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RESUMO

Foram desenvolvidos trés procedimentos simplesdaape confiaveis para a
determinagdo de mercurio total e inorganico e ratdimente, metilmercuirio, em amostras
biol6gicas certificadas de referéncia por espeattdende absor¢cdo atbmica com geracao
de vapor frio (CV AAS) apoés oxidacdo da amostra &vnO,, ou tratamento da amostra
com hidroxido de tetrametilaménio (TMAH) ou digestacida da amostra assistida por
microondas.

O meétodo de CV AAS empregando KMnQtomo agente oxidante para
determinacdo das espécies de mercurio em mateedigicados de referéncia (CRM)
biolégicos, diretamente a partir de suspenséo mdpam agua, ndo requer nenhum tempo
de repouso ou aquecimento da mesma, sendo as amestplesmente misturadas com
adgua podendo a medida ser realizada imediatamBate. a determinagdo de mercurio
inorganico, nenhuma etapa adicional é necessé&ia.d&determinacédo de mercurio total, as
amostras foram oxidadas previamente com uma soldeaddMnQ, 2,0% m/v por dois
minutos. Depois disso, a medida pode ser realizeid@larmente aquela para a
determinacdo de mercurio inorganico. A concentrag@omercurio organico pode ser
calculada como a diferenga entre mercurio totahaggénico. A maior vantagem deste
procedimento é que somente um minimo de reagerdtgpas de manipulacdo da amostra
sdo requeridos, 0 que permanece como um pré-reguisira analises de rotina,
particularmente para a determinacdo de mercurioas sspécies. Os resultados foram
concordantes com os valores certificados ou prégiaws valores informados a um nivel
de confianca de 95% para os materiais de referémaegtigados. O desvio padréo relativo
foi menor que 7,0% para a maioria dos CRM. Os émide deteccéo para a amostra foram
determinados como 0,020 e 0,Qigg" para mercurio inorganico e total, respectivamente.

O método de CV AAS empregando tratamento da amostm TMAH a
temperatura ambiente foi empregado para a detegAonale mercurio inorganico
mantendo-se o tubo de quartzo a temperatura amebi@ntoncentracdo de mercurio total
foi medida pela mesma técnica e apdés o mesmo teatanda amostra, sendo, no entanto o
tubo de quartzo aquecido em uma chama de ar/axetibel depois da digestao acida dos
CRM em forno de microondas. Como no meétodo antenm@rcurio organico foi obtido

pela diferenga. As concentracdes obtidas por esé&gdos também concordaram com 0s
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valores certificados de acordo com o tegiara um nivel de confianca de 95%. Os desvios
padrao relativos foram menores que 3,0% para os Q@iRjdridos em microondas e
menores do que 6,0% para os CRM tratados com TMAHRh, o tubo de quartzo mantido a
temperatura ambiente. Os limites de deteccdo nasteam foram 0,021e 0,044 ¢g* para

Hg inorganico e total, respectivamente, ja que asaae amostra para mercurio total nos
CRM digeridos foi metade daquela para a determodedmercurio inorganico. Os desvios
padréo relativos para os CRM tratados com TMAH aptubo de quartzo aquecido na
chama de ar/acetileno foram, em geral, menores 1Q@%. Neste caso, o limite de
deteccdo para Hg total nas amostras foi de |0g1".

Simplicidade, alta eficiéncia, sem o0 uso de témiceomatograficas, e nédo
utilizacdo de solucdes padrédo de metilmercurioagomas das qualidades dos métodos
propostos, tornando-os adequados para andliseeiratide especiacdo de mercurio em
amostras bioldgicas. O procedimento proposto queega tratamento dos CRM com agua
e oxidacdoin situ com permanganato de potassio se mostrou rapidgirecee
ambientalmente correto. Além disso, ainda miniméga chances de contaminagdo da
amostra e pode ser facilmente aplicavel a anakseotina de materiais biolégicos. Por
outro lado, o procedimento de pré-tratamento dastiamaom TMAH possibilita uma
solubilizacdo simples, segura, reprodutiva e edetfvdeterminacdo de mercurio total com
0 tubo de quartzo a temperatura ambiente, depoigligiestdo acida dos CRM em
microondas, garante um LD similar aquele obtidapégf*. Além disso, a etapa de medida
de Hg total nos CRM digeridos é mais rapida do ageela com os mesmos tratados com

TMAH com o tubo de quartzo aquecido na chama @eetileno.



ABSTRACT

Three simple, rapid and reliable procedures for dieéermination of total and
inorganic mercury and, indirectly, methylmercuny certified reference biological samples
by cold vapor atomic absorption spectrometry (CV SAAafter sample oxidation with
KMnO,, or sample treatment with tetramethylammonium byate (TMAH) or
microwave-assisted acid digestion of the sample th@en developed.

The method using CV AAS employing KMnQOas oxidizing agent for the
determination of mercury species in biological ified reference materials (CRM) directly
from slurries prepared in water does not requing sdanding time or heating of the slurry.
Samples are simply mixed with water and measurero@ntbe carried out immediately.
For inorganic mercury determination, no additiopaéparation is required. For total
mercury determination the samples have to be pusiyooxidized with a 2.0% m/v
KMnO, solution for two minutes. After that, the measueatncan be carried out similarly
to that for inorganic mercury determination. Theasric mercury concentration can be
calculated as the difference between total andyamdic mercury. The greatest advantage of
this method is that only a minimum of reagents aacdhple handling steps are required,
which stands as a prerequisite for routine anaglysasticularly for the determination of
mercury and its species. The results were in ageaemwith the certified values at a
confidence level of 95% or close to the informeduea for the reference materials
investigated. The relative standard deviation vess than 7.0% for most of the reference
materials investigated. The limits of detectiorthe sample were determined as 0.020 and
0.016pg g* for inorganic and total mercury, respectively.

The method using CV AAS employing sample treatms&ith TMAH at room
temperature has been employed for the inorganicumgrdetermination, keeping the
gquartz tube at room temperature. Total mercury éasured by the same technique and
after the same sample treatment but heating ofjtlaetz tube in an air/acetylene flame, or
after the CRM acid digestion in a microwave oves. iA the previous method, organic
mercury is obtained by difference. The concentratiobtained by this method also agree
with the certified values according tdest at a 95% confidence level. The relative stahda
deviations were lower than 3.0% for digested CRM &wer than 6.0% for those after
treatment with TMAH, being the quartz tube keptradm temperature. The limits of
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detection in the samples were 0.021 and Que4%* for inorganic and total Hg,
respectively, since the sample mass for total nmgricuthe digested CRM was half of that
for inorganic mercury determination. The relativenslard deviations for the CRM treated
with TMAH being the quartz tube heated in an aietglene flame were, in general, lower
than 10.0%. In this case, the limit of detectiontfiial Hg in the samples was 018 g*.
Simplicity, high efficiency, without using chromai@phic techniques, and not
requiring the use of methylmercury standard sohgticare some of the qualities of the
proposed methods, which make them adequate forunyespeciation analysis in biological
samples. The proposed procedure employing CRM ntieyatt with water andn situ
oxidation with potassium permanganate has provedetdast, safe and environmentally
friendly. Moreover, it still minimizes sample contmation risk and it can be easily
applicable to routine analysis of biological samspl®n the other hand, the procedure
employing sample pretreatment with TMAH has ledatsimple, safe, reproducible and
effective solubilization method for biological saleg The determination of total mercury
at room temperature, after acid digestion of théVldR microwave oven, assures a limit of
detection similar to that obtained for Higin addition, the measurement step of total Hg in
the microwave digested CRM is faster than that whth CRM treated with TMAH being

the quartz tube heated in an air-acetylene flame.



1. INTRODUCAO

1.1. Mercurio em amostras bioldgicas

Mercurio € um poluente global identificado comadamlente téxico, além ser
acumulativo e persistente no meio ambiente. Asagsadspécies de mercurio diferem
grandemente em suas propriedades bio-fisico-quént@taomo toxicidade, solubilidade, e
taxa de bioacumulagcéo pelos organismos. O princg@inho para a exposicdo humana é
0 consumo de peixe contaminado e outros frutos do ague bioacumulam mercurio
organico. Esse processo depende da formagédo deostoamrganicos de mercurio a partir
do mercurio inorganico em ecossistemas aquaticesegpécies de mercurio organicas,
altamente toxicas e soluveis em gordura, tendem acemular em tecidos de peixe, de
onde elas podem entrar na cadeia alimentar humdesctrio inorganico (HY) e
metilmercirio (CHHg") sdo as duas principais espécies geralmente eadast em
amostras biolégicas. Portanto, a andlise de ansostoenente para determinacdo da
guantidade de mercurio total ndo é conclusiva, gmifgrnece somente uma informacao
parcial sobre seu impacto na salde humana e no anefitente-?> A determinacéo de
mercurio total e suas espécies em amostras biakgequer consideracdo cuidadosa do
pré-tratamento da amosfta/m método de preparo de amostra rapido e simptasstdo
reportado, usando hidroxido de tetrametilamdénio AR para solubilizar amostras
biolégicas a fim de se determinar mercirio e ouwoslitos’® A amostragem em
suspensdo € um método de preparo de amostra [@rtiente atrativo pois combina as
vantagens da amostragem liquida e solida. Destaafoas amostras sdo facilmente
preparadas, ndo requerendo um pré-tratamento gquagiessivo, S840 menos susceptiveis a
contaminacédo e perda do analito antes da analggramente, padrdes aquosos podem ser
usados para a calibracitf. Um outro método simples de preparo de amostr@maaf de
suspensdo, embora ndo tdo rapido, consiste nagbaérento com acido formico para
solubilizacdo de amostra biologica, o qual tem sidado com sucesso por alguns
autores-*2

No ambiente marinho, a distribuicdo e especiacgoHgy sdo de interesse
consideravel jA& que pode ocorrer biometilagdo esexyiliente bioconcentracdo na cadeia
alimentar. O mercurio estad predominantemente ptesemmo metilmercurio nas amostras

biol6égicas marinhas. Ferramentas para analise geciegao envolvem procedimentos de
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preparo de amostra mais brandos para preservaegridade de quaisquer compostos
organomercurico$’ Digestdo de matrizes organicas e inorganicas @stéwio critico na
determinacdo de elementos trago, ja que pode detarma precisdo e exatiddo dos
resultados. Uma grande variedade de combinacaccideséafortes, oxidantes, radiacao
ultravioleta, temperatura e pressdo elevadas t8musiadas e recomendadas extracéo

de espécies de mercurio a partir da matriz da aenésteconhecidamente uma das etapas
mais criticas de um método analitico. A principeqgeupacdo na extracado deve ser (1)
perda de mercurio em elevadas temperaturas, usadlggocedimentos de digestédo, (2)
interconversdo de espécies a partir da coleta masteas, (3) contaminagdo da amostra e
(4) a necessidade de usar grandes quantidadeagintes durante o pré-tratamento, o que
aumenta o valor do branco e empobrece o limiteetlecddo. O método de pré-tratamento
da amostra deve permitir solubilizacdo das espémigénicas a partir da amostra de
interesse, sem quebrar a ligacdo C*Hg.

