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Resumo

Neste trabalho se propde um método simples, rapidde baixo custo para
determinacdo de mercurio total e inorganico em ensfo de amostras biologicas por
espectrometria de absorgdo atdmica com vaporNteycario organico (metilmercurio) é
obtido pela diferenca entre a concentragcdo de mer¢atal e inorganico. Depois do
tratamento da amostra a temperatura ambiente calrdxido de tetrametilaménio
(TMAH), mercurio inorganico é medido por espectrtnaede absor¢do atdmica com vapor
frio (CV AAS), mantendo o tubo de quartzo a tempgeambiente, enquanto mercurio
total € medido pela mesma técnica, aquecendo o dabguartzo em uma chama de ar-
acetileno. Pela analise de alguns materiais biod&gide referéncia certificados, ficou
evidente que a diferenca entre as concentragcdescignadas corresponde ao
metilmercurio. Espectrometria de absorcdo atominaf@no de grafite com vapor frio
(CV-GF AAS) com retencédo do vapor em um tubo déitgrazatado com Au aquecido foi
usada para otimizar as condicdes de geracdo de gapmbém para determinar mercuario
total. De modo geral, as concentracdes obtidasmdias as técnicas estdo de acordo com
os valores certificados ou com as diferencas dawes certificados para mercurio total,
inorganico e metilmercario conforme o testpara um limite de confianca de 95%. Os
resultados para Hg total obtidos pelas duas téenmmbém estdo em concordancia. Os
desvios padréo relativos foram menores que 10%aganaioria dos resultados. Os limites
de deteccdo para as amostras foram: fg.3j' para Hg total e 0,02fg ¢* para Hg
inorganico por CV AAS. O limite de deteccdo paratbigl por CV-GF AAS foi 0,001g
g*. Simplicidade, baixo custo e alta eficiéncia semso de técnicas cromatograficas séo
algumas das qualidades do método proposto, torrarattequado para a especiacdo de

mercurio em amostras bioldgicas.



1. Introducéo

O mercurio é um elemento extremamente toxicoomsvel por causar danos aos
seres humanos e comprometimento do ecossistemdp sgme sua toxicidade esta
diretamente relacionada a sua forma quin@ametilmercurio (metilHg) é a espécie mais
tOxica e o0 interesse em seu estudo deve-se, palnepte, & capacidade de ser
bioacumulado mediante a adsorcdo em corpos sup&rfidem como a ingestdo de
alimentos, principalmente peixes, frutos do mareeivddos. Segundo a literatura, 0s
organismos aquaticos possuem elevada capacidaalesde/er os compostos de mercurio,
guer sejam de origem orgénica ou inorganica. Ogepeabsorvem o mercurio com
facilidade e o acumulam em seus tecidos, principaterna forma de metilHg, mesmo
quando expostos a espécie’Hgndicando a ocorréncia de metilacdo destes. GiHget
afeta primeiramente o sistema nervoso central ealgums casos, areas especificas do
cérebro sdo afetadas causando danos irreversiveid]|

O interesse em se determinar mercurio para estimseu real impacto no meio
ambiente, principalmente, no sistema aquatico,ag@tacdo e nos seres humanos, levou a
um grande progresso no desenvolvimento de técdieaalise para este elemento. A sua
alta toxicidade, o seu baixo nivel de concentrag@calgumas amostras e a sua natureza
volatil e associacdo com outros compostos, fazem quoe sejam necessarias técnicas
bastante sensiveis e precisas para a determinacsigad espécies em diferentes matrizes.
A geracdo quimica de vapor (CVG) é uma técnicaiticmlbastante sensivel na qual os
analitos sdo vaporizados na forma de a&tomos oucnilak gasosos através de uma reacéo
guimica a temperatura ambiente e posteriormemepoatados para um atomizador ou cela
de absorcdo aquecida ou ndo. A geracao quimicap® pode ocorrer através da técnica
de geracdo de hidreto (HG) para determinacdo daeeel®s como As, Bi, Sb, Se, e Te,
técnica de vapor frio (CV), para determinacdo de éfitacédo, para Pb e Hg, e geracao de
carbonil, para determinacéo de Ni. O método utlizaeste trabalho foi a técnica de vapor
frio, na qual o mercurio forma mercario metélicmaiespécies bastante volatil, ao reagir

em meio acido com o agente redutor tetrahidrobatatsddio, NaBhl A espectrometria



de absorgéo atdbmica com vapor frio (CV AAS) é untot@ analitico instrumental sensivel
e convencional, amplamente usado, pois:

