda ligado ao enxofre
(principalmente ao S? e HS’), acidos himicos e outros compostos organicos
dissolvidos. A reducao do Hg(ll) pode ocorrer por processos bioldgicos, quimicos ou
por foto-reducdo. Em aguas poluidas, onde a concentragdo de Hg excede 50.10'2
mol L™ a redugdo microbiolégica via bactérias sulfato redutoras é o mecanismo
predominante.?

O ion Hg(ll) possui alta afinidade por sulfeto, sendo que esta propriedade
controla a quimica do Hg em aguas profundas e sedimentos, mesmo em baixas
concentragdes de sulfeto como 10° mol L. As espécies predominantes sdo o
HgS:Hz, HgS:H e HgS,* e o complexo organico CHzHgS". As formas sélidas de
sulfeto de mercurio Il (cinabar e metacinabar), possuem um produto de solubilidade
muito baixo, sendo encontradas na forma particulada no sedimento, ligados a
matéria organica e a 6xidos de ferro.? Os sedimentos de rios, lagos e mar, poluidos
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com mercurio, sao perigosos porque o mercurio adsorvido pode permanecer ativo
para a metilagdo por cerca de 100 anos, mesmo quando a fonte é eliminada.® As
bactérias sulfato-redutoras sdo as responsaveis pela metilacdo do mercurio em
aguas naturais, cujo mecanismo de metilacdo enzimaticamente é mediada pela
metilcobalamina. A metilcobalamina pode estar disponivel em quantidades
significativas no ambiente, porque é uma coenzima produzida pelas bactérias.?® A
metilcobalamina é um derivado da vitamina Biz € na reacao de metilagdo transfere o
grupo metila na forma de carbanion (CHs) a um atomo eletrofilico, no caso o Hg**

produzindo o0 MeHg e dimetilmercurio volatil, conforme as reagdes (1) e (2):°
CH;CoB;, + Hg** —» CH;Hg* + H,OCoB;," Reacéo (1)
CH;CoB;,; + CH;Hg" — (CHs3);Hg* + H,OCoB;," Reaciéo (2)

A formacao de metilmercurio em sedimentos foi primeiramente relatada por
Jensen e Jerneldv em 1969.'° O metilmercurio ndo se liga fortemente com a matéria
organica do sedimento como os ions de Hg(ll). Portanto, o metilmercurio pode ser
dessorvido das particulas do sedimento numa proporgcao relativamente elevada,
influenciando na bioacumulagdo nos organismos aquaticos. Isto significa que, em
geral, concentracbes muito baixas de metilmercirio sdo encontradas em
sedimentos, mesmo naqueles com altas concentracdes de Hg(ll).> O MeHg é mais
eficientemente absorvido por organismos e permanece mais tempo nas células, em
vista disso, a biomagnificagcdo na cadeia alimentar é quatro vezes maior para MeHg
do que para Hg(ll), que é mais facilmente excretado.? O tempo de meia-vida do
MeHg em peixes varia de acordo com a espécie, podendo se estender de 1 a 3

anos.®

2.2 Analise de especiacao de mercurio

A definicdo do termo “especiacao” recomendado pela IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry) vem a ser a distribuicdo da quantidade de um

elemento quimico ou de uma espécie do elemento definida em um sistema. A
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analise de especiacdo € a atividade analitica de identificacdo e medicao da
quantidade de um elemento quimico ou de uma espécie definida em um sistema."’

A especiacao de mercurio € ambientalmente importante, principalmente para
se entender o ciclo biogeoquimico e identificar locais onde transformacdes de
espécies de merclrio ocorrem.” A maioria dos estudos de especiacdo s&do
relacionados ao Hg(ll) e ao MeHg."

Os grandes problemas no estudo de identificagcdo e quantificacdo das
diferentes espécies de Hg sao o tratamento e a preservacdo da amostra, visto a
dificuldade de manter a identidade das espécies contidas originalmente na amostra.
Isto se deve a instabilidade das espécies frente a determinados tratamentos
normalmente usados na andlise quimica, tais como o acondicionamento,
solubilizacdo da amostra, procedimentos de extracdo, separacdo dos analitos. A
etapa de extracao é muito critica, pois nem todas as espécies contidas na amostra
sdo facilmente liberadas da matriz da amostra. Além disso, pode ocorrer a
interconversao de espécies de Hg, como a formagao de espécies organicas a partir
do Hg(ll) ou a quebra da ligagdo C-Hg, liberando Hg(ll)."*'* O método apropriado
depende da natureza da amostra e das concentracdes das espécies. As amostras
mais dificeis para andlise de especiacao sao geralmente os tecidos animais, solos e
sedimentos.’

Com o objetivo de alcancar uma satisfatoria determinacao das espécies de
mercurio, quatro diferentes etapas podem ser consideradas individualmente:'*

a) extracdo das espécies de mercurio da amostra, assegurando a integridade
das mesmas, tal como elas se encontram na amostra;

b) pré-concentragdo das espécies de mercurio obtidas mediante o processo
de extragdo de forma a alcangcar uma concentracdo detectavel pela técnica
escolhida para a determinagéo do Hg;

C) separagdo das espécies de mercurio sem alterar suas concentragdes
relativas originais; e,

d) deteccgao individual das espécies separadas.
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2.2.1 Pré-tratamento e armazenamento de amostras para analise de especiacao
de Hg

De maneira geral, amostras ambientais, apdés a coleta, devem ser
homogeneizadas e preservadas até a andlise de forma a prevenir a degradagéo ou
interconversao das espécies. Compostos organomercuriais podem ser degradados
por acdo de microorganismos, oxidacdo quimica (por exemplo, presenca de
oxigénio, acidos oxidantes usados na preservacao da amostra, entre outros) e
radiacdo ultravioleta (UV)." A descontaminacdo do material usado para amostragem
€ de grande importancia nesta etapa, minimizando problemas de contaminagéo e
mesmo degradacdo das espécies do elemento. Em relacdo ao armazenamento, é
recomendado que as amostras destinadas a especiagdo de Hg devam ser mantidas
ao abrigo da luz e, preferencialmente armazenadas em ambientes com baixas
temperaturas (< 4 °C)."