Subtracdo da fracdo de mercurio inorganico arpdatguantidade de mercurio total
€ um meétodo indireto comum para a determinacdoedpécies de mercurio organicas
encontrado na literatura. Sem qualquer procedimeteodigestdo prévio, mercurio
inorganico pode ser seletivamente determirfdda/arias técnicas hifenadas seletivas tém
sido aplicadas para a analise de especiacdo déinoeao nivel de traco, a maioria delas
combinando separag&o cromatogréfica e determiresgectrométric’ Entretanto, o uso
de instrumentacao analitica sofisticada, emboguéetemente associada a boa exatidao e
sensibilidade, é caracterizada por procediment@giti@os trabalhosos e caros, o que
frequentemente adiciona complexidade a tarefa ddisande especiacdo em matrizes
biol6gicas. Embora muita pesquisa seja dirigida paelhorar a instrumentacao analitica, a
procura por métodos que buscam simplificar o predaramostra e a propria analise pode
ser igualmente — se ndo mais — valiosa, pela reddgd custo e complexidade do
procedimentd! Duas rotas principais sdo disponiveis para diféaenentre espécies
organicas e inorganicas. Uma faz o uso de técrecamatograficas, principalmente
cromatografia gasosa, sendo possivel distinguas@d espécies organomercuriais, embora
mercuario inorganico ndo possa ser determinadoadirente. A segunda possibilidade é
reducdo seletiva, que se baseia nos diferentes artangentos de reducdo do mercario
organico e inorganico na presenca de redutoresedifes. A reducdo seletiva ndo permite a

identificacdo das diferentes espécies organicas pule diferenciar compostos de
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alquilmercurio do mercurio inorganico. Metil, etilfenilmercurio sdo os organomercuriais
mais comumente reportados em amostras biol6giceahmaa®!"*?

A espectrometria de absor¢cdo atdbmica com vapor(@w AAS) é a técnica mais
largamente usada para a determinacdo de mercuricgosa da sua alta sensibilidade,
auséncia quase absoluta de interferéncias espeausto operacional relativamente baixo
e simplicidade. Entretanto, a determinacdo de merdatal por CV AAS geralmente
requer um pré-tratamento da amostra, a fim de iatiggomposicdo completa da matéria
organica e produzir, quantitativamente, uma espaeienercurio idnica, a qual pode ser

posteriormente reduzida a mercurio elemetitar.

1.2. Mercurio no Brasil e no mundo

Um dos casos mais conhecidos de contaminacéo graxino ocorreu em 1953, em
Minamata, no Japdo. A contaminacdo da Baia de Miterpor metilmercuario ficou
conhecida como a “doenca de Minamata”, quando asGhiertilizer C. Ltd. (uma das
maiores industrias do Japdo, que produzia femilem quimicos, resinas sintéticas,
plasticos e compostos quimicos) produzia o metddr@ como um subproduto do
processo de producdo do acetaldeido. Os residaos dgspejados nas aguas da baia e a
populacdo de Minamata alimentava-se de peixes pievies desta baia. Em pacientes
expostos, apos cinco anos da ocorréncia da corag&anforam encontradas concentragdes
de mercurio extremamente elevadas no cabelo, aride 2,46 a 705 mg/kg. Em 1960, o
nivel de mercurio no lodo préximo ao canal de dgenada industria apresentava um valor
de 2010 mg/kg em peso seco. Nos animais marinha$ves de mercurio também foram
elevados: 35,7 mg/kg nos caranguejos e 5,61 mgAg) ostras. Ficou oficialmente
reconhecido que 2252 pessoas foram diretamentarnorddas pelo metilmercurio, sendo
que 1043 6bitos ocorreram e um total de 12127 psssivindicou estar doent&?°

Na década de 70, no Iraque, Paquistdo, Gana ei@alat ocorreram varios casos de
contaminacdo de agricultores e seus familiares, wpilgavam gréos tratados com
fungicidas a base de metil e etilmercurio na cazffieale pao caseiro. No caso particular do
Irague, mais de 6900 pessoas foram hospitalizgdasdemenos, 459 morreram. Em 1969,

nos Estados Unidos, também houve uma intoxicacsuta@te da ingestdo de carne de
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porcos alimentados com gréos tratados com fungicml@anometalicos. A literatura
apresenta varios casos de contaminacdo com mergaeovao desde a quebra de
termdmetros em hospitais e lares até a contamindedtagos e rios por atividades
industriais, principalmente de industrias de cléleali. Um caso recente ocorreu em
Sorocaba, em SP, na Rede Ferroviaria Federal u@ando um vazamento de mercurio
contaminou dez adolescentes com idades entre 18 ands. O mercurio metélico era
proveniente de um reator elétrico desativado detadonpor saqueadores de sucata de
cobre®®

No Brasil, entretanto, a regido mais afetada mortaminacdo de mercuario € a
amazonica. A contaminacdo se da devido a presengairths de ouro nessa regido. No
processo de mineragdo de ouro, uma enorme quaatiadnercario metélico tem sido
usada e liberada de modo abusivo no ecossisterabdesde meados da década de 70 até
meados dos anos 90. Estima-se que cerca de l0Adasaele Hg tenham sido emitidas
anualmente (uma para cada tonelada de ouro), dés 4526 foram despejadas nos rios e
55% na atmosfera. Tratando-se de mercurio, exipsaibilidade de causar dois tipos de
danos a saude na bacia do rio Amazonas: envenettao®ipacional por Hg inorganico
pela inalacdo direta de vapor de Hg durante osepsns de queima e requeima da
amalgama Hg-Au, ou uma parte do Hg descartado mcé rimetilado e, em seguida,
bioacumulado a um nivel significativo em peixe. ikssas pessoas que vivem ao longo do
rio e dependem dos produtos ribeirinhos sao facilenexpostas a metilmercurio, que pode
atingir niveis téxicos, através do consumo repetielpeixes contaminadds>

Os mineradores de ouro usam Hg para recuperar® drvido a uma de suas
propriedades: capacidade de formar amalgamas cbosauetais. A alta densidade (assim
como a do ouro) tende a concentra-los nas fracéesedimentos mais pesadas. A alta
volatilidade permite a separacdo de Hg e Au paatiliddacdo do Hg, quando se queima a
amalgama. Esse processo € muito atrativo devid@ aisplicidade e baixo custo, e tem
sido largamente usado na bacia Amazonica brasdedra outros paises da América Latina
(Bolivia, Peru, Colémbia e Venezuela), bem comd\sia e Africa?* Desde os anos 80, 0
Brasil alcancou o primeiro lugar na producdo deooma América do Sul com uma
producédo anual de 100 a 200 toneladas, com cer@@%evinda de minas informais ou
“garimpos”? A poluicdo ambiental por mercurio na Amazénia, geerigina do mercrio

metélico, € bastante diferente daquela experimanted passado no Japdo e Iraque, as
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guais se originaram do metilmercario. Em areas deemracdo de ouro, envenenamento
ocupacional devido ao mercurio inorganico pode recoentre 0s mineradores, ao passo
gue as pessoas que vivem rio abaixo da mineracdoude podem estar expostas a
mercurio inorganico e metilmercario. Portanto, peesacdo de mercurio é essencial no

levantamento topografico do comportamento quimienérclrio nos ecossistentas.

1.3.Técnica de andlise

A geracdo quimica de vapor (CVG) é uma técnicéitaraabastante sensivel na qual
0os analitos sédo vaporizados na forma de atomos aécolas gasosos através de uma
reacdo quimica a temperatura ambiente e, postenden transportados para um
atomizador ou cela de absorcao aquecida ou naera&&o quimica de vapor pode ocorrer
através da técnica de geracdo de hidreto (HG) geterminacéo de elementos como As,
Bi, Pb, Sb, Se, e Te, técnica de vapor frio (C\Arapdeterminacédo de Hg e Cd, etilacéo,
para determinacdo de Pb e Hg, e geracdo de carparal determinacdo de Ni. O método
utilizado neste trabalho foi a técnica de vapar, fna qual o mercurio presente na amostra
forma mercurio metélico, uma espécie bastante il;odit reagir em meio acido com o
agente redutor tetrahidroborato de sédio, NaBH\ espectrometria de absorcdo atémica
com geracao quimica de vapor (CVG AAS) é um méttitico instrumental sensivel e
convencional, amplamente usado, pois:

- Garante uma eficiéncia de transporte de até 100f@dco reacional ao atomizador,

- O vapor formado € homogéneo,

Permite a separacgéo do analito a partir da madtengialmente interferente,

Utilizagdo de um grande volume de solucéo,

by

Obtencdo de baixos LD, também devido a possivelcgméentracaan situ do

analito,

Permite estudos de especiagéo,
Pode ser acoplada a diferentes técnicas (AAS, IEB;CCP-MS).
Entretanto, a geracdo quimica de vapor apresegi@nak desvantagens, uma vez

que:
- A primeira etapa é uma reacao quimica, sujeitéeafaréncias,
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- O estado de oxidacéo e forma (composto) do arsdliccriticos,

- Concomitantes da solucado podem impedir a geracfibeyacéao do vapor,

- O pH da solucgéo e as concentracdes dos reagermtes@er criticos,

- Cinética da reacdo e liberacdo podem ser afetanlafafpres como viscosidade e
volume,

- O mercurio é particularmente sensivel a reacddsoda, o que pode causar perdas e

contaminacao.

