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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvido um método rapido, simples e preciso
para a quantificacdo e fracionamento de mercario em materiais de referéncia
certificados tratados com hidréxido de tetrametilamoénio (TMAH) por geracdo de
vapor a frio acoplada com espectrometria de fluorescéncia atdmica (CV AFS). As
investigacbes realizadas neste estudo mostraram que as condigbes o6timas de
compromisso para a determinacéo de Hg total em amostras bioldgicas sdo 6% (v/v)
de HCI, 4% (m/v) de SnCl,;, 0,05% (m/v) de KMnO,. Tanto para as amostras
digeridas quanto para as amostras tratadas com TMAH deve-se adicionar 0,4% v/v
de anti-espumante e 1% v/v de HNOs. Ja para a determinagdo de mercurio
inorganico em amostras biolégicas tratadas com TMAH utilizam-se as mesmas
condicbes utilizadas para o mercurio total, entretanto ndo € adicionado o
permanganato de potassio. A determinacdo de mercurio total nas amostras digeridas
foi realizada com sucesso, no qual os valores encontrados estdo de acordo com 0s
valores de referéncia considerando um limite de confianca de 95% (pelo teste t
simples) e os parametros de meérito da andlise foram satisfatérios com limite de
quantificacdo (LOQ) de 7 pg kg™*. N&o foi possivel a determinacédo de Hg total nas
amostras tratadas com TMAH, dificuldades associadas a geracédo de vapor atdbmico
do mercurio organico, mesmo quando utilizado KMnO, como agente oxidante.
Entretanto, foi possivel a determinacdo de mercurio inorganico (LOQ de 13 ug kg™),
que descontado da concentragdo de mercurio total (analise das amostras digeridas)
obteve-se a concentracdo de mercurio organico, que estiveram de acordo com 0s

valores de referéncia.

Palavras-chave: Espectrometria de fluorescéncia atbmica, mercurio, TMAH,
amostras bioldgicas.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1 Histéria do Mercurio

Na mitologia romana, Mercario representa o mensageiro dos
deuses, sendo patrono dos interpretes, das linguas, protetor dos comerciantes,
das viagens e dos sonhos. Apesar de algumas das boas qualidades de seu
representante, o mercirio no organismo é téxico.*

O fascinio que este metal exerce no homem se perde no tempo e
ultrapassa geracdes. Desde os tempos mais remotos; o cindbrio, devido a sua
coloragcdo vermelha intensa, foi utilizado pelo homem em pinturas rupestres.
Era amplamente utilizado desde decoracdo de vilas romanas até cosmeéticos.
H& indicios do uso do cinabrio como pigmentos em tumbas egipcias datadas
de épocas anteriores a 1500 a.C.*

O primeiro uso, ndo decorativo do mercurio foi elaborado por
Virtruvios, famoso arquiteto romano, na amalgamacédo. Ele descobriu que o
mercurio forma facilmente amalgamas, solu¢bes ou ligas com um ou mais
metais e descreveu esse método para a recuperacdo do ouro utilizado em
vestimentas nobres (método que futuramente seria utilizado no garimpo e em
obturacdes de caries dentarias). Posteriormente o mercurio foi empregado na
medicina até meados da idade média. Muitos imperadores, por acreditarem
gue o mercurio possuia propriedades medicinais que prolongavam a vida,
sucumbiram ao tentarem assegurar a imortalidade pela ingestdo constante
desse metal. Seu uso medicinal se deve a suas propriedades antibactericidas,
tendo por isso seus compostos utilizados para diversas doencas de pele. A
partir do século XVI na Europa, Paracelsus, médico, alquimista, fisico e
astrélogo suico, tornou famoso seu uso para o tratamento da sifilis.?

Durante a idade média, seu lugar na alquimia era garantido, pois
acreditava-se que poderia transmutar o ouro através do chumbo, caso
empregassem o0 mercurio. De pigmento a elixir prolongador de vida, suas

propriedades fisico-quimicas s6 comecaram a ser descobertas em meados do



século XVIII, até entdo devido a sua natureza liqguida ndo era considerado um
metal.

Paracelsus no século XVI escrevera um livro relatando doencas
ocupacionais entre elas incluia a intoxicacdo de garimpeiros por mercurio
(doenca que mais tarde viria a ser chamada de mercurilismo ou hidrargirismo).
Anos depois Jean Fernel descrevera os sintomas decorrentes da intoxicacao
por mercuario, na época sais de mercurio eram bastante utilizados como
antibactericidas, anti-sépticos e até diuréticos (no caso do calomelano,
dicloreto de mercario (ll), HgCl,). Entre os casos mais famosos de
hidrargirismo podemos citar a intoxicagdo ocasionada pela exposi¢cdo ao
mercurio de fabricantes de chapéus de feltros, na Inglaterra, desenvolvendo
tremores e disturbios psiquiatricos, mais tarde dando origem ao termo “loucura
dos chapeleiros” (caso que inspirou Lewis Carrol a criacdo de seu personagem
chapeleiro maluco em “Alice nos Paises das Maravilhas”)®, destaca-se
também, o da baia de Minamata, ocorrido no Japao nas décadas de 1950 e
1960. Nele, residuos contendo mercario, de uma planta quimica foram
despejados diretamente na baia. Apds convertido a sua forma organica, o
mercurio foi absorvido por peixes que compunham a dieta dos habitantes
locais. Até 1970 pelo menos 107 mortes foram atribuidas a intoxicagdo por
mercurio e 800 casos da conhecida doenca de Minamata foram registrados.
Mesmo aparentemente saudaveis varios habitantes vieram a ter filhnos com ma
formacdo do sistema nervoso e consequentes problemas de desenvolvimento
cognitivo. Esse acontecimento veio a ser tornar mundialmente famoso
chamando a atencdo para os riscos que envolviam a utilizagdo do mercurio e
tornando o século XX um marco para a histéria de toxicologia deste metal.*

A partir de entdo, o mercario e seus compostos passaram a ser
substituidos e eliminados de varios processos industriais. Devido a sua
toxicidade, abundancia, persisténcia no meio ambiente, volatilidade,
capacidade de bioacumulacdo e biomagnificancia, o mercurio esta incluido em

programas de vigilancia com respaldo da Organizacdo Mundial de Saude.®



1.2 Ocorréncia:

O mercario se encontra distribuido em baixas concentragdes por
toda a crosta terrestre nas mais variadas formas, consequentemente
possuindo as mais variadas propriedades.® Raramente é encontrado como
elemento livre na natureza, normalmente compde diversas rochas como o
carvdo mineral.” Sua principal fonte é a do minério cinabrio (HgS), encontrado
em rochas vulcanicas recentes, em veios ou fraturas minerais e em areas
proximas de fontes de aguas termais.O mercurio, pode existir em trés formas
de oxidacdo, mercirio metélico (Hg’) e nas duas formas oxidadas, fon
mercuroso (Hg(l) ou Hg,**) e fon mercurico (Hg(ll) ou Hg?*) sendo classificado
em mercurio elementar, inorganico e organico. Através da especiacdo o
mercUrio elementar d& origem a outras duas espécies citadas. ®

Sua toxicidade esté relacionada a forma quimica no qual o elemento se
apresenta®® e no tempo da exposicdo ao metal, podendo ser classificada como
aguda (a curto prazo) ou crénica (a longo prazo). Na intoxicagdo aguda , 0s sintomas
tendem a aparecer ap0s uma ou mais semanas da exposicdo, dependendo da
concentracdo do metal. J& na crbnica ocorre geralmente em pessoas que trabalham
diariamente (exposi¢cao ocupacional) ou fazem uso de medicamentos contendo seus
sais. Devido a sua afinidade por grupos sulfidrilas, presente em proteinas e enzimas,
0 mercurio manifesta sua toxicidade em orgdos do sistema nervoso, respiratorio,
renal, digestivo, cardiaco entre outros.'® Compostos organicos de mercurio, que
possuem grupos alquilas ligados ao Hg, por apresentarem uma alta afinidade
lipofilica podem ser soluveis em tecido animal sendo considerados as formas
mais devastadoras ao organismo. Entre estas formas, ganha destaque o
metilmercurio por ser extremamente téxico, bioacumulativo e devido a maior
parte do mercurio presente em seres humanos encontrar-se nessa forma.®

Através do ciclo do mercurio podemos entender melhor o motivo do

metil mercurio ser o composto mais encontrado em seres humanos.
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Figura 1: Ciclo do mercurio*.