A conservagao de amostras de agua em meio acido estabilizam as espécies
e evitam a adsorcdo de cations (como o Hg?*) nas paredes dos frascos. Agentes
oxidantes e complexantes contribuem para estabilizar o Hg(ll). Acidos minerais ndo
oxidantes sdo 0s reagentes mais usados para preservar as espécies de Hg em
amostras de agua, mas outros procedimentos tém sido propostos, entre eles o uso
de &cidos himicos'®, adicdo de Au(lll) em acido nitrico diluido.’”” Além disso, a
estabilidade do MeHg na agua, depende dos concomitantes presentes na agua, dos
niveis de concentracao do MeHg, do tipo de material do frasco de armazenagem e
da temperatura de armazenagem.'* Os materiais para armazenamento de agua para
a determinagdo de Hg sdo o politetrafluoretiieno (PTFE ou Teflon®), o
tetrafluoretileno/hexafluorpropileno (FEP) e o vidro Pyrex®.'®18

Litman e colaboradores'® estudaram a adsorgdo de Hg nos materiais usados
para estocagem e reportaram altas taxas de adsor¢cao de mercurio em vidro, PTFE,
e, especialmente, em polietileno, em concentragdes abaixo de 1,0 ug L' de Hg,
atribuidas a reducao do elemento.

Parker e Bloom? avaliaram a eficiéncia de técnicas de preservacdo e
armazenamento de solucbes com baixas concentracbes Hg e verificaram que em

amostras acidificadas e armazenadas em frascos de Teflon® o Hg total permanece
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estavel por 300 dias. Estabilidades semelhantes ocorrem com a armazenagem da
amostra em frascos de vidro. Em alguns casos, o Hg total é adsorvido nas paredes
dos frascos, mas com a adicdo de cloreto de bromo até 24 h antes da andlise ha a
recuperacdo quantitativa. Observaram também que o Hg® da atmosfera pode difundir
através das paredes de frascos de polietileno, aumentando a concentragdo deste
elemento na solucdo. Difusdo do Hg da solugcdo para a atmosfera também foi
observada. Este processo ocorre mais facilmente quando polietiieno de baixa
densidade € usado para armazenar a amostra. Em muitos casos, a acidificacao de
solugdes diminui a concentracdo de Hg(ll) na solugdo em conseqiéncia da
coagulagao da matéria organica.

2.2.2 Extracao de Hg

Extracdo é o processo de separacao do analito da matriz da amostra,
geralmente interferente.’ De maneira geral, os reagentes usados para extracdo de
espécies de Hg em amostras provenientes da biota e sedimentos devem romper a
ligagdo das espécies de Hg com argilas, substancias huamicas, sulfetos, porém a
ligacdo C—Hg deve ficar inalterada.'® Segundo Falter e colaboradores®' as principais
fontes de erros na determinagcao de MeHg ocorrem nos processos de extracédo e
derivatizacdo aplicados em amostras com alta concentracao de matéria orgéanica e
Hg(ll), decomposi¢do alcalina com aquecimento, extracao por fluido supercritico,
presenca de altos niveis de &cidos carboxilicos e Fe(ll) na amostra.™

O procedimento de extracdo mais comum para determinar organomercuriais
em amostras ambientais é a extracdo acida, seguida de extragcdo com solvente
organico, extracdo alcalina e destilacdo. West66?* propds o uso de tratamento acido
combinado com extracao por solvente, para a extracdo de MeHg em tecido de peixe.
O procedimento envolveu a lixiviagdo dos compostos de Hg da amostra, com HCI
concentrado, seguido de extragdo com benzeno. ApOs as espécies foram re-
extraidas para uma solugéo aquosa com o auxilio de NH,OH e Na SO,

Ap6s o procedimento proposto por Westdd, algumas modificagbes foram
propostas para a extracdo seletiva de MeHg. Acidos minerais como HCI, H2SO,
contendo NaCl, KBr ou acido iodo acético sdo os mais recomendados para extrair as
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espécies de Hg da amostra. Posteriormente, sucessivas extracbes com solventes
organicos como benzeno, tolueno, cloroférmio e diclorometano sao feitas para
separar as espécies organicas das inorganicas. A Ultima etapa envolve a extracao
do MeHg do solvente organico para a fase aquosa utilizando solugdes de cisteina ou
tiossulfato de s6dio.?®> Também, a adicdo de HgCl, ou CuCl, em solugdes acidas tem
sido recomendada para a liberagdo do MeHg de grupamentos HS- de amostras
sélidas, sendo que os melhores resultados s&o obtidos com o Cu.'>? A aplicagéo da
irradiacao por microondas (MW) ou ultra-som (US) combinados com acidos minerais
aumenta a eficiéncia da extracdo das espécies de Hg de amostras sélidas e diminui
o tempo da extragdo.?*?>%

Tratamentos com hidréxido de tetrametilaménio (TMAH), KOH e metanol, ou
NaOH e cisteina tem sido propostos para a extracdo de MeHg em amostras de biota
e sedimentos, sem alterar as ligagdes C—Hg. Em alguns casos a extracao alcalina
pode ser mais suscetivel a erros que a acida devido a dificuldade de se encontrar
reagentes alcalinos de alta pureza.'®?’

Horvat e colaboradores® propuseram procedimento baseado na destilagdo na
presenca de solugdo de H,SO4 8 mol L™ e Kl a 145 °C em atmosfera de nitrogénio
para a extracdo e separacao das espécies de Hg da matriz da amostra. Recentes
investigacoes tém mostrado que a destilacdo gera MeHg, quando da presenca de
matéria organica natural em agua e sedimentos.’ A formacdo de MeHg artificial na
destilagdo ocorre em uma faixa da ordem de 0,005 a 0,1% do Hg total.?®

Bendicho e Rio-Segade® determinaram Hg total em amostras biolégicas
sOlidas e sedimento empregando sistema FI-CV AAS na forma de suspensodes
tratadas com US. As suspensdes foram preparadas em 15% (m/v) de HNO3; e 15%
(m/v) de HCI, contendo Triton X-100 (0,02% (v/v)) como agente dispersante. Este
procedimento de preparo de amostra possibilitou recuperagdes de 100% do analito
em algumas amostras. O limite de deteccdo (LD) obtido foi de 3 ng g' de Hg em
tecido biologico, melhor que o LD obtido utilizando digestdo assistida por
microondas, o qual foi de 13 ng g™.

Collasiol e colaboradores®' desenvolveram um método para extragdo de Hg
em sedimento e solo usando US e determinacdo empregando sistema de analise por
injecao em fluxo (FIA) acoplado ao CV AAS. A extracao foi realizada com HNO3; 30%
(v/v) e sonicagao entre 90 e 120 s para sedimentos marinhos. Em solos e

sedimentos fluviais adicionaram KCI 0,15% (m/v), que aumenta em 20% a eficiéncia
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de extragdo. Obtiveram um LD de 40 ng g'. A validacdo do método foi feita com
quatro materiais de referéncia certificados (CRM), sendo os resultados foram

concordantes.

2.2.3 Pré-concentracao e derivatizacao de Hg

Os baixos niveis de concentracdo de espécies de Hg em amostras
ambientais, como a concentragdo de MeHg em sedimento, requerem uma etapa de
pré-concentracdo. Extracao liquido-liquido, apds tratamento da amostra com acidos

32 uso de microcolunas com

tem sido proposta.?? Extracdo em fase sélida (SPE),
ditiocarbamato'® e 2-mercaptobenzotiazol*® imobilizado em suportes sélidos podem
ser empregados para a separagao e pré-concentracdo do MeHg.