Os vapores gerados pela reacdo com o redutor pseleatternativamente coletados
em uma superficie previamente tratada com um noadifir quimico. Para a determinagéo
de mercuario um método bastante convencional éeagéb dos seus vapores em um tubo
de grafite tratado com Au, por espectrometria deo@jdio atdbmica com forno de grafite
apos geracdo de vapor frio (CV-GF AAS)No entanto, apesar de melhoras significativas
na instrumentacdo, a determinacdo de metilmercérimuitas vezes prejudicada por
problemas relativos a recuperagcées nao-quantisaBvguestdes sobre a possibilidade de
formacéo e interconversdo de metilmercurio durasteetapas de preparo da amostra e
separacdo. A geracdo de vapor frio diretamenteliaotas de amostras preparadas na
forma de suspenséo tem se apresentado como unreata simples e eficaz, pois evita
gue se utilizem os tratamentos intensivos e tedipaoa 0 preparo das amostras, sujeitos a
perda do analito ou contaminacdo das mesmas. Bggectle compostos de mercurio em
amostras biolégicas e ambientais requer procedoseanaliticos rigorosos em cada
estagio, coleta da amostra, tratamento ou médidg®

Novas formas de geracéo e introducdo de vaporespkeies volateis empregando
espectrometria atbmica vém sendo investigadas hioso8 anos. Dentre essas, pode-se
citar o uso de ferramentas quimicas e fisicas paealucdo seletiva dos analitos, como no
trabalho de Monteiro e colaboradofésm que NaBhi0,01% m/v é usado para reduzir
Hg?* e o mesmo redutor, na concentracdo de 0,3% mlemgregado para reduzir
metilmercurio na presenca de cloreto de ferro(Rjernativamente, métodos fotoquimicos
de geracdo de vapor também estdo sendo investigadosrios grupos no mundo, bem
como a geracao de vapor frio promovida por ultra-spara a determinacdo de

mercurio®?**geracdo de vapor frio a partir de luz visivel teavioleta para especiacdo de
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mercrio®>* geracdo de vapor assistida por radiacéo ultrasiplara determinacéo de e,

e de vérios outros elementos volateis, metaisaifisitdo, metais nobres e ndo metais.

1.4. Mecanismos de reducdo na CVG

A geracdo quimica de vapor usando reacdo em tasesa de tetrahidroborato é,
atualmente, um dos métodos mais populares pareearileacdo de As, Sb, Bi, Se, Te, Ge,
Pb, e Hg por AAS e outras técnicas de espectrametidimicd’**>*O mecanismo da CVG
tem sido alvo de relativamente poucas investigagd@simeira hipotese do mecanismo da
geracdo de hidreto foi postulada por Robbins e ©@arm 1979 e é conhecida como
mecanismo do “hidrogénio nascente”. Eles argumamtajue a espécie ativa no processo
de derivatizacdo/reducdo € o hidrogénio atdbmicop dhidrogénio nascente”, o qual é
pensado ser formado durante a hidrélise acidatdghtdroborato, ou seja:

BHy, + H + 3HO — B(OHx + 8H
Com o &tomo de hidrogénio sendo responsavel peleateacdo do elemento ao hidreto:
M™  + tm+nH — MH, + mH'

Ondem representa o estado de oxidag¢do do analito eimero de coordenacao do
hidreto. O excesso de hidrogénio atbmico formadgénio molecular, o qual é um dos
produtos finais da hidrdlise catalisada por aciddedrahidroborato, através de reacdes do
tipo:

H + H— H
H + HO - H + OH

O mecanismo de CVG tem sido recentemente investigadiscutido de acordo
com propriedades fundamentais do tetrahidroboratmraplexos borano reportados na
literatura. De acordo com evidéncias experimertalistadas a partir de estudos sobre troca
de deutério — hidrogénio realizados por D'Ulivo elaboradored® a formacdo de
hidrogénio atémico ndo é viavel pela hidrélise &cido tetrahidroborato ou outros
complexos borano. Hidrogénio molecular e espécieshidroborano, ndo hidrogénio
atbmico, sdo formados como intermediarios de read@oante a hidrélise do

tetrahidroborato. Além disso, experimentos com NaBDoutros reagentes deuterados
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(D30" em DO, NaOD) indicam que a reacéo de geracdo de vaponeio acido é devida
a transferéncia direta de hidrogénio ligado ao lihumante a geracdo de AgtSbh; e
CHsHgH. Essa evidéncia apresenta um argumento sol@drac o mecanismo do
hidrogénio nascente. O mecanismo de hidrélise d@hieroborato esta estritamente
relacionado com o mecanismo da CVG. A decompodigatetrahidroborato em solucéo
aquosa pura pode ser representada como segueusiEsgbaixo:

BHy + HO + H — HO-BH; + H

H,O-BH; + HO — HO-BHOH + H

H,O-BH,OH + HO — HO-BH(OH) + H
H,O-BH(OH), + HO — B(OHx + HO
BHs + 3HO + H — B(OHp + 4H

As reacgbes acima se referem a hidrolise em meigua os Unicos ligantes
possiveis sdo # e OH. Quanto a CVG, uma ou mais espécies de hidrobdmnmadas
durante a hidrélise do tetrahidroborato sdo ascespéeativas efetivas para Hg(ll), As(ll1),
Sb(IN), Bi(lll), Se(1V), Te(IV) e Sn(IV). Em outrdrabalho de D'Ulivo e colaborador&s,
foi demonstrado que mercurio é o elemento maisveeata familia dos elementos que
sofrem CVG. Ele pode ser reduzido em condi¢cdedirdsaem nivel de nanomolar, ou
usando quantidades micromolares de tetrahidrob@mat@ondicbes acidas. Os resultados
indicaram que as espécies de mercurid"Hgeus complexos com cloreto, ou ambos, sdo
muito reativos em relacdo a todos os intermedidrideoborano possiveis formados pela
decomposicao do tetrahidroborato, conforme reagaxa.

ki ko ks Ka
BHs — [BHsj ou LBH" — LBH" — LBH" — B(OH)

Onde L pode ser um ou mais grupos ent®,HDH e CI, en é a carga, a qual pode
ser +1, 0, ou -1, dependendo das caracteristicak. &b as condi¢cdes de reacao
tipicamente empregadas em CVG (meio de HCI, pHetémperatura ambiente), a taxa de

hidrolise acida das espécies de hidroborano, eal, gerece seguir a ordem< k; < ks <

Ky.
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1.5. Preparo das amostras

Um pré-requisito importante para a determinacado bacedida de mercurio em
amostras biolégicas € que o mercurio esteja presentestado de oxidacdo 2+ para que
possa ser reduzido a mercurio elementaHg presenca de um agente redutor adequado.
A quantificacdo pode entdo ser realizada pelo pams do vapor de mercurio formado
para dentro de um atomizador de quartzo para det@gao por espectrometria de absorcao
atdbmica. Compostos organomercuricos nao sao, antogtreduzidos a mercurio elementar
por SnCh ou, ndo completamente por NaB¥ A quantificacdo nestas condicdes é
impossivel, a menos que um pré-tratamento adegdadamostra seja realizado. Para a
analise de amostras biolégicas por CV AAS, o mtatnento deve atingir dois objetivos.
Primeiro, a matéria organica na amostra deve dmieuiemente oxidada para liberar as
espécies de mercurio a partir da matriz da amassagundo, o mercurio liberado deve ser
completamente oxidado a HgUma variedade de combinacées de &cidos forted, (HC
H,SQO,, HNO3), oxidantes (KHO,, KMnO, K.Cr,0; KyS,0g), temperaturas elevadas,
radiacao ultravioleta e exposicdo a microondassi@musadas e recomendattds™*

Hidréxido de tetrametilamdnio (TMAH) ou N(GHOH, uma base forte e sollvel
em &agua, € um agente alternativo para o prepam@nestras bioldgicas. Recentemente,
TMAH tem sido usado como solubilizador de tecidasapsarias amostras biologicas antes
da andlise para a determinacdo de elementos tachl|P-OES® FI-CV AAS>® ETV-
ICP-MS}® GC-FAPES" CV AAS usando diferentes temperaturas no tuboudetzp®*® e
CV/HG AAS e CV/HG ICP-OES?

A determinacdo de mercurio em amostras soélidesrgente envolve varias etapas
analiticas, incluindo extracdo, derivatizacdo (gieaiGC estd envolvida), separacdo e
deteccdd® O método analitico apropriado depende da natudzaamostra e da
concentracdo de mercurio. Entretanto, os compartmsemais criticos para especiacao
ainda estéo ligados a fase solida — biota e sdlofemto. Nos procedimentos de extracdo
de espécies organomercuricas mais comuns, a gartamostras ambientais, sdo usadas
extracdo acida (geralmente combinada com extraedsolyente), destilacdo e extracdo
alcalina. Neste sentido, dois tépicos conflitanfgecisam ser tratados: obter uma
recuperacao adequada e prevenir perdas de espspesjalmente devido a destruicdo dos

composto$? O uso de microondas tem sido estabelecido dumnitéima década como
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eficiente auxiliar na digestdo acida de varios dige amostras para a determinacédo de
elementos traco. A possibilidade de perder mercatiavés de volatilizagdo durante a
digestdo da amostra em temperatura alta, impedsoados procedimentos de fusédo ou
calcinacdo. O uso de um frasco de Teflon seladuog@do a alta temperatura, pode
prevenir perdas de mercurio volatil. As principastagens da digestdo em microondas
usando frasco fechado sdo que o tempo de digestigniéicativamente reduzido, e a
contaminacdo da amostra e as perdas do analito vplatilizacdo também sé&o
minimizadas:**

O primeiro método proposto neste trabalho consisteoxidacdo de suspensdes
aguosas de materiais certificados de referénciadioldgicos com KMnQ, permitindo
a determinacdo da concentracdo de mercurio tosgEndo o mesmo sistema redutor
empregado para determinacdo de®’HdNa segunda parte deste trabalho, merciirio
inorganico sera determinado depois do tratamensoGRM com TMAH e mercurio total
sera determinado nas mesmas amostras pelo aquezich@rtubo de quartzo em uma
chama de ar/acetileno. Alternativamente mercutial 8era determinado depois da digestao
acida das amostras em forno de microondas, por £, Mantendo-se o tubo de quartzo

na temperatura ambiente.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho € o desenvolvimentordegaimentos simples, rapidos e
confidveis para a especiacdo de mercurio em arsdsitsibgicas certificadas de referéncia
por espectrometria de absorcdo atdmica com vapo(G@V AAS) e empregando KMnO
como agente oxidante, tratamento da amostra comH M digestao acida assistida por
microondas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Instrumentacéao

Para a determinacdo de mercurio por CV AAS se egaor um sistema de geracao
guimica de vapor (MHS-15 da Perkin Elmer, CT, EU#derado em modo batelada
acoplado ao espectrometro de absorcdo atdbmica (£tnB00, Perkin Elmer) equipado
com uma lampada de catodo oco de mercurio (Perkirerdt e um corretor de fundo de
deutério. As seguintes condicdes de operacédo fatltadas: comprimento de onda, 253,7
nm; fenda espectral, 0,7 nm; corrente, 6,0 mA. Radas as medidas um tubo de quartzo
com comprimento de 165 mm e um diametro de 12 nsitjpmado no caminho optico foi
usado, mantido a temperatura ambiente ou, ocasien&ét, aquecido a aproximadamente
700 °C em uma chama de ar/acetileno, com vaz6es0dé min* (ar) e 1,5 L miit
(acetileno). Argbnio com uma pureza de 99,996% (®VNlartins, Sdo Paulo, Brasil) foi
usado como gas carreador para o vapor de meralmima pressao de 250 kPa. Neste caso,
area de pico foi usada para avaliacdo do sinalarsstras foram pesadas usando uma
microbalanca AG204 (Mettler Toledo, Greifensee,c8uiA digestdo &cida das amostras
assistida por microondas foi realizada em um fateomicroondas MLS-1200 MEGA
(Milestone, Sorisole, Italia). A Figura 1 mostrasistema MHS-15 com o atomizador de
quartzo (QTA).