Uma vez liberado ao meio ambiente pela natureza ou acdes

O processo de formacdo de metilmercurio e dimetil mercurio

condicdes de pH e oxigenacdo do ambiente.*?

convertem Hg®* em CHsHg" e (CH3)2Hg:

antropogénicas (como queima de carvdo mineral’) o merclrio elementar
volatiliza para posteriormente ser oxidado por peréxido de oxigénio a Hg®" em
presenca da radiagcdo. Oxidado o mercurio chega ao meio ambiente aquatico
pela acdo de chuvas dando inicio a segunda parte de seu ciclo. Como Hg**, o
mercurio pode ser complexado por substancias humicas ou outros elementos

ou ainda ser convertido em Hg(CH3s), por microorganismos de acordo com as

(metilacdo) ocorre nos sedimentos de rios e lagos, quando microorganismos

Hg*" — CH3Hg" — (CHs)2Hg



O agente ativo do processo de metilacdo é um constituinte comum
dos microorganismos; um derivado da vitamina B3> com um anion CHs ligado a

um cobalto chamado metilcobalamina.*®

Formados, metilmercario e dimetilmercurio volatilizam-se da agua
com relativa rapidez, a menos que sejam transformados sob condi¢cGes acidas,
em outra espécie. Em solucdes aquosas neutras ou acidas, a producédo de
metilmercirio predomina sobre a de dimetilmerctdrio.** O metilmercirio pode
ser absorvido por peixes a medida que passa através de suas branquias e/ou
também por meio de sua dieta alimentar, bioacumulando-se. No decorrer da
cadeia alimentar ocorre o fenbmeno da biomagnificancia, onde a concentracéao
de mercurio é aumentada progressivamente.?49:1°

No Brasil, as duas principais fontes de contaminacao
antropogénicas sao as industrias de alcalis-clorados, criadas ap0s Segunda
Guerra Mundial, localizadas principalmente no Sul e Sudoeste do pais; e 0
garimpo de ouro que utiliza o Hg na amalgamacao na regido AmazoOnica que
teve seu inicio na década de 1970. *'* As industrias de &lcalis-clorados
utilizam um amalgama de sédio e mercurio no processo que converte cloreto
de sbédio aquoso nos produtos comerciais cloro e hidroxido de sédio por
eletrolise. Com o objetivo de formar uma solucdo pura e concentrada de
NaOH, é usado mercuario liguido como eletrodo negativo (catodo) da célula

eletroquimica.

H
Na" @aq + € ?g Na (em amalgama Na/Hg)

Embora o mercurio liquido ndo seja solluvel em agua ou em acido
diluido, ele pode ser oxidado ate formas mais sollveis mediante a intervencao
de bactérias presentes nas aguas naturais, tornando-o acessivel aos peixes.?

Apesar do risco que estas industrias oferecem ao meio ambiente,
desde a década de 60, devido as leis de protecdo ambiental, o mercurio tem
sido substituido gradativamente, por membranas a base de fluorcarbonetos

para separar a solucdo de cloreto de sodio da solucéo livre de cloretos no



eletrodo negativo.’ A Tabela 1 nos mostra a evolucédo do uso do mercUrio no

Brasil nas décadas de 80 a 90.

Tabela 1: Evolugcdo do uso de mercurio no Brasil entre 1979 e 1989.

Dados em % do total consumido por ano.**

Ano Cloro - Odonto - Elétrico - Usos néo
(toneladas) soda Tintas farmacéutica  eletrbnicos Revenda especificados
1979 (158) 52,0 13,8 11,2 - 15,2 8,8
1985(186) 10,1 24,5 11,1 1,8 29,6 22,9
1989(337) 4,9 10,1 4,1 2,7 48,2 30,1

Com leis ambientais promulgadas na década de 1990 o mercurio
passou a ser limitado das industrias de alcalis clorados. Atualmente a maior
fonte de contaminacdo de mercdrio no Brasil se deve ao garimpo.*** A
Tabela 2, apresenta uma estimativa da concentracdo de mercurio perdido na

natureza pelo processo de mineragdo do ouro.

Tabela 2: Producado anual de ouro e emissao de mercurio no periodo de
1985 a 1988"°

Parametros Valores (tonelada/ano) Média (tonelada/a no)
Producéo de Ouro 44-277 148
Perda de Hg para a 40-509 137
atmosfera
Perda de Hg para rios e 13-83 44
lagos
Perda total de Hg 57-554 181




1.3 Justificativa do trabalho

A alta toxicidade do mercario, sua natureza volatli a e sua
bioacumulacdo geraram um grande interesse em qualificar e quantificar suas
espécies no meio ambiente e em seres vivos expostos ao metal.®*!

Devido a baixa concentragdo nas mais variadas amostras e as
diferentes formas que o Hg pode se apresentar; € de extrema importancia o
desenvolvimento de meétodos sensiveis e capazes de quantificar as diferentes
espécies deste metal, principalmente quantificar separadamente o Hg inorganico
(Hg°, Hg* e Hg?) do Hg organico.’® Para isso, sdo necessarias diferentes
estratégias para o preparo das amostras em relagcdo as utilizadas para a
determinacdo de outros elementos, pois além de perdas por volatilizacdo, quando
nado estabilizado, pode ter sua especiacdo comprometida por causa da
transformacéo de suas espécies durante o processo de tratamento das amostras.®

Diversos métodos de preparo de amostras para a quantificacdo de Hg
com o objetivo de fracionar e/ou especiar Hg ja foram propostos na literatura. Apesar
do sucesso destas metodologias, ainda sdo necessarias metodologias mais
sensiveis, a fim de se conseguir quantificar em niveis cada vez mais baixos o Hg e
suas diferentes espécies. Neste sentido, a geracdo de vapor frio acoplada a
espectrometria de fluorescéncia atdmica (CV AFS), por ser livre de interferéncias
espectrais, ter ampla faixa linear e baixos limites de deteccéo, tornou-se uma das

técnicas mais promissoras para a determinacao de Hg.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Técnicas para a determinacao de Hg

Devido ao grande interesse na determinacdo de Hg, estdo sendo
desenvolvidas técnicas cada vez mais sensiveis e precisas para a determinacéo
desse metal em diferentes tipos de matrizes. Dependendo da natureza da amostra e
da concentracéo de Hg, diferentes métodos analiticos podem ser empregados.*

Um dos meétodos mais tradicionais para a determinacdo de mercurio
devido a sua simplicidade, baixo custo e rapidez, 0 método colorimétrico é baseado
na supressdo de fluorescéncia ocasionada pela associagcdo de ions formando
complexos com mercurio (ll), para isso, sdo utilizadas diferentes espécies, como
porfirinas, rodamina B, entre outras. Apesar de conseguir limites de deteccdo de até
1,4 pgLt " este método esta suijeito a interferéncias ocasionadas por outros metais,
como o Cd, Zn, Pb, Pd, Tl que concorrem diretamente com o mercurio para formar
complexos, exigindo diversas etapas de separac&o.'’*®

A espectrometria atbmica ainda € a técnica mais utilizada para a
determinacao de Hg, sendo que, os métodos empregados podem ser separados em
funcdo do método empregado (emissdo, absorcdo ou fluorescéncia atbmica) e
ainda, de acordo com o atomizador utilizado, chama, forno de grafite, geracéo
guimica de vapor (CVG), plasma, entre outros. Um dos primeiros atomizadores a ser
utilizado em conjunto com a espectrometria de absorcéo e fluorescéncia atémica, foi
a chama. Esta técnica apresenta baixa sensibilidade para a determinacdo de
mercurio, além disso, os gases utilizados pela chama podem ocasionar
interferéncias como a supressdo de fluorescéncia ou elevados valores de fundo.
Portanto esta técnica de atomizacdo tornou-se desaconselhavel para a
determinacdo de mercurio.**%*

A espectrometria de absor¢cdo atdbmica com atomizacdo eletrotérmica
(ET AAS) oferece maior sensibilidade em comparagdo com a espectrometria de
absorcdo atbmica com atomizacdo em chama (F AAS), além de necessitar uma
menor quantidade de amostra e possibilitar a analise direta de amostras sélidas.