Enquanto o uso de NaBH4 € mais comum para geragao de vapor frio e de

4

hidretos,** a etilagdo é realizada com tetraetilborato de sédio (NaB(CzHs)s) para

formar dietiimerctrio e metiletiimercurio, 3¢

cujos compostos possuem diferentes
volatilidades, sendo, desta forma, passiveis de serem separados por cromatografia

a gas (GC)."®

2.2.4 Separacao e deteccao de Hg

Os métodos de separagdo de espécies de Hg sao divididos em
cromatograficos e nao-cromatograficos. Diversos trabalhos envolvendo a separagéao
de espécies de Hg sao baseados em separacdes nao-cromatograficas, geralmente
empregando sistemas em fluxo (FI) com detecgcao por espectrometria de absorgao
atdbmica por vapor frio (CV AAS). Agentes redutores como o SnCly;, que reduz
apenas o Hg inorganico a Hg®, sdo uma forma de separar o Hg(ll) do MeHg. Foto-
oxidacdo do MeHg a Hg(ll) e posterior determinacdo do Hg total também é
proposta.®” %

Admitindo que as técnicas nao-cromatograficas simples possam ser usadas

para a analise de especiacdo de Hg e outros elementos, € indiscutivel que a
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ferramenta mais adequada para a especiacdo consiste de separacdo empregando,
por exemplo, a cromatografia a gas acoplada a um detector sensivel." No primeiro
trabalho de especiagcdo de Hg por GC foi utilizado um detector por Captura de
Elétrons (ECD). Trabalhos também foram desenvolvidos utilizando a cromatografia a
liquido de alta eficiéncia (HPLC) para a especiagdo de Hg e outros elementos em
amostras ambientais."'*°® Na especiacdo de Hg pela técnica de GC, uma grande
variedade de detectores tem sido usada, tais como ECD, CV AAS, espectrometria de
fluorescéncia atbmica com geracdo de vapor frio (CV AFS), espectrometria de
emissao oOtica com plasma induzido por microondas (MIP-OES), espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e espectrometria de emissao
atdbmica com descarga luminosa (GD-AES). Acoplamentos com HPLC incluem
técnicas como ICP-MS, CV AAS, CV AFS, ICP-OES, MIP-OES. Todos esses
métodos atingem baixos LDs e sdo utilizados para a andlise de varios tipos de
amostras ambientais.'* >4’

Recentemente o uso da técnica de ICP-MS tem aumentado bastante na
andlise de especiacao de Hg. Esta técnica, além da elevada sensibilidade, permite a
deteccao de isétopos. A diferenciacao isotépica é importante para monitorar
simultaneamente a formacao de MeHg artificial e a demetilacédo artificial de MeHg,
através do uso de tracadores isotdpicos (isétopos enriquecidos).*’,*®* Quando
combinado com GC, a técnica de ICP-MS se aproxima do detector ideal,
principalmente devido a sua seletividade e sensibilidade. Entretanto, devido a
disponibilidade, custo, sensibilidade e seletividade, a CV AAS ¢ ainda a técnica de

uso mais freqiiente.'® '

2.3 Espectrometria de absor¢cao atomica com geracao de vapor frio

O conceito fundamental da espectrometria de absorgdo atdémica (AAS) foi
proposto por Walsh, em 1955. A técnica entdo proposta consistia da exposicdo do
analito na forma de vapor atémico, a uma radiagcao especifica do préprio elemento, a
qual promove um elétron do estado fundamental para um estado excitado. Para isto,
Walsh usou uma lampada de catodo oco como fonte de excitagdo especifica do

elemento e uma chama de combustdo de mistura ar/acetileno para levar o elemento
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ao estado atdémico na forma de vapor.** Entretanto, em 1939, antes da descoberta
da espectrometria de absorcdo atémica por Walsh, Woodson* desenvolveu e
empregou um aparato para a determinacdo de mercurio no ar. Este aparato foi
adaptado posteriormente por outros pesquisadores.*®

A técnica mais utilizada para a determinagéo de mercurio foi desenvolvida e
implementada por Poluektov e Vitkun.*’ Durante suas investigacbes para a
determinacdo de mercurio por FAAS (espectrometria de absorcdo atdémica com
chama), os autores perceberam um aumento de uma a duas ordens de magnitude
no sinal de absorvancia, quando SnCl, era adicionado a amostra aspirada pelo
nebulizador pneumatico do instrumento. A partir destas observagdes eles verificaram
que era possivel dispensar o0 uso do nebulizador pneumatico e a propria chama, pois
o Hg era transformado em mercurio atdmico na forma de vapor somente pela adigao
de cloreto de estanho a amostra em solugdo. Para tal, no momento da adicdo do
SnCl, a solugédo, passaram ar através da mesma com o objetivo de conduzir o
analito até uma cela de quartzo de 30 cm de comprimento, alinhada com o feixe de
radiacdo especifico do espectrdmetro de absorcéo atdmica. Poluektov e Vitkun*’ ndo
foram os primeiros a descrever a redugado de sais de mercurio a mercurio elementar
no estado gasoso com SnCl,, mas foram os primeiros a usar esta reacao combinada
com a espectrometria de absorcdo atémica. Varios autores reportaram o uso desta
técnica, ocasionalmente, com pequenas modificacdes, para a determinacdo de

mercurio nas mais diferentes amostras.*®

2.3.1 Reducao e liberacao de Hg

Nos primeiros anos de desenvolvimento da técnica de geracao de vapor frio,
o agente redutor mais utilizado foi o SnCl.. Na reducdao do Hg com SnCl, é
imprescindivel que seja feita a purga da solugdo com um gés inerte, como argbnio
ou nitrogénio, para o transporte do vapor de Hg até a cela de leitura do
espectrometro. A redugédo do Hg com SnCl, ocorre segundo a reagéo (3):

Sn*( + Hg**y — Sn*( + Hg’q Reaciéo (3)
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Posteriormente, o borohidreto de sédio (NaBH4) comecou a ser usado para
esta finalidade. O NaBH,4 € um redutor mais forte e libera uma grande quantidade de
hidrogénio na reagdo em meio &cido. Assim, além de reduzir o Hg para Hg®, forma
uma grande quantidade de hidrogénio, a qual auxilia no transporte do elemento da
solugdo para a cela de absorcdo do espectrOmetro de absorgdo atdbmica. Ao
contrario do SnCl,, que requer que seja usado um fluxo de gas, como foi comentado
anteriormente. Mesmo assim, € necessario o uso de um gas inerte para auxiliar no
transporte do vapor de Hg. A reducdo do Hg com NaBH,; ocorre em meio acido,

conforme a reagéo (4):
BHy (ag) + H'(aq) + 3H20(ay—> H3BOg(aq) + 8H"(ag) + HO™ i) > HQ’ + 4Hzq) Reagéio (4)