Agente

Frasco de reagéo
-‘Redutor

Figura 1 —Sistema MHS-15 de geracao quimica de vapor comizaolor de quartzo.
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Para a determinacao de Hg total por CV-GF AAS fopeegado um espectrometro
de absorgéo atdbmica AAS 5 EA (Analytik Jena, JAfEmanha) equipado com um sistema
de correcdo de fundo com fonte continua (lampadarcte de deutério) e um atomizador
eletrotérmico com tubo de grafite aquecido trarsalarente. Um sistema de geracao
guimica de vapor HS 5 (Analytik Jena) operado endonde batelada, foi acoplado ao
atomizador eletrotérmico via um amostrador autarogtara forno MPE 5 (Analytik Jena)
usado na introducéo do vapor de mercurio no fomgrdfite. O vapor de mercurio gerado
no reator foi transportado ao tubo de grafite &sade uma linha de transferéncia de
politetrafluoretileno (PTFE) de 2,0 mm de diamedr0,5 m de comprimento, conectada ao
amostrador automatico e a um capilar de titaniold® mm de didmetro na outra
extremidade. O capilar de titnio foi introduzido worificio do tubo de grafite via
amostrador automatico. Argonio foi usado como géireador para o vapor de mercurio, e
como gas de purga e de protecdo para o atomizadgrafite. Tubos de grafite sem
plataforma recobertos piroliticamente (Analytik deforam usados. Altura de pico, que
neste caso € mais sensivel do que a area, foi egallsivamente para a avalia¢cdo do sinal
neste sistema, ja que os efeitos cinéticos na &erdg vapor frio sdo compensados pela
retencdo do vapor no tubo de grafite tratado. Apkiala de catodo oco de mercurio (IST-
Horseheads, NY) foi operada a 6,0 mA (comprimemmadda 253,7 nm; fenda espectral
0,5 nm). O sistema de geracao de vapor foi opetsando-se as seguintes condicbes
otimizadas® volume de amostra: 3,0 mL; tempo de bombeamefts; 22mpo de reacao,
20 s; tempo de limpeza, 10 s. A vazao de gas maetapas de bombeamento, reacdo e
limpeza foi 300 mL mitt. Uma solucédo 3,0% m/v de tetrahidroborato de sésiiabilizada
em hidroxido de sodio 1,0% m/v foi usada como agesdutor.

O programa de temperatura do forno de grafite upada retencéo e atomizacao do
mercuario é mostrado na Tabela 1. O tubo de gr&ditgpreviamente tratado com ouro,

como descrito no item a sequir.
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Tabela 1 —Programa de temperatura do forno de grafite pasrdaacdo de mercurio total por

CV-GF AAS.
Parametros

Etapa Temperatura/ Rampa/ Permanéncia/ Vazéao de gas/

°C oCc ¢! s mL min™*
Pré-aquecimenfo 100 25 10 100
Auto Zero 100 0 6 100
Atomizacad 700 250 5 0
Limpeza 1000 250 5 250

2 Coleta do vapor de mercurio neste estdegistro da absorvancia em altura de pico.

3.2. Tratamento do tubo de grafite com um modificadr permanente

Tubos de grafite piroliticamente recobertos fora@-tpatados pela pipetagem de 40
uL de uma solucédo padréo de ouro 500 rifgnb tubo e submetendo-o a um programa de
temperatura ja usado em um trabalho préwisando-se temperatura de pirélise de 160 °C,
atomizacdo de 900 °C e limpeza de 1000 °C. Essmdgiroento foi repetido 25 vezes,
resultando em uma massa total de gQ@o modificador depositado na parede do tubo de
grafite. Ouro foi escolhido como modificador permate devido a alta afinidade que

apresenta por mercurio, proporcionando assim uapaete retencdo muito efetiva.

3.3. Reagentes e materiais de referéncia

Todos os reagentes usados foram, no minimo, deagraitico e as solu¢des foram
preparadas usando agua de alta pureza com umavigsde de 18,2 @ cm, obtida a
partir de um sistema de purificacdo de agua (MillRlus, Millipore, Beadford, MA, EUA).
Acido cloridrico 37% (Merck, Darmstadt, Alemanh&03171000), acido nitrico 65%
(Merck, 1004561000) e n-propanol (Nuclear, Sado &addrasil, 311629) foram bi-
destilados em um sistema de destilacdo abaixo datopae ebulicdo (Kurner
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Analysentechnik, Rosenheim, Alemanha). Uma sollg&dMAH 25% m/v em meio de
metanol (Fluka, Buchs, Suica, 87732) foi usada paatar as amostras antes da
determinacdo de mercurio. Acido nitrico e perdxi® hidrogénio 30% viv (Merck,
K27281110) foram empregados para a digestdo datearassistida por microondas. O pH
das amostras digeridas foi medido com um papetaadir universal em listras plasticas
(Carlo Erba, 435121). A solucao do agente redutigprieparada pela dissolucdo de NaBH
solido (Nuclear, 311898) e NaOH em peletes (Canbak Mildo, Italia, 480498), e
estocados em frasco de polipropileno (PP) sobgesficdo. A solugdo do agente oxidante
foi preparada pela dissolucdo de KMrgdlido (Merck, 5082) em frasco de PP idéntico ao
usado para o preparo das amostras. Solucdes den@éede mercurio inorganico na faixa
entre 1,0 e 50,Qg L™ foram preparadas diariamente pela diluicdo sedgiemgropriada da
solucdo estoque de mercurio inorganico 1000 riig(Merck, 1702260500). Cloreto de
metilmercurio 95% (Alfa Aesar, Ward Hill, MA, EUAjoi empregado para preparar
solugdes por diluicdo sequencial. Agente anti-egpuen Antifoam A (Fluka, 10794) foi
usado para a analise das amostras.

Frascos de PP foram usados para o preparo e mederdas amostras (Techno
Plastic Products, Trasadingen, Suica, 91015). ésade plastico e vidro foram lavados
com agua da torneira e uma solucdo de Extran dil(iiderck). Posteriormente, foram
imersos em uma solucédo de HN®% v/v por no minimo 48 h, e rinsados exaustivame
com agua desionizada antes do seu uso.

Os seguintes materiais certificados de referémecani analisados: BCR 186 (rim de
porco liofilizado), BCR 278R (tecido de mexilhaBCR 397 (cabelo humano) e ERM-CE
278 (tecido de mexilhdo) do Institute for RefereMaterials and Measurements (Geel,
Bélgica), GBW 9101 (cabelo humano) do Shanghaititstof Nuclear Research of China
(Shanghai, China), TORT-2 (hepatopancreas de lagd3ORM-1 (musculo de peixe), e
DOLT-2 e DOLT-3 (figado de peixe) do National ResbaCouncil Canada (Ottawa,

Ontario, Canada).
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3.4. Preparo da amostra

Para o tratamento alcalino, os materiais certiicade referéncia (CRM) foram
preparados misturando-se 100,0 — 500,0 mg da aarfuisibgica com a solucao de TMAH
25% m/v. Um volume de 5,AL de TMAH foi adicionado para cada mg de amostra,
usando-se no minimo 1,0 mL quando a massa da arfostmenor do que 200,0 mg. A
suspensdo do CRM foi deixada em repouso por, nonojr8 h a temperatura ambiente e
entdo o volume foi completado até 25,0 mL com atpsionizada. A concentragao final de
TMAH na suspensao foi 1,0 — 2,5% m/v.

Para a digestdao dos CRM em forno de microondaa,massa de 100,0 — 250,0 mg
foi misturada com 3,0 mL de HN@oncentrado e 0,5 mL de®, 30% v/v. A digestao
acida assistida por microondas foi realizada enfamo de microondas empregando um
programa de cinco etapas recomendado pelo fabeicenseguinte ordem: um minuto em
250 W, um minuto em 0 W, cinco minutos em 400 Whea minutos em 650 W, seguido
por cinco minutos de ventilacdo, sendo que a soluggultante da digestdo em microondas
teve o volume completado para 25,0 mL com aguadisida.

Para o procedimento com oxidac#éo situ da amostra com permanganato de
potassio, os CRM foram preparados simplesmente mpidura de 100,0 — 500,0 mg da
amostra biologica p6 com agua desionizada paraalome final de 25,0 mL. Sob essas
condi¢des, mercurio foi encontrado ser estaveluspensdo da amostra. A suspensao final
foi opaca, lembrando a cor original da amostra émAs suspensdes foram preparadas e

estocadas no mesmo frasco, simplificando o procsation

3.5. Procedimento analitico

Para as amostras tratadas com TMAH ou digeridasienoondas, uma aliquota de
3,0 mL da amostra ou solugcao padrao foi transfaa#&asco de reacdo. O agente redutor
foi adicionado continuamente a esse frasco poe 6 sapor gerado foi transportado para o
tubo de quartzo. Para o procedimento com tratamantdino, junto com a amostra, foi
necessario adicionar 2,0 mL de HCI 2,5 mdlé 100uL de agente anti-espumante. Estas

mesmas condicbes foram empregadas para a detefimidacmercurio total a partir das
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amostras tratadas com TMAH com aquecimento do tddoquartzo na chama de
ar/acetileno. As solucdes padrdo foram preparadasT®IAH 1,0% v/v na faixa de
concentracdo de 1,0 a 5u§ L*. Uma solucéo de NaBHL,0% m/v estabilizada com
NaOH 0,5% m/v foi usada como agente redutor par@rméar mercurio total nos CRM
digeridos em microondas, enquanto a concentrag&odaderminar mercurio inorganico, a
partir dos CRM em meio de TMAH, foi de 3,0% m/v MaBH, estabilizada com NaOH
1,0% m/v. As solucbes de agente redutor foramddps por 5 s ao frasco de reacéao,
resultando em um volume aproximado de 1,5 mL. Sten@ma curva de calibracdo contra
padrbes aquosos em meio acido foi realizada padmissprocedimentos (tratamento com
TMAH e digestdo &cida). As solucbes padrdo foragparadas em acido nitrico 5,0% v/v
na faixa de concentracdo de 3,0 a 1R@ L' Essas solucdes foram preparadas
imediatamente antes das determinacdes.