Entretanto, para a determinacdo de mercurio é necessério a adicao de modificadores
8



quimicos que tem a funcdo € converter o analito em uma forma menos volatil
permitindo assim atingir temperaturas de pir6lise maiores (etapa onde ocorre a
eliminacdo da matriz sem que haja a volatilizagao do analito) com isso separando o
analito dos concomitantes. A alta volatilidade do mercario compromete a
temperatura de pirdlise e com isso a matriz ndo é totalmente eliminada, ocasionando
interferéncias. Para evitar estes problemas foi proposto o uso diversos tipos de
modificadores, modelos de fornos de grafite e procedimentos para diminuir a
volatilidade do mercurio no forno. Entre as estratégias utilizadas estdo as
plataformas de grafite composta por fios de ouro, ouro/paladio e platina/rédio® e o
uso paladio como modificador permanente, alcancando estabilidade térmica do Hg a
500 graus Celsius®.

Também é possivel o uso da espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS), que tem como principal vantagem o fato do
merclrio ndo necessitar estar reduzido a sua forma elementar.?® Foi comparado o
uso da cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (GC-ICP-MS) com a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS) concluindo que GC-ICP-MS é uma técnica mais
sensivel que o GC-MS, obtendo por final um limite de deteccdo de 0,3 pg/L.*
Apesar dessas vantagens como ampla resposta, alta velocidade analitica e
excelente sensibilidade, ICP-MS é de pouca valia caso no sistema de introducéo de
amostra ocorra o efeito de memoria. Este efeito ocorre em particular com elementos
volateis como o mercario, em que este é retido no sistema de introducdo de
amostras, especialmente no injetor da tocha. Outro problema ligado ao mercurio esta
no fato de ser pouco ionizado no plasma de argonio, de maneira que a sensibilidade
da técnica para este elemento é baixa comparada a de outros elementos.?
Enquanto ICP-MS permite analises multielementares e multi-isotopicas, a
espectrometria de fluorescéncia atbmica € um método de baixo custo, de facil

operacdo e mais sensivel quando comparadas as duas técnicas.*



2.2 Espectrometria de fluorescéncia atbmica

Utilizada pela primeira vez por Winefordner e Vickers em 1964,

19.2031.32 5 espectrometria de fluorescéncia atémica (AFS) é uma

para fins analiticos
técnica de emissao atbmica, caracterizada por sua alta sensibilidade e ampla faixa
linear.**?>* Nela os elétrons s&o promovidos a um nivel energético excitado através
da radiacdo de um comprimento de onda caracteristico, emitido por uma fonte de
linha ou continua, para logo em seguida, retornar a um estado de menor energia,
emitindo uma radiacédo de comprimento de onda similar ou diferente do comprimento
de onda de excitagdo.™9%%313233 Devido & existéncia de diversas maneiras pelas
quais o atomo pode absorver e emitir a radiacdo existem diferentes tipos de

fluorescéncias, entre elas; 19:20-31:3233

a. Fluorescéncia de ressonancia: Elétrons no estado fundamental absorvem
radiacdo e sdo promovidos a um estado de maior energia, apos
alcancarem tal estado os elétrons retornam diretamente ao estado
fundamental emitindo radiacdo do mesmo comprimento de onda que
absorveram;

b. Fluorescéncia de linha direta: Nela, o atomo jA em estado excitado, é
excitado a um nivel de maior energia (diferente do fundamental) para
depois re-emitir uma energia de comprimento de onda similar ao
comprimento de energia absorvido;

c. Fluorescéncia de linha direta de Stokes: Elétrons no estado fundamental
absorvem radiacédo e sdo promovidos a um estado de maior energia, apos
alcancarem tal estado, os elétrons retornam a um nivel de energia
diferente do fundamental emitindo radiacdo com A maior do que o A de
excitacao;

d. Fluorescéncia de linha direta anti-Stokes: O atomo ja num estado excitado
€ excitado a um nivel de maior energia (diferente do fundamental) para
depois re-emitir uma energia de comprimento de onda menor do que a A

de excitacgéo;
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e. Fluorescéncia de linha passo a passo (stepwise): Envolve diferentes niveis
superiores na radiagcdo absorvida e/ou emitida, envolvendo ganhos e
perdas de energia;

f. Fluorescéncia Sensitized: O atomo excitado transfere parte ou toda sua
energia para outro atomo de um elemento diferente. O atomo agora

excitado emite radiacdo, retornando ao seu estado original.

(a) (b) (c)
2 2 3
A A A
Y 2
1 Y 1
! 1
v 0 : 0 0
(d) (e) ()
A 3 yy 2
) A +h— A*
i 1 A*+M — A+ M*
A 1 ,
| ! M* > M + hy’
! v 0 : 4 0

Figura 2: Tipos de Fluorescéncia: a) Fluorescéncia de ressonancia; b)
Fluorescéncia de Linha Direta; c) Fluorescéncia de linha direta de Stokes; d)
fluorescéncia linha direta anti-Stokes; e) Fluorescéncia de linha passo-a-

passo; i) Sensitized (onde: A, doador de energia; M, receptor de energia).

Tanto na AAS quanto na AFS, os elétrons dos atomos do analito
sdo promovidos a estados de maior energia através da radiacdo de uma fonte
externa. Ja na espectrometria de emissao oOtica (OES), os atomos séo
excitados por colisdes termicamente induzidas por uma chama/plasma sem a
utilizacdo de uma fonte de radiacdo. Consequentemente, na AFS e AAS

existem menos interferéncias espectrais comparadas com a OES, uma vez que
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a chama ou o plasma promovem a excitacdo de todos o0s elementos e
moléculas presentes na amostra, gerando um espectro muito complexo.®

Na AAS é medida a razdo da radiagdo resultante do processo de
absorcdo atbmica enquanto na AFS é medida a intensidade total emitida, a partir de
um valor nulo e ndo uma razdo, resultando numa maior sensibilidade em
comparacdo com outras técnicas.’®?*' Os espectrdometros de fluorescéncia
atdmica, geralmente sédo equipados de uma fonte de radiag&o; atomizador, filtro de
comprimento de onda e detector. Para realizar as medidas de fluorescéncia o
detector deve estar perpendicular ao eixo da fonte de radiacao, diferente da AAS, no
qual o detector e a fonte estdo alinhados.*®3%% A Figura 2 ilustra a disposicdo dos

componentes em ambas as técnicas.

a) Espectrometria de absorcéo atbmica

Fonte de Atomizador Filtro Detector
Radiaca
b) Espectrometria de fluorescéncia atomica

Fonte de Atomizador
Radiaca

Filtro

Detector

Figura 3: Esquema ilustrativo de: a) Espectrometro de absorcédo atémica; b)

Espectrometro de fluorescéncia atbmica.