As solucdes de NaBH4, normalmente, devem ser preparadas diariamente, em
solucao levemente alcalina [geralmente em hidréxido de sédio (NaOH) 0,05 a 1,0%
(m/v)] para estabilizacdo do reagente. Devido a produgdo de quantidades
relativamente grandes de Hz no processo de reducédo, os procedimentos de redugao
com NaBH,4, usados em geracao de vapor frio de mercurio, sdo geralmente restritos
a sistemas abertos (FI e batelada). *é Antes da reacéo de geracgdo de vapor de Hg é
necessaria a conversao de todas as espécies de Hg presentes na amostra para a
forma inorganica, para que haja efetiva reducéo de todo o Hg?* a Hg’. A conversao
dos compostos de Hg e a decomposicdo da matriz da amostra (principalmente
quando se trata de amostras soélidas) sdo feitas normalmente através do uso de
oxidantes fortes, como o &cido nitrico (HNO3), acido perclérico (HCIO4), cloreto de
bromo (BrCl), permanganato de potassio (KMnQ,), persulfato de potassio (K2S20s),
oz6nio (Ogz), combinados com aquecimento convencional ou por radiacdo
microondas, radiagdo ultravioleta, US ou combinacdes destes. ™

A reacdo de uma espécie organica de Hg, como o MeHg, com NaBH,, em
determinadas condi¢des, ndo leva a formagao de Hg® e sim, a formagédo do hidreto
volatil de metilmercurio (MeHgH). Assim, a geracdo do vapor quimico de MeHg

ocorre de acordo com a reacéo (5):

MeHg(aq) + BH4_(aq) + 3H20(aq) - MeHgH(g) + 3H2(g) + H3B03(aq) Reagéo (5)
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Com o dimetilmercario (DMeHg) e dietilmercurio (DEtHg) ndo ha a formacao
de compostos volateis. Da mesma forma, quando é usado o SnCl, como agente
redutor, ndo ocorre a geragao do MeHgH. Ou seja, ha somente a reducao do Hg(ll) a
HgP.*® Com base nestas caracteristicas das reacdes de redugdo do Hg, Magos,* em
1971, foi o primeiro a propor a reducao seletiva de espécies de Hg, diferenciando o
Hg(ll) das outras espécies de Hg através da reducdo com SnCl,. O Hg total foi
determinado por redugdo com SnCl; na presenca de cadmio. Em 2000, Capelo e
colaboradores®® verificaram que, em determinadas condicdes de reagdo, o NaBH,
pode reduzir também algumas espécies de Hg a Hg’, como o MeHg. Entretanto, a
sensibilidade obtida para MeHg era cerca de 20% menor em comparagdo com
aquela alcangada para Hg (Il).

2.3.2 Interferéncias na geracao de vapor frio de Hg

As maiores fontes de erro na determinagdo de mercurio sdo tipicamente
provenientes do tratamento da amostra. Pode-se salientar que estes erros podem
advir da contaminacao do ambiente do laboratério com mercurio ou devido a perdas
do analito, devido a sua elevada volatilidade. Também podem ocorrer erros em
funcédo de decomposicdes incompletas. Entretanto, em decorréncia da separacao da
matriz durante a geragao do vapor de Hg, as interferéncias desta sobre o Hg séo
consideravelmente reduzidas. Portanto, devido ao pequeno numero de constituintes
na fase gasosa no atomizador, interferéncias espectrais sao virtualmente excluidas
na etapa da geracao do vapor de Hg. Interferéncias espectrais e quimicas nao sao
muito comuns na determinacao de Hg, diferentemente do que ocorre com a técnica
de geragdo de hidretos volateis, como os de arsénio, selénio, antiménio, entre
outros.

As interferéncias quimicas, apesar de pouco pronunciadas, sdo praticamente
todas relacionadas com a reacdo de redugdo propriamente dita. Alguns metais
presentes concomitantemente na solugdo podem ser reduzidos ao estado metalico,
formando pequenas particulas, que podem reter mercurio. Neste sentido, o SnCl,
por ndo ser um agente redutor forte, geralmente ndo reduz outros metais presentes

na solucdo amostra. Porém, o NaBH4, sendo um agente redutor mais forte, pode
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reduzir outros elementos como o cobre, niquel, ouro, prata, paladio e platina. Estes,
depois de reduzidos, podem formar particulas que poderao reter o mercurio na forma
de amalgama. Conseqlientemente, pode ocorrer supressao da intensidade do sinal

de absorbancia do Hg.*

Todavia, foi demonstrado que com o aumento da
concentracdo de 4cido na solugéo as interferéncias causadas por estes metais séo
minimizadas.®® Também foi demonstrado que quando sdo utilizados sistemas de
andlise por injecdo em fluxo para a geracao de vapor frio, as interferéncias devido a
presenga de metais s&o0 menos pronunciadas, possivelmente relacionados a efeitos
cinéticos na reacéo de reducgéo. Possivelmente a reagdo de reducao dos elementos
interferentes é mais lenta do que a do Hg, sendo, desta forma, o vapor de mercurio
liberado da solugcdo antes que significativas quantidades dos interferentes sejam
formadas e retenham o mercurio.

Procedimentos que utilizam HNO3 para o preparo de amostras e NaBH4 como
agente redutor para a geracdo de vapor de Hg, podem causar baixa
reprodutibilidade dos resultados. Isto, provavelmente, seja devido a inibicado da

reducdo do mercdrio por 6xidos nitrosos volateis.>*>?

2.4 Analise por injecao em fluxo

O constante aumento da demanda de controle analitico em analises clinicas,
agricolas, farmacéuticas, industriais etc. levou, no final dos anos 70, ao
desenvolvimento de um grande numero de diferentes instrumentos para analises
automatizadas. Desenvolvimentos neste campo foram também estimulados pelas
vantagens adicionais obtidas com a automacao, tais como melhor precisdo, custo
individual de analise e redugédo do tempo de andlise. Desta maneira, em 1975 foi
desenvolvido por Ruzicka e Hansen®* o primeiro sistema Fl.

A técnica de injecdo em fluxo estd baseada na injecdo de um volume definido
de solucdo da amostra em um fluxo continuo de uma solucdo carregadora. A
amostra injetada forma uma zona discreta, que sofre varios processos fisicos e
quimicos (dispersédo, reagdo quimica etc.) até alcancar o detector. O detector
registra continuamente as alteragdes de absorvancia, potencial ou outro parametro

fisico usado para a detecgdo. Os componentes basicos de um sistema para FI
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convencional compreendem uma unidade propulsora, um injetor de amostra, um
reator e um detector.”® Podem ser utilizadas como unidades propulsoras um géas
pressurizado, uma bomba peristaltica ou uma seringa. A bomba peristaltica é a mais
utilizada. Esta deve produzir uma vazao o mais livre possivel de pulsacao e ter boa
estabilidade no tempo.