- Garante uma eficiéncia de transporte de até lf®%asco reacional ao atomizador

O vapor formado € homogéneo, o que implica em:

Melhor precisédo

Melhor seletividade

Melhores LDOs, também devido a pré-concentrag&du do analito

Permite estudos de especiacao

Pode ser acoplada a diferentes técnicas

No entanto, apesar de melhoras significativas mrumentacdo, a determinagdo de
metilHg é muitas vezes prejudicada por problemdatives a recuperacbes nao-
guantitativas e questdes sobre a possibilidadeodeat;do e transformacdes de metilHg
durante as etapas de preparacdo da amostra ecsepafdageracado de vapor frio (CV)
diretamente de aliquotas de amostras preparadasmma de suspensdo tem se apresentado
como uma alternativa simples e eficaz, pois ewi g utilizem os tratamentos intensivos
e tediosos para o preparo das amostras, sujeip@sda do analito ou contaminagédo das
mesmas. Especiacdo de compostos de mercurio entrasbi®ldgicas e ambientais requer
procedimentos analiticos rigorosos em cada est@iooleta, tratamento e medida. Em
geral a especiacdo de Hg envolve as seguintesse(@pa&oleta da amostra, pré-tratamento,
preservacao e estocagem; (b) extracdo do Hg d@&npairificacdoe pré-concentracdo; (c)
separacédo das espécies de Hg de interesse; ddd}ate[2 - 6].

Assim, as técnicas de especiacao, em muitodhiEastdo baseadas principalmente
na cromatografia liquida ou gasosa para a separdgaanalito acoplada a diferentes
técnicas para a sua deteccao [7, 8]. Mas, em Wallra muito inovador de Kaerchet al.

[9], foi demonstrada a possibilidade de se deteanmgéspécies de Hg em amostras de peixe,
pelo uso de um sistema construido em seu labarat8endo espectrometria de absorcéo
atdbmica com geracédo de vapor e injecdo em fluxt/FIAAS). Esse método € baseado na
geracdo do vapor das espécies de mercurio e urecéetseletiva do Hfou Hg total
pela variacdo da temperatura da cela de quartzguesomente o Hfé medido quando a
cela de quartzo esta a temperatura ambiente, edguamela de quartzo € aquecida pela

chama a concentracdo de Hg total € medida. A ctmagéio de Hg organico na amostra é



calculada da diferenca entre as concentracdes detalg HG*. Sabendo que a quantidade

de metilHg nas amostras bioldgicas marinhas é nsuip@rior a de qualquer outra espécie
organomercurial, pode-se considerar a concentrdedidg organico igual a concentracdo

de metilHg para essas amostras. Isso ocorre painogmte devido a alta solubilidade das

espécies de Hg organico em lipideos (lipossoludiik) e a alta capacidade de metilacdo
desses organismos.