Uma das caracteristicas mais importantes da AFS € que a intensidade
fluorescéncia é proporcional a intensidade da fonte de radiacao utilizada, para isso,

podem ser empregadas diferentes fontes de radiacdo, que vao desde lampadas de
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catodo oco, plasmas, e lasers. **2%33 A principio, considerava-se que devido a sua
forte intensidade, as lampadas de arco de xendnio poderiam prover um limite de
deteccdo menor do que os oferecidos por fontes de linha como lampada de catodo
oco ou lampada de descarga de elétrons. Porém, foi demonstrado que lampadas de
fonte continua estdo muito mais sujeitas a interferéncias espectrais. Lampadas de
catodo oco como fontes de radiagdo possuem baixa intensidade, limitando o seu uso
na AFS, jA as lampadas de descarga de elétrons por sua vez apresentam uma
intensidade muito maior, porém apresentam menor estabilidade e menor tempo de
vida.'® E possivel a utilizacdo de laser como fonte radiacdo, gerando uma forte
intensidade, porém esta fonte de radiagdo esta sujeita a promover interferéncias
espectrais.**

Durante o desenvolvimento da AFS, os atomizadores em chama foram
0s primeiros a serem utilizados. O uso de chama ar-hidrogénio produzem uma seérie
de interferéncias como a volatilizagcao incompleta das amostras, assim, a AFS ficava
restringida a determinagdo de elementos volateis. Uma alternativa foi o uso de
chamas que atingiam maiores temperaturas, como chamas geradas por oxido-
nitroso e acetileno, entretanto o uso dessa chama apresentou elevados valores de
fundo, além de estes gases ocasionarem a supressdo de fluorescéncia. Estes
problemas levaram a marginalizagcdo da AFS cedendo lugar a AAS, tendo em vista
que por AFS poucos elementos eram vidveis de serem determinados.’® Anos
depois, com o uso do plasma indutivamente acoplado (ICP) como atomizador,
tornou-se possivel determinar diferentes elementos por AFS. O ICP permite alcancar
temperaturas elevadas em relagdo a chama diminuindo as interferéncias né&o
espectrais. Além disso, o alto grau de volatilizacdo da amostra reduz as
interferéncias por espalhamento de radiacdo e a atmosfera inerte de argonio reduz
as interferéncias por supressao de fluorescéncia.?

Entre as principais interferéncias da AFS, ganham destaque a
supressao de fluorescéncia e o espalhamento da radiacdo. **2°33% O espalhamento
da radiacéo, gera sinais com intensidade maiores que os valores reais, ocasionado
tanto por particulas ndo volatilizadas da matriz da amostra, quanto pelos
componentes do proprio equipamento. Neste tipo de interferéncia ocorre a reflexdo
da radiacdo (emitida pela fonte) diretamente ao detector, produzindo assim, um sinal
maior do que o real. Para a correcdo do espalhamento de radiacdo causado pelos
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componentes do aparelho, a medida do branco € suficiente, ja o espalhamento
ocasionado por particulas, requer outras maneiras, como a troca do gas utilizado
como combustivel da chama ou até mesmo, a troca do atomizador, 1929313233 A
atomizacdo em chamas € bastante problematica, por néo volatizar a amostra
completamente. Ocasionalmente ocorre o espalhamento por particulas presentes
nos gases usados como combustivel, restringindo bastante seu uso na AFS.*%%

A supressao de fluorescéncia é caracterizada por gerar valores de
intensidade menores do que os reais, ela ocorre pela colisdo dos atomos excitados
do analito com outros atomos ou moléculas presentes no atomizador. Apés a coliséo
ocorre a desativagéo do estado excitado, suprimindo assim, a emissao de radiacao.
19.2031,3233 Egsa interferéncia, assim como o espalhamento da radiacdo depende
bastante do tipo de atomizador empregado, sendo muito comum em atomizadores
em chama devido a néo volatilizacdo completa da amostra ou a particulas presentes
no gas. Moléculas presentes nos gases como H,, C,H,, podem se chocar com 0s
atomos do analito excitado, impedindo a emisséo de radiagéo. **°

Devido a alta volatilidade do mercurio € possivel dispensar o uso de um
atomizador. Para garantir que o0 mercurio esteja em seu estado elementar é
empregada a geracdo quimica de vapor, técnica que sera detalhada na secdo a
seguir. Quando determinado por AFS o Hg geralmente é excitado por uma radiacéo
de comprimento de onda especifico do estado excitado 6°P1, que retorna ao estado

fundamental 6'S;, emitindo uma linha de transicédo de comprimento de 253,7 nm.**
2.3 Geracao Quimica de Vapor

A geracao quimica de vapor € uma técnica bastante sensivel, que visa

a transformacdo de espécies quimicas em compostos volateis a temperatura
ambiente. Esta transformac&o ocorre através de reagfes quimicas, envolvendo um
acido, um agente redutor (este pode ser o cloreto estanoso ou borohidreto de sodio),
além do analito, para que posteriormente o vapor formado (espécie volatil do analito)
seja transportado a uma cela de absor¢cdo mantida a temperatura ambiente ou
aguecida. O uso do borohidreto de sddio como agente redutor, apesar de bem
difundido, por ser efetivo e oferecer uma reducéo rapida do mercurio elementar e
suas espécies organicas®, gera elevado valor de branco por produzir em compania
14



dos vapores de mercurio, gas hidrogénio e vapor de &gua. Outro problema
decorrente de seu uso ocorre devido alguns metais em solu¢cdo (como o Fe e Cu)
serem reduzidos, formando amalgamas com o mercurio, além da possivel geracéo
de hidretos com outros metais (como o Se(lV)) ocasionando as interferéncias
caracteristicas da técnica *. Ja o cloreto estanoso apesar de ser um redutor mais
fraco e ndo permitir a reducdo do mercurio em sua forma orgéanica possibilita 0 uso
da pré-concentracdo obtendo assim uma maior sensibilidade. O mesmo, ndo ocorre
para o borohidreto, ao utiliza-lo ha formacédo de espuma no separador gas/liquido
podendo acarretar em medidas errébneas ou entdo impedir o correto funcionamento
da armadilha de ouro (sistema de pré-concentracdo) seja por cobri-la com produtos
da reacdo gasosa ou por goticulas de agua.®” Além disso o cloreto estanoso, permite
a quantificacdo de amostras em meio salino sem a presenca de um elevado valor de
branco. Para o Hg e o Cd é formado diretamente o vapor atdbmico, de maneira que

ndo ha necessidade de um atomizador, simplificando a instrumentag&o.*®%

Como vantagens da geracao de vapor pode-se citar:

+ Separacao do analito da matriz;

+ Alta eficiéncia de introducéo da amostra podendo chegar a 100%;

« Aumento da seletividade pela reducéo de interferentes;

+ Possibilidade de estudos de especiacéo;

« Obtencédo de melhores limites de deteccao através da pré-concentracéo;

« Pode ser utilizada em conjunto com técnicas diferentes.

Entretanto, como toda técnica, também esta sujeita a problemas como:

Esta sujeita a interferéncias ndo espectrais;

O estado de oxidacdo do analito, assim como a forma do composto sao

criticos;

O pH da solucéo e a concentracao dos reagentes podem ser criticos;

A cinética da reacéo e liberacdo dos vapores podem ser afetadas por fatores
fisicos da solucéo;

« Utiliza um grande volume da solucéao;
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Usando a geracdo quimica de vapor frio € possivel aumentar a
sensibilidade dos métodos contornando os problemas ja citados. Entre as vantagens
de se utilizar CV estdo a perda minima da quantidade de analito durante sua
introducdo, a possibilidade de pré-concentracdo aumentando a sensibilidade,
separacdo do analito da matriz diminuindo consideravelmente interferéncias.?” Em
trabalhos recentes foi determinado mercurio total e inorganico, primeiramente
usando uma cela de quartzo aguecida em conjunto com forno de grafite recoberto
com ouro e posteriormente determinado mercurio sem a necessidade de aquecer a
cela, apenas empregando a digestdo total das amostras e a solubilizacdo das
amostras com TMAH para mercdrio inorganico.®® Assim como a AAS, outras
técnicas podem também se beneficiar da CV, tornando-se mais sensiveis e

adequadas para a determinacao de Hg.