Para o procedimento analitico com oxidaigésitu da amostra, uma aliquota de 3,0
mL da suspensé&o da amostra agitada foi transfaddeasco de reacéo juntamente com 2,0
mL de HCI 1,0 mol [}, com a adicdo de 1Q6L de Antifoam A. Uma solucéo de NaBH
1,5% m/v estabilizada com NaOH 0,5% m/v foi adieida ao frasco de reacéo por 5 s para
a determinacdo de mercurio inorganico. Para sendiet@ mercurio total, foi necessario a
adicdo de 0,5 mL ou 1,0 mL de uma solucdo de KM20% m/v a mistura e esperar 2
minutos antes da medida, exceto para as solucoeslibeacdo, as quais puderam ser
medidas imediatamente. Maior volume da solucdoMe®, 2,0% m/v foi necessario para
0os CRM TORT-2 e ERM-CE 278, devido as massas ngiae cerca de 500,0 mg que
foram requeridas para essas duas amostras. Nasteutaa solucéo de NaBR,0% m/v
estabilizada com NaOH 1,0% m/v foi usada como a&geatutor. A calibracdo foi
realizada contra padrdes aquosos na faixa de coacéa de 3,0 a 15,0g L. Essas
solugdes foram preparadas imediatamente antesetlasnihacdes. Por outro lado, para a
determinacdo de mercurio total, 3,0 mL da solucadrgm em HN®© 5,0% v/v foi
misturado com 20QL da solugdo de KMng2,0% m/v.

A concentracdo da fracdo organica foi calculadata@os os procedimentos, como

a diferenca entre o mercurio total e o inorganieninados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinacdo de mercurio total e inorganico ersuspensdes aquosas de amostras
biolégicas usando CV AAS e oxidacaim situ com KMnOg4

4.1.1. Avaliacdo do tempo de sonificacdo sobre oai de mercurio

O efeito da cavitacdo ultra-s6nica sobre o silbido para mercurio inorganico a
partir das suspensdes aquosas dos CRM é mostrdtdguna 2.

-
© 1 E\ ]
%) 5 / E \E
- .
1]
K
S 4
©
% 34 4 A
z ] T A ——a
1] L
ke -
s
= ]
£ 0,6
.8 1
«
g ] I \i
o
n 0,44
Ee!
<
0,3 T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tempo de Sonificagdo / min

Figura 2 — Efeito do tempo ¢ sonificagdo sobre o sinal de absorvancia nornddipeara mercur
a partir das suspensdes das amostras preparadasian(—e—) DOLT-3 3,6ug L™,
(—A—)BCR 186 3,ug L* e (—=—) TORT-2 0,5ug L™

Os sinais de absorvancia integrada foram norma&adra a massa de amostra na
suspensdo. Como pode ser visto, ndo ha efeitdisggiio do tempo de sonificacdo sobre
as intensidades do sinal para mercurio na faixeengo estudada para qualquer das trés
amostras, como poderia ser esperado, ja que asrampn&o foram acidificadas. Visto que
a sonificagdo das amostras ndo promoveu nenhuntagesin adicional para a extracdo do
mercurio, esta etapa ndo foi adotada nos experamelicionais. O tempo e a amplitude de

sonificacdo tém sido mais importantes para amoatrdasentais, tal como investigado por
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Krishna et al® para cinza de carvéo, liqguen e musgo enriqueaito metilmercirio e
mercuario inorganico. Entretanto, o tempo de soaiff® estudado neste trabalho, foi

significativamente mais curto que aquele empregadd<rishnaet al.

4.1.2. Efeito do tempo de repouso sobre o sinal dercurio

O efeito do tempo de repouso da suspensao pregpamdgua sobre a intensidade
do sinal de mercurio inorganico pode ser visto gu@ 3. Os sinais de absorvancia
integrada foram normalizados para a massa da ss&pen
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Figura 3 - Efeito do tempo de repouso sobre o sinal de aBeora normalizado para mercu
a partir das suspensées das amostras preparadagian(—s—) DOLT-3 3,6pg L™,
(—e—)BCR 186 3,Qug L™ e (—A—) TORT-2 1,2ug L™,

O sinal para mercurio diminui, embora em uma edenglativamente pequena,
com o aumento do tempo de repouso de 0 para 24.lissa pode ser atribuido a perdas da
fracdo de Hg solubilizado por adsor¢céo nas pardddsasco de PP e/ou volatilizacdo de
Hg®, ja4 que H§" pode ser espontaneamente convertido a Hg elemeataolucdo e ser
perdido por volatilizaca$’*® Essa perda parcial, entretanto, pode ser faciknevitada

pela analise da amostra logo apds o preparo derss&p, obtendo-se maxima sensibilidade
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sem qualquer tempo de repouso, ao contrario deoptocedimentos de amostragem em
suspensad?® Apesar disso, mesmo depois de 10 horas de repassgerdas podem ser
consideradas insignificantes. De fato, esse corapmmnto foi primeiramente observado em
nosso estudo prévio para avaliar a concentracéEss@ia de TMAH para tratar amostras
biolégicas e determinar as espécies de meréUfsse estudo mostrou que mesmo em
baixas concentrac6es de TMAH o sinal para merdictu préximo daquele obtido com
concentracdes mais altas. Naturalmente, a proxiapadoi eliminar o TMAH e investigar
uma suspensdo com apenas agua e a amostra. Netrt@oo uso de tratamento com
agua pode ser uma boa alternativa para minimizadegsyantagens de procedimentos
convencionais em termos de numero de etapas aasjitempo, eficiéncia de extracéo e
baixo consumo de reagentes.

Uma possivel explicacdo para esse comportameqte éxiste uma reagdo muito
rapida envolvida no processo de geracdo quimicavap®r de mercurio a partir de
particulas solida¥® Pode-se assumir que a maioria do merclrio perreaneltiso nas
particulas sélidas até a adicdo do agente redutpral € capaz de liberar o mercurio para a
fase vapor devido a um aumento na entropia dons#st® mercurio liberado a partir das
particulas sélidas para a solugdo € rapidamentesftranado em vapor de mercurio
atdbmico, o qual é entéo carregado pelo fluxo déraogpara o tubo de quartzo.

Preparar uma suspensdo aquosa de amostras kasldmide ser uma alternativa
para a digestdo acida convencional a fim de serdetar mercirio e suas espécies nessas
amostras, evitando-se a interconversao das espéldegiue nenhum aguecimento é
necessario, perda do analito devido a volatilizagdwitada, e o procedimento é também
muito menos propenso a contaminagcdo. Uma vantagkcioal é a ndo utilizacdo de
guantidades grandes de acidos minerais concentradoguais sempre representam um
risco para a saude do operador, para 0 meio ambienpara a manutencdo dos

equipamento8.

4.1.3. Efeito da concentracdo de NaBH

Como mostrado na Figura 4, a absorvancia integaad@enta com o aumento da

concentracdo de NaBHpara a suspensdo da DOLT-3 e solucédo padrdao daimeeaté
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1,5% mlv, alcancando um platé para concentracOedNa®H, de 1,5 a 3,0% mlv,
diminuindo rapidamente para concentracfes mais.dllana ligeira diferenca pode ser
notada para a suspensdo da BCR 186, para a quedl@smentou até uma concentracao

de NaBH de 3,0% m/v, diminuindo rapidamente para conced@s mais altas.
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Figura 4 — Efeito da concentracdo de Na, sobre o sinal de absorvancia para suspenst
amostra e uma solucdo padréo preparadas em agma--BOLT-3 8,2ug L™,
(—e—) BCR 186 6,819 L™ e (—A—) Hg?* 5,0pg L™

A diminuicdo do sinal para concentragcdes mais aleasgente redutor pode estar
relacionada ao excesso de vapor formado, além jglor e mercurio, durante a reagcéo de
geracao quimica de vapor devido a alta concentrdgdgaBH, incluindo vapor de agua,
gue em ocasides pode condensar na linha de trénsigrimpedindo a passagem do vapor
do analito. Consequentemente, a concentracédo déi)NfaB selecionada como 1,5% m/v
estabilizada com 0,5% m/v de NaOH para determindeddg inorganico e 3,0% m/v em

NaOH 1,0% m/v para determinacéo de Hg total, adftncompensar a presenca de KMnO
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4.1.4. Avaliacdo da concentracido de KMn©

Mercurio inorganico foi determinado usando a réucom NaBH a partir da
suspensao, ao passo que mercurio total foi detadwidepois da oxidacdo do mercurio
organico para mercurio inorganico na suspensaeéstida reacdo com KMnQO efeito da
concentracdo de KMnOno sinal analitico foi avaliado pelo uso de doRMCe uma
solucdo padrdo de mercurio inorganico. Pela Figupade ser visto que, sem a adicdo de
KMnQO,, o sinal é relativamente baixo para ambas as aasost para a solugdo padrao,
porque sob essas condigcbes somente mercurio inocogéage efetivamente com NaBH
para formar vapor de mercurio elementar. Com o atonga concentracdo de KMp©
sinal para mercario nas amostras e solucdo padrawrda significativamente, como
resultado da conversdo de mercurio organico & Has amostras e devido a uma possivel
acao catalitica do manganés para a reacdo de gedac@apor de mercurio a partir da
solucdo padrédo, o que a principio parece ser abtdrm, jA que se trata de um oxidante. A
adicdo de uma solugédo de KMn@,0% m/v permitiu obtencédo de intensidades de sina
adequadas, com um comportamento similar para tagdasmostras analisadas e para a
solucdo padrdo. Portanto, essa concentragdo de Kkdn®scolhida como 6tima e usada
nos experimentos posteriores. A adicdo de KMedh altas concentragbes resultou na
formacgéo de um precipitado marrom para algumas asosnuito provavelmente devido a
formacdo de Mn@ Por outro lado, a cor roxa caracteristica do Klyld@saparecia em
menos de um minuto para as suspensdes preparatasaproximadamente 500 mg de
amostra, quando concentragfes mais baixas de KMm@m adicionadas. Neste caso,
concentracdes mais altas foram necessarias pagir atompleta oxidagdo do analito, ja

gue os componentes da amostra estavam consummdmaa do KMnQ.
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Figura 5 - Efeito da concentracédo de KM, sobre o sinal de absorvancia para mercuric
suspensdes de amostra e solugéo padréo prepanadasi@. (—e—) DOLT-3 13,5ug L™,
(—m—) BCR 186 7,ug L™ e (—A—) Hg?* 10,0pg L™

4.1.5. Avaliacédo do tempo de reacdo com a solucé® KIMnO 4

Um ponto muito importante para mencionar € a foBmado hidreto volatil
CHzHgH a partir da reducdo do metilmercurio, por NgB#h meio &cido, ao invés do
vapor de mercurio atdmico, o qual é produzido dirpda reducdo de H§por NaBH, ou
SnChL.> Para que se possa medir 0 mercirio total, uma nuemsicio prévia do
metilmercurio e de outras espécies organicas é&ségd o0 que nesta parte do trabalho foi
atingido pelo emprego da oxidagdo com KMnémo ja mencionado.