Vérios trabalhos tém sido realizados nos ultimaossg8, 10-17] com a proposta de
unir os beneficios das técnicas CV AAS e/ou CVG-M®P e a facilidade do preparo de
amostras bioldgicas e ambientais na forma de sa8pepara a determinacao de mercurio.
A amostragem em suspensdo é um metodo particulenarativo, pois combina as
vantagens da amostragem liquida e sdlida. Destaafoas amostras sado facilmente
preparadas, ndo requerendo um pré-tratamento quagressivo, S&0 menos susceptiveis a
contaminacdo e perda do analito antes da analigefaémente padrdes aquosos simples
podem ser usados para a calibracdo. Ribetroal. [13] propds um método para
determinacdo de Hg em amostras de sedimentosdm@sgoto e carvao por CV AAS em
linha usando amostragem em suspenffis Santoset al[18] avaliou cinco diferentes
procedimentos de preparacdo de suspensao usaraloé@ip acido nitrico e hidréxido de
tetrametilaménio para determinacdo de Hg em anstiédas usando ICP OES com visédo
axial e geragao de vapor frio, sendo a otimizag@opdrametros obtida por analise fatorial.
Um especial interesse pode ser observado na gétizdo hidroxido de tetrametilamdnio
(TMAH) para a solubilizacdo de diversos materia@dgicos, resultando na obtencéo de
procedimentos de preparo de amostra extremamemiglesi O TMAH é fortemente
alcalino, solivel em meio aquoso e, por proporgiama tratamento suave, € ideal para
estudos de especiacdo, uma vez que as espécieserEsse sdo extraidas para a fase
aguosa, sem a possibilidade de ocorrer a intercsfiweentre as espécies de mercurio,
como no caso quando acidos sdo utilizados. A soluedultante da solubilizacdo do
material biolégico apresenta um aspecto semelhamtde uma suspensdo [10]. Outros
reagentes também s&do usados para solubilizacamaetp determinagdo de Hg, tal como

acido formico [6, 12] e hidroxido de potassio emare metanol [17].



2. Objetivo

O objetivo deste trabalho é o desenvolvimentorda metodologia simples, rapida e
sem uso de técnicas cromatograficas, para a demgéo de espécies de mercurio (Hg
total, Hf* e CHHg" por método indireto) em amostras bioldgicas stiigrias em meio
de TMAH com posterior determinacédo por CV AAS usandh sistema em batelada. As
concentracdes obtidas para Hg total serdo compaEa as medidas apds retencdo do
vapor frio em tubo de grafite tratado com Au.



3. Materiais e Métodos

3.1 Instrumentacao

CV AAS. As medidas das espécies de merclrio?{ldgHg organico) nas amostras
bioldgicas foram realizadas em um sistema de gergqgéinica de vapor (MHS 15 — Perkin
Elmer, Norwalk, CT, EUA) operado em modo bateladaceplado ao espectrometro de
absorcéo atbmica (AAnalist 100, PerkinElmer) egdipaom uma lampada de catodo oco
de mercurio e o corretor de fundo com lampada de de deutério, sob as seguintes
condicdes de operacdo: comprimento de onda: 258, Temda espectral: 0,7 nm; corrente:
6 mA. Para a determinacdo do mercurio total, uro tidquartzo com comprimento de 165
mm e didmetro de 12 mm, posicionado no caminho oftifbi aquecido a,
aproximadamente, 700 °C em uma chama de ar-acetiftem vazdes de 7,0 L rifar) e
1,5 L min* (acetileno). O mesmo sistema foi usado para srditar H§®, exceto que o
tubo de quartzo nédo foi aquecido, permanecendmpetura ambiente. A Fig. 1 mostra o

sistema MHS-15 com o atomizador de quartzo.

[l €— Lampad=deHg

Agente Redutor % [\

Figura 1. Sistema MHS-15 de gera¢&o quimica de vapor comizadior de quartzo.

A Fig. 2 mostra uma representacdo esquematicsidona utilizado neste trabalho no

qgual, primeiramente, faz-se as medidas de Hg imicga a temperatura ambiente, e



posteriormente, as medidas de Hg total, que € a stenHg inorganico mais Hg na forma

organica, com o tubo de quartzo aquecido na chanaa/dcetileno.

Gds
l Vapor frio

—

NaBH,—

Hg

L \?ﬂ inorgdnico

Figura 2. Representacao esquematica do sistema CV AASaddipara determinacéo das espécies de Hg.

Uma solucéo de tetrahidroborato de sodio a 3% estabilizada com 1% m/v de
hidroxido de sédio foi usada com agente redutoagénte redutor foi injetado por 5 s,
correspondendo a aproximadamente 1,5 mL de soldi@mnada ao frasco de reacdo. O
volume de amostra foi de 3 mL. Argdnio com uma parge 99,996% (White Martins, S&ao
Paulo, Brasil) foi usado como gas carreador parapseres de mercurio, a uma pressao de
250 kPa. Para esse sistema, area de pico foi psadaavaliacdo do sinal. Esse sistema é
capaz de diferenciar mercurio total e inorganiamesate pelo aquecimento ou ndo do tubo

de quartzo, respectivamente. O mercurio organalcdilado como a diferenca.