2.3 Preparacgédo de amostras para a determinagdode H g

Antes de ser submetida a analise, qualquer amostra deve ser tratada
de acordo com o método a ser empregado na determinagdo do analito. Estes
tratamentos podem variar desde uma simples moagem até a total transformacao da
amostra soélida em uma solugdo compativel com sua analise e que em alguns casos
visam extrair o analito da matriz.*

Antes e apos do tratamento da amostra o mercurio pode vir a ter sua
concentracdo alterada por ser extremamente volatil e movel. Essas perdas ocorrem
caso seja armazenado em frasco aberto ou feito de polimeros organicos.® Logo, é
necessario que a amostra seja armazenada em frascos néo feitos de plastico, como
o vidro, evitando assim, a difusdo do metal através do frasco.*® Além dessas perdas,
0 mercuario por ser instavel, quando ndo estabilizado, pode ter sua especiacdo
comprometida devido a transformacdo de suas espécies quimicas durante o
processo de tratamento, tornando necessaria a estabilizacéo de suas espécies.®

Devido a sua alta mobilidade, as amostras contendo mercurio estédo
sujeitas a perdas quando néo estabilizadas. Entre os mecanismos mais comuns de

perda, podemos citar:*®
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a) Volatilizacao;

b) Reducédo dos compostos seguidos pela vaporizagao;

c) Adsorcao do metal nas paredes do frasco;

d) Adsorcao do metal na superficie de particulas presentes em solucéo;

e) Inclusdo do mercurio em complexos e metais formando amalgamas.

A melhor combinagcdo a ser empregada para a estabilizacdo €
composta pelo acido nitrico em conjunto com dicromato. O uso de permanganato na
solucdo pode formar diéxido de manganés, além de possuir brancos elevados.*®

Para que a determinacdo de mercurio seja bem sucedida é

imprescindivel que o metal presente na amostra seja extraido da matriz organica e
estabilizado, para isso sdo empregados acidos fortes (HNO3, HCI, H,SO,4), fortes
agentes oxidantes (KMnOg4, H,0,, K,Cr,0O7, K2S,0g); cuja funcéo é a suspensao da
atividade biolégica, como formacdo de algas e evitar a reducdo do mercurio
inorganico & mercurio elementar (Hg® impedindo sua volatilizacdo; como também,
elevadas temperaturas, radiacdo ultravioleta, além da exposicdo a radiacdo de
microondas.?***
O hidroxido de tetrametilamdnio (N(CH3)4OH) conhecido por TMAH, é
uma base forte, solivel em agua, conhecida por ser um eficiente solubilizante de
amostras biologicas. Entre suas principais vantagens podemos citar a extragcdo dos
analitos a temperatura ambiente, ndo modificar o estado de oxidacdo do analito,
permitir a especiacdo, ser um método rapido e simples para o preparo de
amostra.??*4443 Qutro método empregado com sucesso solubilizagéo de tecidos
biologicos € o0 uso de acido formico e que apresenta praticamente as mesmas
vantagens do TMAH.**
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3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de um método simples, rapido e
preciso para a quantificacdo e o fracionamento de Hg em amostras biologicas
tratadas com TMAH por geracdo de vapor frio acoplada a espectrometria de
fluorescéncia atdmica. Entre os objetivos especificos estao:

* Otimizacao da quantidade de agente redutor;
» Otimizacao da quantidade de acido;
* Quantificacdo do Hg total em amostras biologicas;

* Quantificacdo do Hg organico em amostras bioldgicas;
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4. METODOLOGIA

4.1 Instrumentacao

As quantificagbes foram realizadas utilizando um espectrometro de
fluorescéncia atdbmica MERCUR DUO da Analytik Jena (Jena, Alemanha). O
instrumento é equipado com uma lampada de Hg de baixa pressao (UVU5), sendo
de 253,7 nm o comprimento de onda de excitagdo e de medida. Dois estagios de
enriquecimento podem ser utilizados com coletores de ouro-platina (AuPt10). Para a
geracdo quimica de vapor o instrumento é equipado com um reator PEEK com
angulo de incidéncia de 60° entre amostra/acido e agente, um separador gas liquido
e uma membrana dessolvatadora que usa argbnio em contrafluxo. Argdénio com
pureza de 99,996% White Martins (Sao Paulo, Brasil) foi utilizado como gas
carregador para a amostra. As amostras foram pesadas usando uma microbalanca
AG204 Mettler Toledo (Gieseen, Suica). Para a digestdo das amostras foi utilizado
um forno de microondas Ethos Plus, Milestone Milestone (Sorisole, Italia) equipado
com frascos de PTFE. Abaixo é mostrado na Figura 4 e Tabela 3 o esquema de

operacédo do sistema e suas condi¢cdes de operacéo, respectivamente.

Figura 4: Esquema de operacédo do sistema de CV AFS.

—
Reator === Separador Coletor =|_ 7l Cela |— >
.................. Carregamento da Reacao; - — — Esperando autozero;
amostra. Purga 1. Autozero;
Purga 2;
Purga 3;

Aquecimento do coletor;
Resfriamento do coletor.

19



Tabela 3: Condi¢bes de operagao do sistema CV AFS.

Etapa Tempo (s) Vazado da amostra  Vazdo dos reagentes  Vazao do gas
(mL min %) (mL min ™) (Lh™
Carregamento da amostra* 10 9,2 2 10
Reag&o 10 9,2 4,3 10
Purga 1 30 0 2 10
Esperando autozero 10 0 0
Autozero 5 0 0
Purga 2 15 0 0 10
Purga 3 20 0 0
Aquecimento do coletor 15 0 0
Resfriamento do coletor 20 0 0

* Utilizado apenas na medida cega.

4.2 Reagentes

Foi utilizada uma solucdo padrdo de Hg da Merck (Darmstadt,
Alemanha). Para a preparacdo das amostras e solucédo padrdo foi utilizado acido
cloridrico (HCI) 37% v/v, acido nitrico (HNO3) 65% v/v e peroxido de hidrogénio
(H202) 30% v/v ambos adquiridos de Merck (Darmstadt, Alemanha), permanganato
de potassio (KMnQ,) e cloridrato de hidroxilamina (HONH3Cl) da Merck (Rio de
Janeiro, Brasil) e cloreto estanoso (SnCl,.H,O) de Cromato Produtos Quimicos
(Diadema, Brasil). Para a solubilizacdo das amostras foi utilizado hidroxido de
tetrametilaménio 25% m/v em metanol, Fluka (Steinheim, Alemanha) Apds o preparo
das solugfes de acido e agente redutor foi purgado argénio durante 15 minutos para
eliminar o Hg presente como contaminante.

As amostras de referencia certificadas utilizadas foram: BCR 186 (rim
de porco), DORM-3 (proteina de peixe), TORT-2 (hepatopancreas de lagosta),
DOLT-3 (figado de peixe) do National Research Council Canada- NRCC (Ottawa,
Canadd).
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4.3 Procedimentos

4.3.1 Digestédo das amostras

Para a digestdo das amostras foram pesados aproximadamente 300
mg de cada amostra em frascos de PTFE, adicionados 4 mL de &cido nitrico, 2 ml de
peroxido de hidrogénio e 2 ml de agua. Os frascos foram fechados e submetidos ao
tratamento térmico em forno microondas seguindo o seguinte programa de
temperatura: Etapa 1) 20 a 90 graus em 2:30 minutos; etapa 2) de 90 a 130 graus
em 5 minutos; etapa 3) de 130 a 190 graus em 3:30 minutos; etapa 4) 190 graus
constantes por 10 minutos. Apés o programa de temperatura, os frascos foram
abertos, a solucéo resultante foi transferida para frascos de polipropileno e o volume

foi completado para 30 mL.