O injetor pode ser um comutador manual ou entao injetores do tipo valvula
rotatério ou solendide, que podem ser encontradas sob diversas configuragdes. Os
dispositivos eletrénicos geralmente sao mais reprodutiveis que os manuais.

Os sistemas FlI também sdo bastante versateis em relacdo ao seu
acoplamento a detectores. A principio qualquer detector que permita que a fluxo de
uma solu¢do ou gas passe por ele pode ser combinado com sistemas FI. Assim,
tornou-se o acoplamento com a CV AAS, onde a saida do sistema em fluxo (ou seja,
do separador gas/liquido) é conectada & entrada da cela de atomizagéo.®

Os sistemas Fl sdo caracterizados pelo menor consumo de reagentes e
amostra, uso de reagentes mais diluidos, consequientemente menor geracao de
residuos, em relagdo aos sistemas em batelada. Nestes sistemas as reagdes
quimicas e outros processos ocorrem isoladas do meio externo. Essa caracteristica
€ de suma importancia quando o processo analitico é baseado na geracao de uma
espécie gasosa, pois evita perdas do analito para o ambiente e minimiza também
problemas de contaminagao. > °’

Em virtude de algumas vantagens dos sistemas Fl frente aos sistemas em
batelada, estes vem sendo amplamente utilizados para a determinacdo de Hg e
outros elementos. Diversas configuracdes de sistemas F| foram propostas para
acoplamento com a CV AAS, com reatores e separadores gas-liquido de diferentes
modelos, possibilitando também a decomposi¢cdo de amostras, separacao e pré-
concentracdo de espécies de Hg, melhorando o LD e minimizando problemas de
interferéncias. Recentemente, estes sistemas tém sido avaliados, com bom
desempenho, em procedimentos de analise de especiacdo de Hg. Como a reacao
de redug@o do mercurio ocorre em um sistema onde a vazdo das solu¢des e as
dimensoes fisicas ndo se alteram com o tempo, boa precisao e reprodutibilidade das

medidas podem ser obtidas. '’

Mirabé e colaboradores® desenvolveram um sistema em fluxo para a

determinagcdo de mercurio total por CV AAS apo6s tratamento da amostra com
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mistura de HNO3; e H,SO4, com aquecimento por radiacdo microondas, para a
decomposicao das espécies organicas de Hg. O método proposto foi aplicado a
diferentes materiais de referéncia certificados, como peixes e sedimentos marinhos,
onde obtiveram resultados concordantes e o LD foi da ordem de 170 ng g e podem
ser efetuadas 30 medigées h™.

Gallignani e colaboradores® desenvolveram um sistema em fluxo para a
determinacao de Hg total e Hg(ll) com oxidacao em linha e detecc¢ao por CV AAS. O
sistema utiliza valvulas solendides e forno de microondas focalizado. Para a
oxidagao utiliza K2S20g 4% (m/v) e SnCl, 20% (m/v) como redutor. O consumo de
amostra é de apenas 0,8 mL e o LD alcangado é de 100 ng L.

Rio-Segade e Bendicho® desenvolveram um sistema para oxidagédo em linha
das espécies organicas de Hg e determinagédo por FI-CV AAS. Para a oxidacao
utilizaram H>SO4 e K2S405 e aquecimento a 85 °C, onde a amostra permanecia por
15 min. Com este tratamento ocorria a degradacédo das espécies organicas de Hg,
obtendo assim o sinal do Hg total. A determinagdo do inorganico na amostra era
feita sem a etapa de oxidacao. Efluentes, urina e agua do mar foram analisadas com
recuperacoes quantitativas das espécies organica e inorganica de Hg. Os LDs
obtidos neste sistema foram de 470 ng L™ para Hg inorganico e 450 ng L™ para Hg
total.

Gomes Neto e colaboradores®’ determinaram mercurio total em materiais
agro-industriais por CV AAS utilizando um sistema FI para pré-concentragao de Hg.
O Hg foi retido numa coluna contendo resina catiénica Chelite-S®. A eluicdo do
analito foi feita diretamente da resina com SnCl, na presenca de HCI 6 mol L.
Neste processo o Hg retido na resina é reduzido diretamente a vapor de Hg. Com o
sistema proposto foi possivel fazer 25 medicées h™', e o LD, quando 10 mL de
amostra eram usadas, foi de 0,08 pg L.

Rio-Segade e Tyson® determinaram Hg(ll) e Hg total em amostras biolégicas
e sedimento utilizando sistema FI-CV AAS. A forma empregada para diferenciar
Hg(ll) de MeHg foi de utilizar concentragdes diferentes de agente redutor, no caso
NaBH4. Para Hg total foi utilizado NaBH4 0,75% (m/v) e para determinar somente
Hg(ll) foi utilizado NaBH4 0,0001% (m/v). Segundo os autores, baixas concentragdes
de NaBH, néo sao eficientes para reduzir o MeHg a Hg®, porém o Hg(ll) é reduzido.
Desta maneira, foi possivel determinar o Hg(ll) usando baixa concentracdo do

redutor, enquanto que com altas concentracbes ambas as espécies sao reduzidas.



Revisdo Bibliografica 20

Por diferenca foi calculada a concentragcdo do MeHg. A extracao das espécies de Hg
da amostra foi feita com HCI 6 mol L' ou TMAH com aquecimento por radiagao
microondas. Os LDs obtidos para Hg(ll) e MeHg foram de 24000 ng L™ e 4000 ng L’
! respectivamente.

Dressler e colaboradores® desenvolveram um método para a determinagédo
seletiva de espécies de Hg por CVG AAS. Primeiro, as duas espécies volateis Hg® e
HMeHg sdo geradas mas s6 é feita a deteccdo de Hg®. Em outra etapa, com a cela
aquecida a aproximadamente 700°C, ocorre a degradagcdo do HMeHg e ambas
espécies sao detectadas, como Hg’.

Flores e colaboradores® desenvolveram um método para especiagdo de Hg
em chorume, envolvendo separag¢ao das espécies em coluna de troca ibnica e pré-
concentracdo em coluna de Au. Para tal, foi utilizado um sistema FI-CVG AAS que
permite a deteccao individual das espécies. O sistema desenvolvido possibilita LD
de 12 ng L para Hg(ll) e 9 ng L' para MeHg, com um consumo de apenas 10 mL
de amostra.