CV-GF AAS. As medidas de Hg total nas amostras biologicastimizacdo do
tratamento da amostra e as condicbes de reagamt@sapalise foram realizadas em um
espectrometro de absorcédo atdbmica AAS 5 EA (Ardallgna, Jena, Alemanha) equipado
com um sistema de correcdo de fundo com fonterammtflampada de arco de deutério) e
um atomizador eletrotérmico com tubo de grafiteeaglo transversalmente. Um sistema
de geracdo quimica de vapor HS 5 (Analytik Jengerardlo em modo de batelada, foi
acoplado ao atomizador eletrotérmico via um amdstrautomatico para forno MPE 5

(Analytik Jena) usado na introducédo do vapor decorey no forno de grafite. O vapor de



mercurio gerado no reator foi transportado ao tdbografite através de uma linha de
transferéncia de politetrafluoretiieno (PTFE) d® 2nm de didmetro e 1,2 m de
comprimento, conectada ao amostrador automaticare eapilar de titanio de 1,0 mm de
didametro na outra extremidade. O capilar de titdoiontroduzido no orificio do tubo de
grafite via amostrador automatico. Argdnio com ypoeeza de 99,996% (White Martins,
S&o Paulo, Brasil) foi usado como gas carreada parapor de mercario e como gas de
purga e de protecdo para o atomizador de grafilgho§ de grafite recobertos
piroliticamente sem plataforma (Analytik Jena) forasados. Altura de pico que é mais
sensivel do que a area, foi usada exclusivamendegpavaliacdo do sinal neste sistema, ja
gue os efeitos cinéticos na geracdo do vapor &mocempensados pela retencdo do vapor
no tubo de grafite tratado. A lampada de catododecmercurio (IST-Horseheads, NY) foi
operada a 6 mA (comprimento de onda 253,7 nm; fesgactral 0,5 nm). O sistema de
geracdo de vapor foi operado usando-se as seguateBcOes otimizadas: volume de
amostra: 3 mL; tempo de bombeamento, 20 s; tempeaigio, 20s; tempo de limpeza, 10
s. A vazdo de gas para as etapas de bombeamext#o e limpeza foi 300 mL mtnUma
solucédo 3% m/v de tetrahidroborato de sodio esaldh em hidroxido de sédio 1% m/v
foi usada como agente redutor. A Fig. 3 mostra tepeesentacao do sistema CV-GF AAS

usado para determinacao de Hg total na suspensaordsstras bioldgicas.

/ v Entrada de gas Ar \

Bomba
Peristaltica Il

4 Amostrador automatico
= e
[o)e; =
OoO SR

= 0 Olo/cy v capilar de titanio
1 il ’

T
Faorna de grafite

Reator

T (sisterna em batelada)
Agente redutor

Figura 3. Sistema CV-GF AAS utilizado para determinacgéo deddal.




O programa de temperatura do forno de grafiteaipagla retencdo e atomizacdo do
mercurio € mostrado na Tabela 1. O tubo de gréfiteoreviamente tratado com ouro,

como descrito abaixo.

Tabela 1.Programa de temperatura do forno de grafite pasrrdeacéo de mercurio total por CV-GF AAS

Parametros
Etapa Temperatura/ Rampa/ Permanéncia/ Vazdao 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 est&ftegistro da absorvancia em altura de pico.

3.2 Tratamento do tubo de grafite com um modificadopermanente

Tubos de grafite piroliticamente recobertos foraé+-tpatados pela pipetagem de 40
UL de uma solucédo padrdo de ouro 500 rignb tubo e submetendo-o a um programa de
temperatura ja usado em um trabalho prévio [1%nds-se temperatura de pirélise de 160
°C, atomizacdo de 900 °C e limpeza de 1000 °C. jssedimento foi repetido 25 vezes,
resultando em uma massa total de G@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 Reagente e Materiais de Referéncia