4.3.2 Otimizacao de agente redutor, acidos e perman ganato de potassio e anti-

espumante

A otimizacdo de agente redutor e &cido cloridrico e acido nitrico foi
realizada para o padrao inorganico, amostra digerida e amostra tratada com TMAH.
A concentracdo de acido cloridrico foi variada de 1 até 6% (v/v) e as de cloreto
estanoso 0 até 10 % (m/v). As solucdes de cloreto estanoso foram preparadas
solubilizando o reagente em HCI 4% (v/v).

Para a otimizagdo da concentracdo de &cido nitrico e de anti-
espumante também foram realizadas para o padrdo aquoso, amostra digerida e
amostra tratada com TMAH. A concentracdo de permanganato de potassio e de
cloridrato de hidroxilamina foi mantida constate, 0,05 e 0,025% m/v respectivamente,
enquanto que a de &cido nitrico foi variada de 0 até 5% (v/v), ja a concentracdo de
anti espumante foi variada de 0 até 2 % (v/v). A otimizacdo da concentracdo de
permanganato de potassio foi realizada para o padrédo aquoso, amostra digerida e

amostra tratada com TMAH variando a concentracdo de 0 a 0,4% m/v.
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4.3.3 Quantificacdo de mercurio total nas amostras digeridas

Para a determinacdo de mercurio total, aliquotas das amostras
digeridas foram diluidas em frascos de polipropileno de 15 mL com KMnO,4 0,05%
m/v, HNO3 5% v/v e cloridrato de hidroxilamina 0,025% v/v. Padrbes de 10, 25, 50,
100, 250 e 500 ng L™ de Hg foram preparados com KMnO4 0,05% m/v e cloridrato
de hidréxilamina 0,025% v/v. Foram utilizadas concentracfes de agente redutor e

acido, otimizadas.

4.3.4 Quantificagdo de mercurio inorganico e total nas amostras tratadas com
TMAH

Para a determinacdo de mercurio nas amostras tratadas com TMAH
aproximadamente 100 mg de cada amostra foram pesados em frascos de
polipropileno e adicionado 0,5 mL de TMAH. A mistura foi aquecida a 60 °C durante
uma hora e posteriormente avolumada para 10 mL. Para a determinacdo de Hg
inorganico, aliqguotas de 2 mL foram transferidas para frascos de polipropileno e
adicionou-se anti-espumante para concentracéo final de 0,4% v/v (valor otimizado).
Padrdes de 10, 25, 50, 100, 250 e 500 ng L™ de Hg foram preparados em HNO5; 1%
v/v e anti-espumante 0,4% v/v.

Para a determinacdo de mercurio total aliquotas de 2 mL foram
transferidas para frascos de polipropileno e adicionou-se anti-espumante para
concentracgéo final de 0,4% v/v (valor otimizado) e KMnO,4 0,05% m/v e cloridrato de
hidréxilamina 0,025% v/v (otimizados). Padres de 10, 25, 50, 100, 250 e 500 ng L™
de Hg foram preparados com KMnO, 0,05% m/v e cloridrato de hidroxilamina
0,025% v/v e anti-espumante 0,4% v/v.

Pela diferenca entre o mercurio total e o inorganico determinamos
mercurio organico, que preferencialmente estd na forma de metilmercurio e

etilmercurio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacgao das condicdes para a geracao de vapo r

A Figura 5 mostra o efeito da concentracdo de &cido cloridrico na
geracdo de vapor de mercurio. A otimizacdo foi realizada para a amostra tratada
com TMAH, para o padrdo aquoso e para a amostra digerida. De acordo com a
Figura 5, para padrdo aquoso e amostra solubilizada com TMAH a presenca de
acido cloridrico ndo tem efeito sobre a geracdo de vapor de mercurio, entretanto
para a amostra digerida a presenca de HCI| causou um aumento no sinal que chegou
a 25% quando comparado com aquele obtido na auséncia de HCI. Supostamente
para a amostra solubilizada com TMAH e para o padrdo aquoso nao foi observada
nenhuma mudanc¢a em virtude do agente redutor ter sido preparado em HCI 4% vlv,
assim é garantido 4% v/v de HCI para que a reacdo de reducdo ocorra. Para a
amostra digerida, € provavel que a necessidade de uma quantidade maior de Hg
seja necesséaria devido a solucdo conter HNO3; e H,O, que foram utilizados no
processo de digestdo. Como condicdo de compromisso para a determinacdo de Hg
em diferentes meios foi selecionada a concentragdo 6tima de 6% v/v de HCI.
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Figura 5: Efeito da concentracdo de HCI na geracdo de vapor frio de mercurio

em diferentes meios.

A otimizacdo do agente redutor (SnCl,) € mostrada na Figura 6.
Podemos observar que para a amostra digerida e para o padrao aquoso a presenca
de SnCl, é fundamental para a formagdo de vapor atbmico de Hg, e que a
concentracdo de SnCl, acima de 2% m/v ndo tem efeito significante sobre o sinal
analitico. Ja para a amostra tratada com TMAH o efeito do agente redutor foi menor
em virtude de que o meio alcalino naturalmente favoresce a formacao de vapor
atbmico de Hg, entretanto a maior resposta foi obtida com SnCl, entre 1-2% m/v.
Como condicdo de compromisso para a determinacdo de Hg em diferentes meios foi

selecionada a concentracao 6tima de 4% vi/v.
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Figura 6: Efeito da concentracdo de SnCl, sobre o sinal de fluorescéncia para

amostras e padrdo inorganico.

A otimizacdo da concentracdo de permanganato de potassio foi
realizada apenas para o padrao inorganico e para a amostra tratada com TMAH e é
mostrada na Figura 7. Nao se utilizou a amostra digerida devido a sua similaridade
com o padrdo inorganico e por o processo de digestdo decompor todas as espécies
de Hg. Enquanto o processo de digestdo € capaz de decompor totalmente a
amostra, inclusive as espécies organicas de mercurio, o procedimento de
solubilizagdo com TMAH né&o é capaz. Assim, para determinar mercurio total em
amostras tratadas com TMAH é necessario algum procedimento para “quebra” das
ligacdes entre o Hg e compostos organicos, de maneira que este fique livre para ser
reduzido para posterior quantificacdo. Para decompor as formas orgénicas de
mercurio foi utilizado o KMnO4.3**° Observou-se que para os padrées aquosos a
adicdo de KMnO, causou uma pequena melhora de sensibilidade, menor do que
50%, o que ja foi observado em outros trabalhos na literatura mas que ndo é
perfeitamente compreendida. Entretanto, para a amostra tratada com TMAH a
presenca de KMnO, causou um aumento maior do que 300% na sensibilidade,

aumento causado pela possivel quebra de ligacbes Hg — C permitindo que o
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mercurio seja reduzido a mercurio atbmico. Em concentracdes maiores que 0,08%
m/v nota-se um decréscimo da intensidade do sinal de fluorescéncia na amostra
tratada em meio alcalino, devido o excesso de reagente formar 6xido de manganés
(MnO,) que, segundo a literatura®, dificulta a reducdo do mercurio. A condicdo de
compromisso escolhida para a determinacdo de mercurio total foi de 0,05% m/v de

KMnO4.
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Figura 7: Efeito da concentragcdo de KMnO,4 sobre o sinal de fluorescéncia de

mercurio.