Ferrua e colaboradores® desenvolveram um sistema em fluxo para
determinacdo de Hg total com pré-concentracdo em coluna de carvao ativado e
deteccao por CV AAS. O sistema é composto por valvulas de injecao e trés bombas
peristalticas e, como agente redutor, € utilizado o NaBH4 a 2% (m/v) e HNO3; 50%
(v/v) como eluente. O consumo de amostra € de 25 mL por medigdo. Com este

sistema foi possivel obter um LD de 10 ng L™.

2.5 Amalgamacao de mercurio

Desde a década de 1970, varios trabalhos vém sendo desenvolvidos
utilizando a amalgamacgao de Hg com outro metal, seguida de determinacao por CV
AAS. A amalgamacao é feita pela passagem das espécies volateis de Hg geradas
na reacao de reducgdo, através de um “aprisionador”, geralmente na superficie de
uma coluna de ouro, na forma de gaze ou esferas de silica recobertas com Au. Apds
a retencao do Hg na superficie de Au, o Hg € liberado por aquecimento entre 500 e
700 °C. Neste processo é formado Hg em seu estado fundamental e gasoso. Um

gas conduz o Hg até a cela de leitura. Esta técnica minimiza interferéncias cinéticas
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devido as diferencas na taxa de geracdo do Hg’ durante a reducdo, bem como
permite o enriquecimento do analito.*®

Entretanto, alguns hidretos podem “envenenar” por passivacao a superficie do
aprisionador, levando a uma diminuicao da sensibilidade, por diminuir a eficiéncia do
aprisionamento ou de volatilizagcdo, ou por ambos os fatores. A presengca de
umidade também pode causar problemas, principalmente no processo de
aprisionamento do vapor de Hg.?®®’

Diversos sistemas foram desenvolvidos para fazer o processo de
amalgamacao de Hg para posterior determinagao por uma técnica adequada. Assim,
Bruhn e colaboradores® utilizaram um sistema de amalgamacao e determinagdo por
CV AAS adaptado de Welz et al.®” Este sistema consistia de uma coluna de Au-Pt
(na forma de gase) para a retencdo de mercurio. A temperatura na dessor¢ao era de
700°C. Determinaram a concentracao total de Hg em amostras de cabelo apos
digestdo em HNO;. O LD absoluto obtido foi de 0,13 ng. O método foi validado com
materiais de referéncia certificados e os resultados obtidos foram concordantes.

Magalhaes e colaboradores® determinaram Hg em sedimento por CV AAS. A
amostra sélida era colocada num frasco de quartzo, o qual era aquecido a 1100 °C
por radiagao infravermelha. Pelo aquecimento da amostra, o mercurio era liberado
na forma de vapor. Um géas carreava o Hg e outras espécies volateis através de
colunas de alumina-silica-CuO e de gaze de ouro, colocadas em série. Exceto o Hg,
a maioria das espécies volateis era retida nesta coluna de alumina-silica-CuO. O Hg
retido na coluna de Au era posteriormente liberado da coluna através de
aquecimento a 800 °C e carreado até a cela de leitura. Com este sistema, foi
possivel obter um LD absoluto de 0,26 ng para 4 mg de amostra. Hall e Pelchat™
desenvolveram um sistema semelhante ao de Magalhdes para a determinagéo de
Hg mediante pirdlise da amostra solida. Este método proporciona ciclos de medida
que duram cerca de cinco minutos. Limites de deteccdo da ordem de 100 ng L™
foram obtidos. A metodologia também foi utilizada por Costley e colaboradores’
para a determinacdo de Hg em solo, sedimento e tecidos bioldgicos, obtendo LD
semelhante.

Wurl e colaboradores’® determinaram mercrio total em 4gua do mar por CV
AAS, ap6s amalgamacdo do Hg em coluna de ouro. Neste trabalho, o objetivo

principal era a pré-concentracao do elemento, sendo alcangando um LD de 0,1 ng L
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' e uma freqiiéncia analitica de 10 medicdes h™'. As amostras foram decompostas

com uma solugao de K>Cr.0O7 a 0,5% (m/v) em HCl a 8% (v/v).

Krishna e colaboradores’ investigaram o uso de polianilina para especiagio e
pré-concentracdo de Hg?* e MeHg em agua. A retencdo das espécies em coluna
preenchida com polianilina foi seletiva em fungdo do pH da solugdo. A pré-
concentragao do Hg foi feita com uma coluna de Au e a medigao por CV AAS. O LD
obtido com a pré-concentracdo em coluna de Au foi de 0,05 ng L™ para 500 mL de
amostra.

Kan e colaboradores’ determinaram Hg total em amostras biolégicas
utilizando FI-CV AAS combinado com um sistema de amalgamacgédo. NaBH, foi
empregado como agente redutor. O sistema de amalgamacao permitiu reduzir o LD
de 10 pg L™, obtido por CV AAS sem amalgamacéo, para 1 pg L™ de Hg.



3. MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo sado apresentadas a instrumentacgéo utilizada e as configuragées
desenvolvidas para o sistema FI-CVG AAS, os reagentes e amostras utilizados, os

pardmetros avaliados para os ajustes do sistema e a validacdo do método proposto.
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3.1 Instrumentacao

As determinagcbes de Hg(ll) e MeHg, envolvendo a pré-concentracdo e
deteccao das espécies, foram feitas com um sistema de injecdo em fluxo acoplado a
um espectrdmetro de absorcao atdmica com geragdo quimica de vapor (FI-CVG
AAS). Utilizou-se um espectrdmetro de absorcao atébmica Analytik Jena Vario 6
(Jena, Alemanha), equipado com cela de quartzo em forma de “T” (L = 9,8 cm; i.d. =
0,8 cm) com duas entradas para o analito proveniente do separador gas/liquido, que
foi confeccionada no laboratério de hialotecnia do Departamento de Quimica da
UFSM. O sistema de injecdo em fluxo foi acoplado diretamente a cela de quartzo.
Como fonte de radiagdo especifica foi utilizada uma lampada de catodo oco de Hg
(comprimento de onda = 253,7 nm; corrente da lampada = 3,0 mA, fenda espectral =
0,8 nm). Para a correcao de fundo foi utilizada uma lampada de arco de deutério. As

medicoes foram feitas empregando a area do sinal de absorvancia.