Todos os reagentes usados foram, no minimo, deagalitico e as solucdes foram
preparadas usando-se agua de alta pureza com sistavidade de 18,2 B cm, obtida de
um sistema de purificacdo de agua Milli-Q Plus liplire, Bedford, MA, EUA). O acido
cloridrico (Merck, Darmstadt, Alemanha, no. K27703Dfoi duplamente destilado em um

destilador de quartzo abaixo do ponto de ebulig@oner, Analysentechnik, Rosenheim,



Alemanha). Uma solucdo de TMAH em metanol da Sigif&t. Louis, MO, EUA, lote
40K1265) foi usada para tratar as amostras. A 8olde agente redutor foi preparada pela
dissolucdo de NaBH(Merck, no. K1483871) e NaOH solidos (Merck, n&6B769) e
estocada em um frasco de polietileno sob refrigeragolucbes de referéncia de mercurio
inorganico no intervalo entre 1,0 e 5Qu L™ foram preparadas diariamente pela diluicio
seqiiencial de uma solucdo estoque de merciriodniog de 1000 mgt (Merck). A
solucdo estoque de GHQCI foi preparada pela dissolugdo do sal (Fluk®P8m etanol
(Carlo Erba, Mildo, Italia) e estocada em um fradeovidro escuro a 4 °C. Solucdes de
trabalho de CBHgCI para as curvas analiticas foram preparadas ¢iklicdo apropriada
da solugao estoque com TMAH. O tubo de grafitetf@miado com uma solucdo estoque
padréo de H[AuG] da Fluka (Buchs, Suica), contendo 500 riigde Au. Anti-espumate
Antifoam A (Sigma, Steinheim, Alemanha, no. 100KDL7oi usado para andlise das
amostras biologicas. Recipientes de plastico eovioiram lavados com agua de torneira e
solucdo de Extran diluida (Merck). Posteriormeates foram imersos em uma solucéo de
acido nitrico 10% v/v por no minimo 48 h, e rinss@saustivamente com agua deionizada
antes do uso.

Os seguintes materiais de referencia certificéol@n usados: BCR 278R (tecido de
mexilh&o), BCR 397 (cabelo humano) e BCR 186 (rapdrco liofilizado) da Community
Bureau of Reference (Brussels, Bélgica), GBW 91CGabglo humano) do Shanghai
Institute of Nuclear Research of China, TORT-2 @tepancreas de lagosta), DORM-1
(musculo de peixe) e DOLT-2 (figado de peixe) daidieal Research Council of Canada
(Ottawa, Ontario, Canadd).

3.4 Preparacao da amostra

As amostras foram preparadas pela simples mistar®0 a 500 mg da amostra
biolégica em p6 com a solucdo original de TMAH 283v. Um volume de UL de
TMAH foi adicionado para cada mg de amostra em a&rdm sistemas experimentais,
usando um minimo de 1 mL quando as determinacGamfeealizadas por CV AAS. A
suspensédo da amostra foi deixada em repouso poimmo 2 h a temperatura ambiente e

o volume foi completado para 25 mL com agua deawtaz A concentragéo final de TMAH
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foi 1% m/v. Nessas condi¢Ges, o mercurio ficouvettda suspensdo da amostra. Aliquotas
de amostras foram pesadas usando uma microbalargfa (@artorius, Gottingen,

Alemanha).

3.5 Procedimento Analitico

Primeiramente, o preparo de amostra e concentasioeagentes foram otimizados
por CV-GF AAS e entdo adotados para CV AAS. J4 ged uso deste procedimento
mercurio total é determinado, as condi¢cbes seladas garantiram que mercurio organico
e inorganico sao eficientemente transformados exs sspécies no vapor, transportados ao
atomizador, retidos no tubo de grafite tratado aamo e determinados. Para ambos 0s
sistemas (CV AAS e CV-GF AAS), uma aliquota de 3 aeLsuspensédo de amostra ou da
solugédo padrédo em meio de TMAH foi transferida @sdo de reacdo juntamente com 2
mL de HCI 2,5 mol [* e 50 a 20QL do agente anti-espumante, dependendo da massa de
amostra usada na preparacao. No sistema CV-GF a&8ente redutor foi adicionado ao
frasco de reacdo através de uma bomba peristé@ticaanto que no sistema CV AAS, o
agente redutor foi adicionado ao frasco de reag@® |3 e 0 vapor gerado foi transportado
ao tubo de quartzo. A calibragéo foi realizada @optadroes aquosos em TMAH 1% m/v
(a mesma concentragdo como na suspensao final astrajnno intervalo de concentracéo
de 1,0 a 50,Qig L™ para CV AAS e de 1,0 a 30,0 L™ para CV-GF AAS.
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4. Resultados e discussao