Na Figura 8 é mostrada a variacao do sinal de analitico em funcéo da
porcentagem de acido nitrico em solugfes contendo o padréo aquoso e em solugdes
contendo a amostra tratada com TMAH. Para a amostra tratada com TMAH
observou-se que a concentracdo de HNO3; nédo teve qualquer efeito, entretanto para
o padrédo aquoso a intensidade do sinal de Hg aumentou até 2,5% v/v de HNO3; e
posteriormente houve uma pequena diminui¢cdo do sinal. Embora nao foi observada
grandes diferencas na auséncia de HNO3; apds poucos minutos foi observada a
formacdo de um precipitado marrom (MnO;). A concentracdo de compromisso

selecionada foi de 2,5% v/v. Para que o processo de oxidacdo usando KMnQO, seja
26



efetivo e evitar a formacéo de diéxido de manganés, € indispensavel que o meio seja
acido. Além disso, pH acido é necessario para que o processo de reducdo de Hg

usando SnCl, seja efetivo.
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Figura 8: Efeito da concentracdo de HNOj sobre o sinal de fluorescéncia para

mercurio na amostra tratada com TMAH e no padrdo inorgéanico.

Devido a formacdo de grande quantidade de espuma nas amostras
bioldgicas tratadas com TMAH existe a necessidade de se utilizar alguma substancia
que evite a sua formacdo, uma vez formada, a espuma podera causar efeitos
negativos durante a liberacdo dos vapores de Hg das solugdes. Na otimizacédo de
anti-espumante (Figura 9), observou-se que para a amostra tratada com TMAH e
para o padréo inorganico, houve um consideravel aumento da intensidade do sinal,
sendo mais notdvel para a amostra tratada em meio alcalino, tal como o esperado,
devido a formacgdo de espuma. A concentracdo de compromisso escolhida foi de
0,4% v/v. O aumento observado para o padrdo aquoso ocorre possivelmente por
alteracdes nas propriedades fisico-quimicas da solucdo, especialmente da tenséo

superficial, favorecendo a liberacdo dos vapores de mercurio das solugoes.
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Figura 9: Efeito da concentracdo de anti-espumante sobre o sinal de

fluorescéncia de mercdrio.

5.2 Determinagd@o de mercurio total nos materiais de referéncia certificados em

forno microondas

A determinacdo de mercurio total nas amostras digeridas foi realizado
utilizando as condi¢cdes previamente otimizadas: 4% m/v de SnCl, 6% v/v de HCI,
0,05% m/v de permanganato de potassio, entretanto ndo foi utilizado anti-espumante
pois ndo existe a necessidade do mesmo na analise de amostras digeridas. Na
Tabela 4 sdo mostradas as figuras de mérito obtidas na determinacdo de mercurio
total nas amostras digeridas. Como podemos observar, o limite de deteccdo (LOD)
instrumental é muito baixo, 0,4 ng L™* comprovando a alta sensibilidade da técnica. O
LOQ, que foi determinado multiplicando-se o limite de detec¢cdo do método por 3,3 é,
suficientemente baixo para quantificar mercurio em todas as amostras avaliadas.
Além disso, o método apresentou coeficiente de correlacdo muito proximo a unidade,

indicando a boa linearidade da curva de calibragcdo e boa precisdao. O LOD foi
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calculado como 3x sd (n=10, branco do processo de digestdo) dividido pela

inclinagéo da curva de calibragéo.

Tabela 4: Figuras de mérito obtidas na determinacdo de mercurio total nos CRM’s

digeridos por AFS.

Limite de detecgao instrumental 04ngL?
Limite de detec¢do do método 2 ug kg™
Limite de quantificacao 7 ug kg™
R? 0,9998
inclinacdo 0,00077 ng* L

Na Tabela 5 sdo mostradas as concentracbes de mercurio
determinadas nas amostras. Os valores de concentracdo sao expressos pela média
(n=3) = limite de confianca de 95% calculado pelo teste t simples. Os valores
estiveram em concordancia com os valores de referéncia, considerando os limites de

confianga, mostrando a exatidao do método.

Tabela 5: Resultados analiticos para a determinagéo de Hg total nos CRM’s.

Amostra Determinado (mg kg )  Certificado (mg kg ™)
Dolt 3 3,214 + 0,226 3,37 +£0,14
Dorm 3 0,380 £ 0,045 0,382 £ 0,06
BCR 186 1,788 £0,186 1,97 £ 0,04
Tort 2 0,269 = 0,027 0,27 £ 0,06

5.3 Determinacdo de mercurio total e inorganico em materiais de referéncia

certificados tratadas com TMAH

A determinagdo de mercurio total em CRM’s de amostras biologicas
tratados com TMAH foi realizada utilizando as condi¢cbes previamente otimizadas:
4% m/v de SnCl, 6% v/v de HCI, 0,05% m/v de permanganato de potéassio, 2,5% v/v

de HNO3 e 0,4% v/v de anti espumante. J& a determinagcdo de mercurio inorganico
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foi realizado da mesma maneira como a determinacdo de Hg total, exceto pela nao
utilizacdo de permanganato de potéssio e cloridrato de hidroxilamina. Inicialmente foi
estudada a influéncia da matriz organica na geragdo de vapor de mercurio. Foram
preparadas as curvas de calibracdo por adicdo do analito e curvas de calibracdo em
meio aquoso para checar a inclinagcdo das curvas. Na tabela 6 sdo mostradas as

figuras de mérito das curvas de calibracdo preparadas de diferentes maneiras.

Tabela 6: Figuras de mérito obtidas na determinacéo de mercurio usando diferentes

estratégias de calibracdo por AFS.

Curva
1 Padrédo inorganico + HNO 3
R? 0,9988
Inclinacéo (ng™ L) 0,00037
2 Padrao inorganico + HNO 3+ KMnO 4+ Cloridrato de
hidroxilamina
R® 0,9997
Inclinacéio (ng™ L) 0,00066
3 Amostra + Padrao inorganico + HNO 3
R® 0,9912
Inclinagéo (ng™ L) 0,00017
4 Amostra + Padréo inorganico + HNO 3 + KMnO, + Cloridrato de

hidroxilamina

R? 0,9997
Inclinacéio (ng™ L) 0,00067

Como podemos observar na Tabela 6, as curvas da calibracdo com e
sem permanganato de potassio (1 e 2) apresentam uma diferenca significante de
sensibilidade (44%), no qual a curva com permanganato apresentou maior
sensibilidade. Esse efeito ja era esperado, pois foi mostrado na Figura 7 que a
presenca de permanganato de potassio causa um aumento de sensibilidade.

Ao comparar a sensibilidade das curvas de calibracdo sem

permanganato de potéssio (1 e 3), observamos que a curva realizada por adi¢do do
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analito (3) apresentou baixa sensibilidade, aproximadamente 57% inferior do que a
curva preparada em meio aquoso sem amostra, efeito causado por algum
componente da matriz da amostra, caracterizando assim uma interferéncia, que
pode ser devido aos compomentes da amostra ou devido ao TMAH. Para descobrir
a origem das diferencas de inclinacao entre as curvas de calibragdo em meio aquoso
e por adicdo do analito, realizou-se uma curva de calibragdo em meio aquoso
(semelhante a curva 1), entretanto adicionando TMAH. A curva em TMAH (figuras de
mérito ndo mostradas na tabela 6) apresentou inclinagcdo praticamente idéntica a
curva em meio aquoso, demonstrando que algum componente da amostra € a causa
da interferéncia observada, que causa uma diminuicao da sensibilidade.