3.1.1 Desenvolvimento do sistema FI-CVG AAS

Diversas configuragdes desse sistema foram testadas antes de estabelecer o
sistema FI-CVG AAS utilizado neste trabalho. Inicialmente foi desenvolvido um
sistema FI-CVG AAS mostrado na Figura 1.a, adaptado de Flores e colaboradores.®*
Com o auxilio de uma bomba peristaltica, uma solugdo mista de Hg(ll) e MeHg e HCI
3 mol L é bombeada através de uma coluna trocadora de anions fortemente bésica.
Esta coluna retém o Hg(ll) na forma de clorocomplexo anidnico (HgCls%), deixando
passar 0 MeHg. Apos esta coluna, a solucdo contendo o MeHg é misturada com
uma solucado de NaBH4, o que leva a geracao de HMeHg. Este é carreado até a
coluna de ouro e adsorvido. Posteriormente, uma solucdo de NaBH, é bombeada
pela coluna de troca aniénica com a finalidade de remover o Hg(ll) através de sua
reducdo a HgP. Este é carreado até a cela de deteccdo, através do canal que néo
contém a coluna de ouro no caminho. Apds a leitura do sinal do Hg(ll), é feita a

dessorgao térmica do Hg retido na coluna de ouro por uma lampada halégena a
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cerca de 500 °C. Portanto, nesta etapa é feita a determinacado do MeHg, na forma de
Hg".

Uma segunda configuragao foi desenvolvida para a determinagao de Hg(ll) e
Hg total, conforme mostrado na Figura 1.b. A coluna de troca ani6nica foi retirada e
ao sistema s&o adicionadas quatro vélvulas solendides de trés vias, que séo
controladas por um programa de computador, possibilitando programar as duas
medi¢des sequencialmente. As valvulas Vi e V, controlam a injecdo de amostra e
redutor, a valvula V3 controla o sentido do fluxo para fazer a medigdo de Hg(ll) ou
total. A valvula V4 foi utilizada para permitir a parada de fluxo de argbnio no
momento da leitura do analito. A coluna de ouro é colocada proximo a entrada da
cela de deteccéo e a lampada halégena acima da mesma. A determinacao de Hg(ll)
ocorre diretamente e a determinacao de Hg total ocorre apds a pré-concentracao na
coluna de ouro. Nesta etapa era feito o interrompimento do fluxo de argbnio no
sistema, cuja finalidade era melhorar a sensibilidade.

A Figura 1.c mostra uma terceira configuracado testada, onde, a posicao da
coluna de ouro e da lampada halégena sao modificadas, ficando mais afastadas do
espectrometro, a V, foi retirada do sistema, sendo que nao ocorre mais
interrompimento do fluxo de argénio.

O sistema da Figura 1.d é constituido por uma bomba peristaltica com oito
canais (Gilson Mini Plus 3, Franca), trés valvulas solendides de trés vias (Cole-
Parmer), cujo acionamento € controlado por um microcomputador, um separador
gas/liquido (GL) (L = 10 cm; i.d. = 1 cm) e um “trap” (L = 7,5 cm; i.d. = 1,7 cm)
contendo 1 mL de H.SO4 concentrado (mostrado na Figura 2). Também foi utilizado
um fluxdmetro de 0 a 500 mL mim™" com graduacdo de 25 mL mim™, tubos de
Tygon® de diversos diametros para bomba peristaltica e tubos de Teflon® (i.d. = 0,8
mm) para transporte das solu¢des no sistema FI.

Para a redugéo do Hg e geragdo do HMeHg, a solugdo contendo os analitos é
misturada em linha com a solucdo de NaBH,. As espécies volateis Hg° e MeHgH
séo transportadas para a cela de deteccdo ou para a coluna de ouro através do
auxilio de um fluxo de arg6nio (99,996% de pureza, White Martins, Brasil) passando
pelo GL e por um “trap” contendo H,SO,4 concentrado para reter goticulas de agua.
As espécies de Hg amalgamadas sao termicamente dessorvidas da coluna de Au
por uma lampada halégena (250 W) a temperatura em torno de 500 °C, sendo

carregadas até a cela de quartzo pelo fluxo de argénio.
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Figura 1. Configuracdes (a, b, c, d) de sistemas FI-CVG AAS testadas no trabalho. a:
amostra; P: Bomba peristaltica, W: descarte; C4, Cp, C3 € C4: confluéncias; CTA:
coluna de troca anibnica; Ty e T.: torneiras; Vi, Vo, V3 e V4 valvulas solendides de
trés vias; Ar: argbnio; GL: separador gas/liquido; Au: coluna de ouro; LH: lampada
halégena; QC: cela de quartzo; x: reator (L = 36 cm); Trap: “trap” contendo H>SOy;

Re: recirculagao das solucgdes.
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o

Figura 2. “Trap” de vidro contendo acido sulfdrico utilizado no sistema FI-CV AAS

para a retencao de umidade.

Na Tabela 1 esta descrito o programa de acionamento das valvulas
solendides, o qual corresponde ao sistema Fl da Figura 1.d Os programas
empregados para o acionamento das vavulas solenoides das Figuras 1.b e 1.c ndo
serdo mostrados, uma vez que somente o sistema da Figura 1.d foi usado no
trabalho. Na primeira etapa, sdo acionadas as valvulas V1, V2 e V3, de forma que o
vapor de Hg gerado (Hg® e HMeHg) é conduzido diretamente para a cela de quartzo.
Nesta etapa é feita a determinagdo do Hg(ll). Na segunda etapa, as valvulas Vi e V,
sd0 acionadas e o vapor de Hg gerado (Hg® e HMeHg) é conduzido até a coluna de
Au. Ap6s um periodo de tempo pré-estabelecido, as valvulas V¢ e V, sdo desligadas.
Na terceira etapa o Hg amalgamado é dessorvido da coluna de Au através do seu

aquecimento e o vapor de Hg® conduzido até a cela de deteccio.
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Tabela 1. Programa de acionamento das valvulas solendides do sistema Fl da

Figura 1.d.

Etapa Tempo,s Valvula ligada Acao
1 0-35 Vi, Voe V3 Determinacgao do Hg(ll)
2 35-80 VieV; Determinagao do Hg total
3 80 - 130 _ Leitura do sinal do Hg total

3.2 Reagentes e solucoes

A agua utilizada foi previamente destilada e deionizada em uma coluna
trocadora de fons e purificada em um sistema Milli Q® (Millipore, EUA). Os seguintes
acidos foram usados: acido nitrico (65% (m/v), Merck, Alemanha) e acido cloridrico
(37% (m/v), Merck, Alemanha), ambos bidestilados em sistema de sub-ebulicdo da
Milestone (duoPUR 2.01E, Italia). A solugdo de HCI 1,0 mol L, utilizada para o
preparo das solucdes de calibracao, foi preparada a partir da solucao de HCI 6,0 mol
L", a qual foi previamente tratada com NaBH; 0,5% (m/v) para purificacdo
(eliminagao de Hg). HNO3 a 30% (v/v) foi utilizado para descontaminagao da vidraria
e demais materiais utilizados no trabalho.