Depois da concentracdo de KMp@®@timizou-se o tempo requerido para oxidacao
total de mercurio organico a Fignas amostras biolégicas com uma solucdo de KMnO
2,0% m/v, como visto na Figura 6. Um tempo de reaig dois minutos foi selecionado
como 6timo para as amostras, ja que para BCR Kaabde mercurio é repetitivel depois
desse tempo, e nenhuma melhoria significativa btida para periodos de reacdo mais
longos para as outras amostras. Um outro detallporiante reside no fato que a
sedimentacdo de particulas sdlidas apos a fornd&8aspensao € mais rapida que aquela

observada com o tratamento com TMAH. Este fato atoan agitacdo mecanica
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imediatamente antes da pipetagem da amostra uma etaito importante, a fim de

assegurar a homogeneidade da suspensao.
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Figura 6 — Efeito do tempo de reacdo com a solucao de K4 2,0% m/v sobre o sinal (
absorvancia para mercurio nas suspensfes de amastiacao padrdo preparadas em agua.
(—e—) DOLT-3 14,4ug L, (—=—) BCR 186 6,Qug L™ e (—A—) Hg?* 10,0pg L™

4.1.6. Parametros de mérito

Os parametros de mérito para ambos os procedimdotam obtidos usando
solugdes aquosas de ¥igom e sem a adicdo de KMpGComo é mostrado na Tabela 2,
um limite de detec¢édo (LD) mais baixo foi obtidaoga determinacdo de mercurio total
usando KMnQ, visto que a sensibilidade, medida pela inclinad@aurva de calibracao,
foi mais alta para este procedimento. O LD foimidfh como trés vezes o desvio padréo de
dez leituras do branco, dividido pela inclinacdo aava de calibracdo. O limite de
guantificacdo (LQ) € definido como trés vezes o KI3. valores de limite de deteccao
mostrados na Tabela 2 foram calculados para ast@sdmseados em uma massa de 500
mg. Um ponto para mencionar é que as sensibilidpdes a determinacdo de mercurio
total e inorganico estdo muito préximas, como aafihente proposto, sendo ainda maior
para mercurio total, diferentemente do procedimento o tubo de quartzo aquecido, a ser

discutido. Em geral, os LD obtidos foram perfeitateeadequados para as amostras
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bioldgicas analisadas ndo se necessitando de [moa@ds de pré-concentracdo, exceto
para a amostra ERM-CE 278, que tem uma concentregéito baixa de mercurio
inorganico.

Tabela 2— Figuras de mérito para a determinacdo de Hbdadteorganico em solucédo padréao

aguosa com e sem KMnQ,0% m/v, por CV AAS.

Solucao padréo KMn9O Inclinacéao / R LD/ Faixa de Calibracao
(Mg LH*'s ng g* /ug L

Hg™* Nao 0,037 0,9992 20 3,0-15,0

Hg total Sim 0,048 0,9999 16 3,0-15,0

4.1.7. Calibracdo com metilmercurio

Um estudo com solugbes de metilmercurio foi reakz para avaliar seu
comportamento em diferentes meios de preparo. 8edugadrdo de metilmercurio foram
preparadas em &cido cloridrico 0,6 mét bu em n-propanol. Imediatamente antes da
medida, 1,0 mL de uma solucdo de HCI 1,0 mdl fbi adicionado as solucdes de
metilmercurio quando em meio de n-propanol. A cajfio para cada meio das solugcbes
padrédo de metilmercurio foi realizada com e sendigda de 20QUL de uma solucéo de
KMnO, 2,0% m/v. A Tabela 3 apresenta os paréametros d#&ongara as curvas de
calibracdo em ambos os meios com adicdo de KM&Sses resultados confirmam que
metilmercurio é eficientemente hidrolisado peladagéo com KMn@ particularmente
porque a sensibilidade da curva de calibracéo cbigHG em HCI na presenca de KMpO
é muito similar aquela para a determinacdo d&".Hdma sensibilidade 10% menor foi
obtida para a curva de calibragéo realizada corgHGHem n-propanol, o que pode estar

relacionado a maior viscosidade deste meio, o digelth a liberagédo do vapor de Hg.
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Tabela 3— Figuras de mérito para a determinacao de mera(partir de solucfes padrdo de

metilmercdrio em HCI e n-propanol com KMp@,0% m/v, por CV AAS.

Solucéo padréao KMn9O Inclinacdo / R LD/ Faixa de Calibracéo
(Mg LH*s ng g* /ug L

CH3zHg'/HCI Sim 0,036 0,9999 - 3,0-12,6

CHsHg'/n-propanol Sim 0,033 0,9998 - 3,0-12,0

Um comportamento um pouco diferente foi observaata s curvas de calibracédo
sem a adicdo de KMnOEsperava-se que nenhum sinal seria obtido sals essadicdes, ja
gue nenhuma etapa de oxidacao foi empregada. Adiguostra as curvas em HCI 0,6
mol L' e em n-propanol, sem a etapa de oxidacdo com KMR@de ser observado que
hidrolise parcial de metilmercario acontece e gste efeito é fortemente dependente da
concentracdo de metilmercurio. Uma reacdo rapigassivelmente catalisada por acido
pode acontecer, sendo as solucdes de calibracdmesm acido aquelas que sofrem a
hidrolise mais acentuada. Apesar disso, o efeitoitdluéncia negligenciavel na analise
das amostras biologicas, ja que todas tém concéotde metilmercurio em solu¢cdo menor

ou igual a 6,44g L™, concentracédo na qual o efeito da hidrélise nigréficativo.
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Figura 7 — Avaliagdo do meio de preparo da solucao padeduetiimercurio.

(—m—) n-propanol e (—A —) &cido cloridrico 0,6 mol L
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4.1.8. Resultados analiticos

Na maioria dos CRM, metilmercario e mercurio irfongo sdo encontrados em
concentracdes muito mais altas em relacdo as cegpExies, dependendo da natureza do
CRM. Em todos os casos, a diferenca entre 0 mertsial e o inorganico foi considerada
como metilmercurio, o que teve uma boa concord&miaos valores certificados.

A exatiddo do método foi avaliada pela analisevdgos CRM. Os resultados
obtidos para Hg total, H§j e CHHg" estdo apresentados na Tabela 4. Os valores
determinados para mercurio inorganico concordam aalfierenca entre as concentracdes
de metilmercurio e mercurio total certificadas amcresultados publicados previamente
[4], ficando dentro do limite de confianca de 95% \@lor certificado ou proximo dos
valores informados dos materiais de referéncia stnyados. A concentracdo de

7

metilmercario € reportada para duas amostras icadds e os valores estdo em boa
concordancia com os obtidos neste trabalho. Estaocgdancia € outra evidéncia para
demonstrar que os valores obtidos por CV AAS saidacao da amostra corresponde a
concentracdo de HY A concentracdo de mercurio organico obtida, dattau como a
diferenca entre os valores obtidos com e sem o&alagsando KMng) também concorda
com a concentragdo de metilmercurio certificadea@®do com o testepara um nivel de
confianca de 95%. Isso demonstra que a concentidauercurio organico obtida pela
diferenca é praticamente de metilmercurio. O depeaidrdo relativo foi menor que 7,0%

para a maioria das amostras.
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Tabela 4— Resultados analiticos para a determinacéo dmtdb(com adicdo de KMnf inorganico (sem adi¢do de KMgQCe metilmercario
(obtido pela diferenca entre Hg total e2H§gem CRM preparados na forma de suspensdo aqup&VpaAS. Valores obtidos (médialimite de

confianca) enug g*; n = 3.

Mercurio total Metilmercurio (como Hg) Mercurio irganico
Certificado Encontrado  Certificado Encontrad®  Informado”® Encontrado
BCR 186 1,97 £ 0,04 2,01 £0,22 NI 0,70 + 0,08 1,5+0,f 1,30+0,14
DOLT-3 3,37 £0,14 3,51+0,19 1,59+0,12 1,65 +0,04 1,78 1,86 £ 0,19
TORT-2 0,27 £ 0,06 0,28+0,03 0,152 +0,013 0,148 +£ 0,009 0,118 0,135 + 0,021
ERM-CE 278 0,196 £ 0,009 0,193 + 0,031 NI ND NI <LQ

2 Calculado como a diferenca entre Hg total e Hogéoico.” Calculado como a diferenca entre Hg total et como Hg.

° Determinado por Torreat al.*. NI: ndo informado. ND: ndo determinado.
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4.2. Determinacdo de mercurio total e inorganico eramostras bioldgicas usando CV

AAS ap0ds o pré-tratamento com TMAH ou microondas

Em um trabalho prévio, Torre al? desenvolveram uma técnica usando CV AAS
para especiacdo de mercurio através da solubitizegd TMAH em amostras bioldgicas.
A geracdo quimica de vapor, obtida pelo uso de NaRdrmitiu a determinacdo de
mercurio total com o tubo de quartzo aquecido ena wmama de ar-acetileno, e de
mercurio inorganico com o mesmo atomizador a teatpex ambiente. A partir dai, ficou
claro que o tratamento das amostras com TMAH éeseawicapaz de quebrar a ligacdo
entre mercurio e o radical metil sob as condic@epregadas. Entretanto, o aguecimento
do tubo de quartzo diminui consideravelmente ail#idade para a determinacdo de
mercurio total, tendo em vista a reducdo do tengoedidéncia dos atomos na ceélula de
absorcdo. Para contornar esta limitacdo, uma atteanmuito simples é a determinacéo de
mercurio total a temperatura ambiente depois de puéatratamento da amostra que
assegure que todas as espécies de mercurio temhamxiladas a HJ. Deste modo, é
possivel determinar seletivamente as espécies delrte presentes nas amostras
biolégicas, sendo o mercurio inorganico determinaakw amostras tratadas com TMAH e o
mercirio total (H§" e merctrio na forma organica) determinado nas @E®pPos
digestdo acida em forno de microondas pela téaec&V AAS com o tubo de quartzo
mantido a temperatura ambiente. Nesta parte dalh@alserdo apresentados os resultados
da determinacdo de mercurio inorganico nos CRMaded com TMAH, sendo a
concentracdo de mercurio total medida pela mesorac& mas com o aquecimento do
tubo de quartzo em uma chama de ar/acetileno, poisida digestdo acida dos CRM em
forno de microondas. CV-GF AAS com retencao do vaoo um tubo de grafite aquecido
tratado com Au foi usada para otimizar algumas @ed$ de geracdo de vapor nas
amostras tratadas com TMAH. Como no método anteaioconcentracdo de mercurio

organico € obtido pela diferenca.
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4.2.1. Efeito da concentracdo de NaBH