4.1 Otimizacao do sistema de geracao de vapor

Como ja foi mencionado, as otimizacdes foram zadhs usando CV-GF AAS. O
efeito da concentracdo de agente redutor na gedgaapor frio de Hg das amostras
biolégicas tratadas com TMAH foi investigado, c@odo-se um volume fixo de 2 mL de
HCI 2,5 mol ! no frasco de reacdo, juntamente com 3 mL da ssdpede amostra.
Seguindo esse procedimento, a concentracdo dei¢tt@l ém torno de 1 molt, a qual é

tipicamente usada em sistemas em batelada.
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Figura 4. Efeito da concentracéo de NaBhb sinal de absorvancia para a suspenséo de aqmustras e
em uma solucédo aquosa obtida por CV-GF AAS. (1) BCR 186 (9,9ug L), (0 OO ) GBW 9101 (10,8
pg LY, (0 AD) DOLT-2 (10,8ug L) e (0 VO ) solucdo aquosa em meio de TMAH fHg0,0ug L™).

Como mostrado na Fig. 4, a absorvancia aumentaacooncentracdo de NaBidara
os trés materiais certificados até a maior conagatr estudada de 6% m/v, enquanto que
para a solucdo padrdo aquosa em meio de TMAH, momt&0,0pg L™ de HG", o sinal é
estavel para concentracoes de 3,0 e 4,5% m/v, becr@o para concentracdo maior. O
mais provavel & que mais agente redutor € requpaias amostras, em comparagcao com

a solucéo padréo, porque nas amostras muitos aleoentos formadores de hidreto estéo
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competindo pelo redutor. Entretanto, a concentragdNaBH foi selecionada como 3,0%

m/v em NaOH 1% m/v a fim de reduzir a quantidadeddea condensada na linha de
transferéncia, a qual diminui a precisdo. Comonagséras foram tratadas com TMAH, as
espécies de Hg foram provavelmente extraidas pdaseaaquosa. HCI foi diretamente
adicionado a suspensdo de amostra, imediatametds da determinacdo, para evitar
coagulacdo. Um estudo para avaliar o efeito dasrafifes concentracbes de HCI é

mostrado na Fig. 5 para trés amostras e uma sohagiéo.
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Figura 5. Efeito da concentracao de HCI no sinal de abseiagrara algumas amostras e em uma solugao
aquosa obtida por CV-GF AAS. Concentracéo de HGtasco reacional [{ ) BCR 186 (9,9ug LY,
(0 OO) GBW 9101 (10,8ug L), (0 AO) DOLT-2 (10,8ug LY e
(0 VO) solugdo aquosa em meio de TMAH (1agL™).

Para as amostras, exceto para as de cabelo huosasiogis aumentaram de 1 mol
L™ para 2 mol [}; permaneceram estaveis de 2 mdl & 4 mol L, diminuindo para
concentracdes maiores, provavelmente devido assaae vapor produzido, o qual pode
diluir o analito e/ou prejudicar sua retencdo nootde grafite. Para a solucdo padréo de
Hg, a absorvancia aumenta com o aumento da coacéntde HCI de 1 mol'Lpara 2 mol
L e entdo diminui até 4 mol™. permanecendo estavel para concentracbes mafores.
concentracdo de HCI de 2,5 mol foi selecionada para os experimentos. O volume de

suspenséo de amostra selecionado de 3 mL foi @iitoizm um trabalho prévio, no qual o
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mesmo sistema foi usado para se determinar a coacg&o de Hg total em amostras
ambientais solidas como suspensao em meio aciJog$8 mesmo volume de amostra,

permitiu a analise dos materiais certificados exiod.