A solucdo estoque de Hg(ll) 1000 mg L' em HNO3 30% (v/v,) foi preparada a
partir de solugdo Titrisol® (Merck, Alemanha), contendo 1000 + 0,002 mg L™ de Hg
em HNO3 2% (v/v). A solucdo estoque de MeHg 100 mg L™ foi preparada a partir da
dissolugdo de CH3HgCIl em metanol (12,518 mg de CH3HgCl em 10 mL de metanol)
e aferida com HCI 1 mol L', esta solugéo foi armazenada sob refrigeracdo e ao
abrigo da luz. A partir destas duas solugdes estoques foram preparadas duas
solucdes de referéncia de 1 mg L™ de Hg?* e 1 mg L' de MeHg em HCI 3 mol L.
Todas as solugdes de Hg utilizadas neste trabalho foram diluidas a partir destas
duas solucoes de referéncia. A solucdo do agente redutor NaBH4 (Vetec, Brasil) foi
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preparada diariamente, em solugcdo NaOH 0,01% (m/v), com concentragao de 0,1%

(m/v).

3.3 Amostras

Amostras de agua natural foram analisadas. A amostra denominada A é uma
agua mineral comercial. As amostras B e C sdo aguas subterraneas e coletadas na
propria Universidade Federal de Santa Maria. A agua B foi coletada da torneira do
laboratério e a agua C foi coletada diretamente de um dos pogos artesianos. As
amostras foram coletadas em frascos de polipropileno de 50 mL contendo 8,33 mL

de HCI 6 mol L' e analisadas logo apés a coleta.

3.4 Ajuste do sistema FI-CVG AAS

Para se obter o melhor desempenho do sistema FI-CVG AAS fez-se
necessario o ajuste dos principais parametros que influenciam sobre a pré-
concentragdo e a geracdo de Hg’ e HMeHg. Para estes estudos foram utilizadas
solugbes de Hg(ll) e MeHg, HCI e NaBH4 descritas no item 3.2 (Reagentes e
solugdes). Cada solugéo foi medida em triplicata. A concentragdo do HCI, do redutor,
volume da amostra e as vazdes do gas de arraste e das solucdes foram as variaveis
investigadas. Todos os parametros foram ajustados de forma a obter maxima
sensibilidade e boa precisédo, tanto para a determinagcao do Hg(ll), como para o
MeHg.



Materiais e Métodos 30

3.4.1 Ajuste das condicoes de geracao do vapor de Hg para a determinacao de
Hg(ll)

Para verificar a influéncia da vazao do Ar, das solucbes e do volume de
amostra no perfil do sinal de Hg(ll), foi utilizada solugdo de 500 ng L™ de Hg(ll)
preparada em HCI 1 mol L. Inicialmente foi verificada a influéncia da vazdo do Ar
na faixa de 25 a 125 mL min™, mantendo-se fixa a concentracdo de NaBH, a 0,05%
(m/v). Fixadas estas variaveis, foi avaliada a vazdo da amostra, na faixa de 2 a 10
mL min”, e o volume de amostra injetado no sistema, na faixa de de 1 a 5 mL.

Para verificar a influéncia das concentragdes de HCIl e NaBH,4 na geracao do
vapor de Hg’, o volume de amostra injetado foi de 2 mL [solucdo de 500 ng L™ de
Hg(ll)], a vazdo da amostra em 10 mL min™' e redutor em 2 mL min™ e a vazao de
argdnio de 25 mL min™'. A intensidade do sinal para Hg(ll) foi avaliada variando-se a
concentragdo de HCI na amostra entre 0,25 e 3,0 mol L' e o NaBH, entre 0,005 e
1,0% (m/v). Também, foi avaliada a concentracdo de NaBH4 necessaria para a
geracdo de Hg® a partir da reducdo de MeHg, com injecdo de 2 mL de solucdo de
500 ng L' de MeHg (como Hg) em HCI 1 mol L, variando-se a concentragao de
NaBH4de 0,05 a 1,0% (m/v).

3.4.2 Ajuste das condicoes de pré-concentracao para determinacao do Hg total

Inicialmente avaliou-se a influéncia das concentracées de HCl e NaBH4 na
pré-concentracdo de Hg’ e HMeHg na coluna de ouro. Injecdo de 5 mL de solugéo a
1000 ng L™ de Hg(ll) e 1000 ng L' de MeHg (como Hg) a uma vaz&o de 10 mL min™
e vazao de argdnio de 25 mL min™. Variou-se a concentragdo de HCI na amostra de
0,5 a 2,0 mol L' e NaBH4 de 0,025 a 1,0% (m/v). De forma a se obter a melhor
relacdo sinal-ruido para Hg total foi verificado a capacidade de pré-concentracao da
coluna de ouro para ambas as espécies de Hg estudadas e para o branco, utilizando
solucdes a 100 ng L™ de Hg(ll) e 100 ng L' de MeHg (como Hg) em HCI 1 mol L™ e

NaBH4 a 0,1% (m/v). Foram injetados volumes de amostrade 1 a 14 mL.
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3.4.3 Dessorcao térmica do Hg amalgamado

A vazdo do gas de arraste e a temperatura sdo os parametros de maior
influéncia sobre o sinal do Hg no processo da sua dessorcao da coluna de Au. Foi
avaliado o perfil do sinal em relacédo a vazao de argdnio durante a dessorcao térmica
do Hg amalgamado. A vazio foi variada de 25 a 125 mL min™' mantendo-se fixas as
variaveis descritas no item 3.4.2 (Ajuste das condicées de pré-concentracdo para
determinacdo do Hg total). A temperatura utilizada para a dessorgéo térmica do Hg
da coluna de ouro nao foi variada, devido a auséncia de um sistema adequado para
controle de poténcia da ldmpada halégena. Desta forma, a temperatura foi mantida a
aproximadamente 500 °C.

3.5 Analise de especiacao de Hg em agua

As amostras descritas no item 3.3 (Amostras) foram processadas no sistema
FI-CVG AAS, descrito no item 3.1.1 (Desenvolvimento do sistema FI-CVG AAS),
empregando o programa de acionamento das véalvulas descrito na Tabela 1 e com
as condicbes operacionais estabelecidas. Cada amostra foi analisada em 5
replicatas. As concentracbes das espécies de Hg(ll) e MeHg séo obtidas pela
determinacao de Hg(ll) e Hg total. Por diferenga destas duas concentragdes obtém-
se a concentragdo do MeHg.

As determinacdes foram feitas por calibragdo externa, processando as
solugcbes de calibracdo da mesma forma que as amostras. Foram preparadas
solucdes padrao de Hg(ll) em concentracdes entre 10 e 10000 ng L™ conforme as
solucdes descritas no item 3.2 (Reagentes e solucdes). A intensidade do sinal do

branco foi descontado em todas as medicoes.
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3.6 Validacao da metodologia

A metodologia desenvolvida neste trabalho foi validada a partir de testes de
recuperacao do analito nas amostras A, B e C. Na amostra A foram adicionados 100
ng de Hg total contendo 5 ng de MeHg e 95 ng de Hg(ll) em 50 mL d