As curvas 2 e 4, sdo semelhantes a 1 e 3 respectivamente, exceto pela
adicdo de permanganato de potassio e de cloridrato de hidréxilamina. Nestas curvas
(2 e 4), as inclinacdes sao semelhantes, indicando que a determinacdo de mercurio
total pode ser realizada sem quaisquer interferéncias usando as condi¢bes pré
estabelecidas. A adicdo de permanganato de potassio permitiu com que se pudesse
eliminar / ou diminuir consideravelmente as interferéncias observadas pela diferenca
de sensibilidade das curvas 1 e 3, que possivelmente se devem ao uso do cloreto
estanoso, que € um agente redutor menos eficiente (mais fraco) do que o
borohidreto de sédio. Na literatura sdo encontrados trabalhos que descrevem a
determinacdo de mercurio em amostras biolégicas tratadas com TMAH, entretanto,
todos utilizam borohidreto de s6dio***.

Os dados da Tabela 6 comprovam, que utilizando a -calibracdo
convencional com padrées aquosos sem permanganato de potassio, ndo é possivel
determinar mercurio inorganico em amostras tratadas com TMAH, entretanto parece
ser possivel a determinacdo de mercurio total, pois para este caso é utilizado o
permanganato de potassio. Na Tabela 7 sdo mostradas as concentracdes de
mercurio determinadas nos materiais de referéncia certificados tratados com TMAH,
Os valores de concentracdo sédo expressos pela média (n=3) + limite de confianca de
95% calculado pelo teste t simples. Foram realizadas as determina¢des usando a
calibracdo em meio aquoso sem permanganato de potassio (determinacdo de
mercurio inorganico) e com permanganato de potassio tanto nos padrdes como nas
amostras (determinacéo de mercurio total). Observando os valores mostrados na
Tabela concluimos que tanto para a determinacdo de mercurio inorganico quanto a
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determinacdo de mercurio total foram obtidos valores discordantes com os valores
de referéncia. Entretanto, ao fazer uma observacdo mais cuidadosa, podemos
constatar que os valores determinados para mercurio total sdo compativeis com o0s
valores de referéncia de mercurio inorganico. Assim, concluimos que o método
previamente otimizado para a determinacdo de mercurio inorganico ndo € adequado
para nenhuma situagao, tal como j& observado pelas diferencas nas inclinagdes das
curvas de calibracdo 1 e 3 da Tabela 6, enquanto que, o método previamente
otimizado para a determinacdo de mercurio total apenas pode ser utilizado para a
determinacdo de mercurio inorganico, oferecendo excelentes resultados. Usando o
método que faz o uso de permanganato de potassio foi obtido limite de deteccéo de
4,0 pg kg, ja considerando o fator de diluicdo, LOD calculado como 3x sd(n=10,
branco contendo TMAH) dividido de inclinagcdo da curva de calibragdo. O limite de
quantificacdo é facilmente calculado multiplicando o LOD por 3,3.

Embora na Figura 7 tenha sido proposto que, o aumento de sinal
causado pela adicdo de permanganato de potassio ocorreu devido a quebra das
ligagcbes Hg—C, esta hipotese ndo pode ser realmente comprovada, pois nao foi
possivel a determinagdo de mercurio total nas amostras tratadas com TMAH.
Portanto, o comportamento observado na Figura 7 pode ser apenas atribuido a
algum efeito que o permanganato de potassio tem de facilitar a geracdo de vapor de
mercurio em meio organico, uma vez que o agente redutor utilizado (SnCl,) é um

agente redutor fraco e em meio organico pode ter a sua agéo prejudicada.
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Tabela 7: Concentracbes de Hg total e inorganico em materiais de referéncia certificados tratados com TMAH por AFS. Valores

expressos como média (n =3) * limite confianca 95% obtido pelo teste t simples.

Hg inorganico (mg kg %) Hg Total (mg kg ™) Metilmercurio
Amostra Determinado Certificado** Determinado Certificado Certificado
Dolt 3 0,400 + 0,026 1,78 1,642 + 0,035 3,37+£0,14 1,59 +0,12
Dorm 3 0,001 + 0,002 0,027 0,051+ 0,006 0,382 = 0,06 0,355 + 0,056
BCR 186 1,037 £0,016 15+0,1* 1,520 + 0,006 1,97 £0,04 0,60 +0,20 *
Tort 2 0,029 + 0,003 0,118 0,150 + 0,004 0,27 + 0,06 0,152 + 0,013

* Valor nao certificado, mas determinado por Torres et. AL™.
** Diferenca entre Hg total e metilmercirio.

NI: Nao informado.
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Na Tabela 8, sdo mostrados os resultados obtidos para a determinacao de
mercurio total nos CRM's tratados com TMAH utilizando a calibrac@o por adicdo de
analito e permanganato de potassio (nos padrdes e nas amostras). Como podemos
observar, foram obtidos valores compativeis com aqueles mostrados na Tabela 7,
gue inveés de ser de mercurio total, sdo muito parecidos com os valores de referéncia
de mercurio inorganico. A Unica discrepancia foi para a amostra TORT 2, que foi
obtido um valor elevado, possivelmente atribuido por alguma contaminacéo durante
a etapa de preparo da amostra. Dos valores de mercurio total obtidos nas amostras
digeridas, Tabela 4, podemos descontar o valor de mercurio inorganico (Tabela 7) e
obter a concentracdo de mercurio organico, que em sua maioria € metilmercurio,
resultados sdo mostrados na Tabela 9. Nota-se que para a amostra BCR 186,
devido ao alto limite de confianca da concentracdo de mercurio total (Tabela 4) e do
valor obtido na literatura®® para metilmerctrio, podemos considerar que o valor

obtido neste estudo é adequado.

Tabela 8: Concentracbes de Hg total usando a calibracdo por adicdo do analito.
Valores expressos como meédia (n = 3) + limite confianca 95% obtido pelo teste t

simples.

Hg Total (mg kg ™)

Amostra Determinado Certificado
Dolt 3 1,668 + 0,001 3,37+0,14
Dorm 3 0,062 + 0,012 0,382 + 0,06

BCR 186 1,878 = 0,265 1,97 £ 0,04
Tort 2 0,332 + 0,030 0,27 £ 0,06
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Tabela 9: Concentragcbes de Hg organico em materiais de referéncia certificados
tratados com TMAH.

Amostra Metilmercurio (mg kg ™)
Determinado Certificado
DOLT 3 1,572 159+0,12
DORM 3 0,329 0,355 + 0,056
BCR 186 0,268 0,60 £ 0,20 *
TORT 2 0,119 0,152 + 0,013

* N&o certificado, mas determinado por Torres et. al.”.

6. CONCLUSOES

As investigacoes realizadas neste estudo mostraram que, as condicoes
otimas de compromisso, para a determinacdo de Hg total em CRM’s de amostras
biologicas digeridas séo: HCl 6% (v/v), SnCl, 4% (m/v), KMnO,4 0,05% (m/v). As
concentragbes de Hg total determinadas, estiveram de acordo, com os valores de
referéncia e os parametros de mérito da andlise foram satisfatorios, com limite de
quantificacdo de 7 pg kg™. Entretanto, a determinacdo de Hg total nas amostras
solubilizadas com TMAH néo € possivel, devido a interferéncias, que impedem a
geracdo do vapor atdbmico do mercurio ligado a moléculas organicas, quando
utilizado o cloreto estanoso como agente redutor.

Para a determinacdo de mercurio inorganico nas amostras tratadas
com TMAH, utilizou-se as mesmas condicdes da determinacédo de mercurio total nas
amostras digeridas, HCI 6% (v/v), SnCl, 4% (m/v), KMnO4 0,05% (m/v), entretanto
deve-se adicionar anti-espumante (0,04% v/v) e HNO3 (2,5% v/v). Os resultados
obtidos estdo de acordo com os valores de referéncia e permite a quantificacdo de
concentracdes tdo baixas quanto 13 pg kg™.

Subtraindo a concentracdo de mercurio inorganico (amostra tratada
com TMAH) da concentracdo de mercurio total (amostra digerida) foram obtidos as
concentragfes de mercurio organico que também estdo de acordo com os valores

de referéncia.
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