O efeito da concentracdo de NaBbbbre a geracdo de vapor frio a partir das
amostras digeridas com &cido em forno de microoondasatadas com TMAH pode ser
visto nas Figura 8 e 9, respectivamente. Para amsteas digeridas em microondas, a
absorvancia integrada aumenta com um aumento r@rwacido de NaBfpara mercurio
total nas solucdes de DOLT-3 e BCR 186 até 1,0% difminuindo para concentracoes
mais altas do agente redutor. Para a solucdo patirddg’, a absorvancia integrada
aumenta com a concentracdo de NaBi#te 1,0% m/v, mantendo-se em um platd para

concentracoes de NaBlde 1,0 a 3,0% m/v.
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Figura 8 — Efeito da concentracéo de Na, sobre o sinal de absorvancia para as solugd
amostra digeridas com acido em forno de microoedara solucédo padrdo em meio acido.
(—m—) DOLT-3 13,3ug L™, (—e—) BCR 186 7,9ug L™ e (—A—) Hg?* 5,0pug L™

A diminuicdo do sinal de mercurio nos CRM digerigia concentracdes mais
altas de NaBH pode estar relacionada a alta producdo de vaphmesite a reacdo de
geracao quimica de vapor, o que pode diluir o valgomercurio e diminuir o tempo de

residéncia dos atomos de mercurio na cela de augogg portanto, o sinal de absorvancia.



39

Desta forma, a concentracdo de NaBél selecionada como 1,0% m/v em NaOH 0,5%
m/v para determinacdo de mercurio total.

O perfil do gréfico para o estudo da concentragdd\dBH, por CV-GF AAS,
obtido previamenfe com as suspensées de CRM tratados com TMAH diferebtido
para os CRM digeridos, como mostra a Figura 9. Bamaeio alcalino, a absorvancia
aumenta com a concentracdo de NaBlra os trés CRM até a maior concentracdo
estudada, 6,0% m/v, enquanto que para a solucd@gadn meio de TMAH o sinal &
praticamente estavel a partir de 3,0% m/v do redsimilarmente ao caso anterior. O mais
provavel é que mais redutor € requerido neste em@i@omparacdo as amostras digeridas
devido a presenca da matriz das amostras, vistog|@RM ficam na forma de suspenséo
no meio de TMAH. Entretanto, a concentracdo de Na&#Hkecionada foi de 3,0% m/v em
NaOH 1,0% m/v a fim de reduzir a quantidade de agoadensada na linha de

transferéncia, a qual piora a preciséo.
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Figura 9 — Efeito da concentracdo de Na, sobre o sinal de absorvancia para as suspens
CRM tratados com TMAH e uma solucao padréo em Thbbkido por CV-GF AAS.
(—A—) DOLT-2 10,8ug L™, (—0—) BCR 186 9,9ug L, (—O—) GBW 9101 10,9 L*
e (—V—) Hg?* 10,0ug L™
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4.2.2. Tratamento da amostra com TMAH

O efeito do volume da solugédo de TMAH sobre olgieaabsorvancia do mercurio
previamente avaliadgara suspensdes de trés das amostras biolégitdisagas por CV-
GF AAS é apresentado na Figura 10. As intensidddesinal de mercurio, normalizadas
para a massa de amostra, foi quase constante jiaea3,0 mL de TMAH. Um detalhe
importante para ser mencionado é a producdo demaspuando volumes relativamente
grandes de TMAH foram empregados. Desta formadoiaao o seguinte procedimento: 5
pL de TMAH por mg de amostra, usando um minimo @enil. do reagente para massas

menores que 200 mg (para os CRM que apresentarardoagdes mais altas de mercurio).
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Figura 1C — Efeito do volume de TMAH sobre o sinal de absocidpara as suspensofes
CRM tratados com TMAH obtido por CV-GF AAS. (&—) DOLT-2 8,6ug L™,
(—O—) BCR 186 7,ug L™ e (—O—) GBW 9101 8,6ug L™

A concentracdo mais alta de HCI de 2,5 mdl fioi selecionada a partir dos
resultados obtidos por CV-GF AASje acordo com o gréfico da Figura 11. Foram usadas

as mesmas condi¢des: uma aliquota de 3,0 mL darss&p do CRM em meio de TMAH
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foi transferida para o frasco de reacdo juntamenite 2,0 mL de HCI 2,5 molte 100uL

de agente antiespumante.

0,60
AN
| p———p=—f—
s 0,45
® o
— /
{ ©
g S
c
= 030 \O o o
'S
c
«©
2
2 0,154
QO
<
0100 T T T T T T T T T T

1 ' 2 3 4 5 6
Concentracdo de HCI / mol'L

Figura 11 — Efeito da concentracdo de HCI sobre o sinabder@éncia para as suspensdes de
CRM tratados com TMAH e uma solucéo padréo em Thbbkido por CV-GF AAS.
(—A—) DOLT-2 10,8ug L™, (—J—) BCR 186 9,ug L™, (—O—) GBW 9101 10,8:g L™*
e (—V—) Hg?* 10,0pg L™

4.2.3. Digestéo acida dos CRM assistida por microdas

Pré-tratamento da amostra com digestdo acida dériemarganica é tipicamente
requerido antes da pré-concentracdo de elemeatgs firesentes em amostras bioldgicas e
ambientais. Felizmente, a geracdo quimica de vg@@mente ndo requer decomposicao
completa da matéria organica. Tudo que é requendoHG AAS e CV AAS é que o
elemento do analito seja liberado de sua ligacamiqga com os componentes da matriz e
transformados em um estado de oxidacdo bem defitédacomo HG', que pode ser

reduzido a mercurio elementar pelo redutor Naf4?
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Visto que o meio da amostra neste procedimento pdétratamento €
suficientemente acido (pH < 0) a etapa na qualatitarseré determinado para as amostras
digeridas € mais rapida que aquela para as amastma$MAH. Isso acontece porque
somente a solugdo da amostra é pipetada nesselipnecto, sem a necessidade de adicao
de &cido ou agente antiespumante. Além disso,sedrde reacdo, depois de cada medida,

permanecia muito limpo, em contraste com aqueléaipara as suspensées em TMAH.

4.2.4. Tempo de repouso para amostras em TMAH

As perdas durante a estocagem podem representar fraigio importante do
mercurio inicial presente na mesma solucdo e, comsgemente, podem causar Sérios
erros sistematicd¥.Dois grupos de pesquisa diferentes tém propogilicagéo para esses

eventos. De acordo com Blooat al,*®

mercurio pode ser perdido para as paredes do
frasco a partir de amostras ndo preservadas oletarpbeservadas em acido. Garrafas de
polietileno, por exemplo, permitiram a difusdo dg’ ldtravés das paredes para e a partir
das amostras, dependendo da concentracao na amast@mosfera de estocagem. Krivan
et al*’ propés mecanismos para essas perdas, os quaig¢ntaimbluem adsorcdo de
mercuario nas paredes do vaso, volatilizacdo de ostop de mercurio e reducdo dos
compostos de mercurio a mercurio elementar seguidaua volatilizacao.

Tendo em vista esses pontos, um estudo para ragaksiveis perdas de mercurio
durante a estocagem de amostras biologicas preysaead TMAH foi realizado. Os frascos
usados para este estudo foram de polipropilenadcitio fechados com um diametro de 2,7
cm e uma altura de 11,5 cm, a temperatura ambi@nggeito do tempo de repouso sobre a
intensidade do sinal de absorvancia normalizada {pés suspensdes de CRM foi avaliado
durante um periodo de vinte e um dias, como podeis® na Figura 12. O sinal de
absorvancia integrada para cada suspensao foi lwaid@com relacdo ao de uma solucao
padrdo de HY 10,0 ug * em HNQ 5,0% v/v preparada diariamente. As intensidades do
sinal de absorvancia para as amostras, no gemahwliram até o décimo quarto dia, sendo

a diminuicdo mais pronunciada depois do sétimo@ggpois do décimo quarto dia ha uma
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tendéncia para estabilizacdo. A diminuicdo sugelailizacdo de mercurio e/ou difusdo de
mercurio através das paredes do frasco. Vaporemateurio foram produzidos pela
simples elevacédo do pH da amostra para 13 usanddase forte ou TMAR? Perdas de
mercurio também foram detectadas em meio de TMAHVjxira et al® Perda significante
de mercurio, até 50%, para as amostras estudadbes guorrer em vinte e um dias,
indicando que a suspensdo da amostra em TMAH daverseferencialmente analisada

imediatamente depois do preparo.
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Figura 12 — Efeito do tempo de repouso sobre o sinal derafisoia normalizado para mercurio a
partir das suspensées dos CRM em TMAH.&—) DOLT-3 7,2ug L™,
(—e—) BCR 186 6,Qqug L™ e (—a—) TORT-2 1,3ug L™

4.2.5. Volume de amostra

O volume de amostra digerida injetado no frascoededo € de grande importancia
ja que esta diretamente relacionado com o limitdateccdo. Esse volume foi variado de
1,0 a 5,0 mL e foi possivel observar um aumenteeliaear do sinal de absorvancia com

o volume, mostrando um comportamento muito sinditarele observado por Ribeeroal.,
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® que usou 0 mesmo sistema de CV AAS deste tralpgifodeterminar a concentracéo de
mercurio total em amostras ambientais sélidas pa€pa na forma de suspensdo em meio
acido. O volume de 3,0 mL foi adotado. Nesta cdmipoa sensibilidade e repetitividade
sdo obtidas. Além disso, a mesma sensibilidadesegasada para os dois procedimentos de
determinacdo usados no presente trabalho, o gueseh@al para precisdo aceitavel da

concentracdo de metilmercurio.

4.2.6. Especiacdo

Em trabalho desenvolvido previamént também por Kaerchat al®®

pode-se
demonstrar que é possivel determinaf ‘Hgletivamente em CRM bioldgicos tratados com
TMAH por CV AAS, mantendo o tubo de quartzo a terapga ambiente. Nesta condicéo,
nao ha energia suficiente para clivar a ligacacedrt) e o radical organico. Depois disso, a
medida das mesmas amostras com o aquecimento addéutuartzo em uma chama de ar-
acetileno, torna possivel a determinacdo de merdatal. Entretanto, o aquecimento do
tubo de quartzo diminui consideravelmente a sdidabie para a determinacdo de
mercuario total. Uma maneira muito simples de cordoressa limitacdo é usar um
procedimento alternativo para clivar a ligacdo apnadical organico, ao invés de aquecer
o tubo, a fim de obter um limite de deteccdo simidmuele para Hg. Varios
procedimentos com agentes oxidantes sdo possiaeisogidacdo da matriz da amostra e
determinacdo de mercurio total. Nesta parte doakinab digestdo acida das amostras
assistida por microondas foi escolhida, permitiddterminar a concentracdo de mercurio
total com melhor sensibilidade, usando as mesmasligies empregadas para a
determinacéo de H Além disso, uma estimativa da concentracdo démeetirio pode
ser obtida como a diferencga entre as concentrai@esercurio total e inorganico, sendo a

concentracao de mercurio inorganico determinadamastras tratadas com TMAH.
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4.2.7. Parametros de mérito

Os parametros de mérito para ambos os procediménédamento com TMAH e
digestdo &cida) foram obtidos usando solucdes aquids H§" em HNQ 5,0% viv. Os
limites de deteccdo (LD) nas amostras tratadas davtAH apresentam valores
comparaveis aos obtidos em meio acido, como espedado que as determinacfes foram
feitas sob as mesmas condi¢Bes instrumentais.n@®&di de deteccdo na amostra foram
0,021pg g* e 0,041ug g* para mercurio inorganico e total, respectivamevigto que a
massa de amostra para mercurio total foi metadeetagara determinacdo de mercurio
inorganico. As massas de amostra usadas para aralesl LD para mercurio total e
inorganico foram 250,0 e 500,0 mg, respectivameameym volume final de 25,0 mL.

A sensibilidade obtida para a determinacao de ki gopartir dos CRM digeridos
em microondas com o tubo de quartzo a temperatalaeate foi trés vezes melhor que
aquela obtida empregando o aquecimento do tubaiaezg: 0,029 s lug* contra 0,010 s
L ug* com aquecimento. Como conseqiiéncia, o limite decd@o para mercurio total
melhorou consideravelmente utilizando as amostigexidas em microondas ao invés do
aguecimento do tubo de quartzo. A Tabela 5 apresehtparametros de mérito para a
determinacdo de mercurio total e inorganico em CGiRivados com TMAH ou digeridos
com &cido.

A digestdo acida dos CRM assistida por microondai @ determinacdo de
mercurio total possibilitou a construcdo de umadmurva de calibracdo, com as solucbes
padrao em meio de HNG,0% v/v, para ambos os procedimentos (tratamzortoTMAH
ou com acido), tornando o método ainda mais rapitho.coeficiente de correlagéo tipico
de 0,9999 na curva de calibracdo foi obtido. Aléssal a etapa de medida de Hg total nos
CRM digeridos é mais rapida do que aquela com asnoe tratados com TMAH com o
tubo de quartzo aquecido na chama de ar/acetii@npie somente o CRM digerido precisa
ser pipetado e transferido para o frasco de reagaqual, depois de cada medida,

permanecia muito limpo, em contraste com aqueldaupara as suspensdoes em TMAH.
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Tabela 5— Figuras de mérito para a determinacao de Hgdaterganico por CV AAS com e sem

0 aquecimento do tubo de quartzo.

Solucdo padrao/ Chama/ Inclinagéao / R LD/ Faixa de Calibracao /
Hg”* AriCHz (g LhH*s ng g* ug L*
HNO; 5,0% v/v Nao 0,029 0,9999 2¥471° 3,0-15,0
TMAH 1,0% m/v Nao 0,031 0,9983 25 1,0 - 50,0
TMAH 1,0% m/v Sim 0,010 0,9995 130 1,0 -50,0

2 Limite de deteccdo para Hg® Limite de deteccéo para Hg total.

4.2.8. Resultados analiticos

A exatiddo dos métodos para a determinacdo deunmerotal e inorganico foi
avaliada pela andlise de alguns materiais cerdifisade referéncia. Os resultados obtidos
para mercurio total, Hj e CHHg" estdo apresentados nas Tabelas 6 e 7. Os valores
determinados para mercurio inorganico concordam eomiferenca entre os valores
certificados para metilmercurio e Hg total e corsutados publicados anteriormente, os
quais ficaram dentro de um limite de confianca &8 9dos valores certificados ou
préximos aos valores informados para os materiaisraleréncia. Essa concordancia
confirma que o valor obtido por CV AAS depois datamento com TMAH corresponde a
concentracdo de Hf A concentracdo de mercurio organico, calculadacca diferenca
entre os valores obtidos por CV AAS depois da dégesda amostra assistida por
microondas e pré-tratamento da amostra com TMAH emem aquecimento do tubo de
guartzo, também concorda com a concentracdo démastiirio certificada, de acordo com
o testet para um nivel de confianca de 95%. Isso sugereaquancentracdo de mercurio
organico obtida pela diferenca mencionada é de rfatlmercurio. Os desvios padrédo
relativos foram no geral menores que 3,0% paraRig Gigeridos e menores do que 6,0%
para aqueles tratados com TMAH. Os desvios padiativos para os CRM tratados com

TMAH sendo o tubo de quartzo aquecido na chamarteeadleno foram, em geral,
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menores que 10,0%. Neste caso, o limite de detguay@oHg total nas amostras foi de 0,13

ug g'.
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Tabela 6— Resultados analiticos para a determinacéo dethlg(amostras digeridas em forno de microondasjgéanico (amostras em TMAH)

e metilmercurio (obtido pela diferenca entre HgltetHg") em CRM por CV AAS. Valores obtidos (médidimite de confianca) emg ¢g*; n =
3.

Mercurio total Metilmercurio Mercurio inorganico
Certificado Encontrado  Certificado Encontradd Informado®  Encontrado
BCR 186 1,97 £ 0,04 2,02 £ 0,07 NI 0,60 + 0,20 1,5+0,f 1,41 £ 0,26
DOLT-3 3,37 £0,14 3,50 + 0,08 1,59+0,12 1,64 +£0,19 1,78 1,86 £ 0,27
TORT-2 0,27 £ 0,06 0,30+0,02 0,152 +0,013 0,166 + 0,010 0,118 0,138 + 0,030
ERM-CE 278 0,196 + 0,009 0,226 + 0,036 NI ND NI <LQ

2 Calculado como a diferenca entre Hg total e Hgg@oico.” Calculado como a diferenca entre Hg total e;k¥ como Hg.
° Determinado por Torreat al.*. NI: ndo informado. ND: ndo determinado.
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Tabela 7— Resultados analiticos para a determinacédo ditdh(com aquecimento do tubo de quartzo), indggafcom o tubo de quartzo a
temperatura ambiente) e metilmercurio (obtido péflerenca entre Hg total e Hyyem CRM tratados com TMAH por CV AAS. Valores oo

(média+ desvio padréo) emg g*; n = 3.

Mercurio total Metilmercurio Mercurio inorganico

Certificado Encontrado  Certificado Encontrad®  Informado Encontrado
BCR 186 1,97+0,04 2,10+0,30 NI 0,60 £ 0,30 NI 1,50+0,10
DOLT-2 2,14 +£0,28 2,21+0,02 0,693+0,053 0,72+0,04 1,48 1,49 +0,03
TORT-2 0,27 £ 0,06 0,27 +0,01 0,152+0,013 0,14+0,02 0,118 0,13 +0,02
DORM-1 0,798 £ 0,074 0,226 +0,036 0,731 +0,060 0,64 +0,04 0,129 0,16 + 0,02
BCR 278 0,196 £+ 0,009 0,18 +0,01 NI 0,09 + 0,03 NI 0,09 +0,03
BCR 397 12,3+0,5 125+04 0,87 0,60 + 0,05 11,5+0,5 11,9+£0,2
GBW 9101 2,16 +0,21 2,10+0,10 NI 1,50+ 0,10 NI 0,60 + 0,04

& Calculado como a diferenca entre a concentrac&tgdetal menos a de Hg inorganico.
® Calculado como a diferenca entre a concentracétgdetal menos a de GHg' como Hg* Valor informado. NI: n&o informado.
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5. CONCLUSOES

Sao propostos trés métodos muito simples e rapdos a determinacdo de mercurio
total e inorganico em CRM biolégicos preparadogonma de suspensdes por CV AAS. Todos
permitem determinar a concentracdo de metilmerc@@on manipulagdo de padrdo de
metilmercario, possibilitando a andlise de espédagem o0 uso de qualquer técnica
cromatografica. Desta forma os métodos se mostragagquados para analise rotineira e para
determinar a concentracdo das espécies de meragiamostras propostas, sem necessidade de
pré-concentracao.

O método no qual se empregou o tratamento dos GitMagua e oxidacéda situ com
permanganato de potassio provou ser rapido, segomoientalmente correto e confiavel para a
determinacao proposta. O procedimento de prepaamdstra proposto minimiza as chances de
contaminacgdo, jA que somente agua desionizadada ysaa preparar a suspensdo. A maior
vantagem deste procedimento é que somente um miemeagentes e etapas de manipulacao
da amostra séo requeridos. Esse procedimento sipptieria ser Gtil para analise de rotina ou
como um procedimento classificatorio de rotina pasderiais bioldgicos.

O procedimento de pré-tratamento da amostra com HNWomove um método de
solubilizagdo simples, seguro, rpido, reprodutavoefetivo para amostras biol6gicas. O
procedimento proposto para a determinacao de nmernoial a temperatura ambiente, depois da
digestao acida da amostra em forno de microondaantg um limite de deteccao similar aquele
obtido para Hf'. A etapa de medida de Hg total nos CRM digerido®is rapida do que aquela
com 0s mesmos tratados com TMAH quando o tubo detzp é aquecido na chama de
ar/acetileno. Além disso a sensibilidade é tréeverenor quando o tubo de quartzo é aquecido

na chama de ar/acetileno.
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