4.2 Efeito do volume de TMAH

O efeito do volume da solugcédo original de TMAH 2%8fv na altura de pico é

mostrado na Fig. 6.
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Figura 6. Efeito do volume de TMAH no sinal de absorvancieapgasuspenséo de algumas amostras obtidas
por CV-GF AAS. I 0)BCR 186 (7,9ug L™), (0 O0) GBW 9101(8,6ug L) e @ AD) DOLT-2 (8,6
ug L.

Como mostrado na Figura 6, o volume de TMAH nécritico para volumes de
amostra maiores que 0,5 mL, visto que o sinal peece praticamente constante a partir
deste volume até para 5 mL, o maior volume estud&iono ja& mencionado, uma
suspenséo foi obtida. No entanto, muita espumpartmuzida quando volumes de TMAH
maiores que 1 mL foram empregados ou quando a rdassaostra foi maior que 100 mg.
Esse inconveniente pode ser evitado pelo uso gé Be TMAH por mg de amostra,
usando um minimo de 1 mL do reagente para massasr@seque 200 mg. O Hg
permanece estavel na amostra tratada com TMAH, mégmois de uma semana estocada

a temperatura ambiente.
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4.3 Especiacao

Inicialmente, o fato de que os resultados obtidos@V-GF AAS, com retencédo do
vapor frio na superficie do tubo de grafite tratadon Au, estavam de acordo com os
valores certificados para Hg total, mas estavampeemmaiores que os obtidos por CV
AAS, com o tubo de quartzo a temperatura ambiesrte,intrigante. A0 mesmo tempo,
percebia-se que a diferenca estava muito proximecateentragcdo de metilmercurio
reportada por alguns dos certificados das amosidégicas. Posteriormente, houve a
oportunidade de assistir a uma apresentacao orbblalho de Dresslet al. no 8th Rio
Symposium on Atomic Absorption Spectrometry [20}e Bcordo com eles, depois da
extracdo do Hg da amostra com HCI 6,0 mid] Hg inorganico foi determinado por FI-CV
AAS, mantendo o tubo de quartzo a temperatura art&hienquanto Hg total pode ser
determinado pelo simples aquecimento do tubo detzpuaor volta de 700 °C. Depois
disso, ficou muito claro que era somente necessguecer o tubo de quartzo para romper
a ligacdo entre o mercurio e o radical organicaaper os resultados obtidos para a
concentracao de Hg total nas amostras concordeotes valores certificados. Segundo
Tsenget al.[21], hidrogénio, ou intermediarios, de acordo com pstgmais recentes [22
— 24], produzidos na reacdo de HCl com NaB¢tluz H§" da amostra para g também
reage, por exemplo, com GHg" da amostra para formar GHgH, o qual é volatil. As
espécies volateis Hge CHHgH sdo entdo transportadas ao tubo de quartzo géalo
argonio. Neste trabalho, as amostras foram tratadas TMAH, ao invés de serem
submetidas a extracdo com HCI.

Como apresentado na Tabela 2, a inclinacdo daasde calibracédo obtidas por CV
AAS usando ChHg" ou Hf" em TMAH demonstram que ambas as espécies S&o0
detectadas com, aproximadamente, a mesma serailgjidjuando o tubo de quartzo é
aquecido. Entretanto, como é também mostrado akssk, sem o aquecimento, somente
a especie inorganica é detectada, significandoogenercurio organico ndo € atomizado a
temperatura ambiente. Usando CV-GF AAS, as seitiibiés para CiHg" e Hf* sdo
similares, como mostrado na Tabela 2, confirmandorgercurio total é detectado por esta
técnica. As mesmas espécies de Hg devem ser fosnthotante a geracao de vapor em

ambos os sistemas (CV-GF AAS e CV AAS), visto qumesmo preparo de amostra e
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concentracdo dos reagentes foi usado. Entretaniooa de Hg de diferentes espécies sao

produzidos durante o aquecimento do tubo de gmafitercurio total € obtido.

Tabela 2.Figuras de mérito para determinacéo de Hg toggf! em solucdo aquosa de ¢ty* e de HG" em

TMAH 1% m/v por CV-GF AAS e por CV AAS, com ou senaquecimento do tubo de quartzo

Inclinacao/ LOD/ Calibracéo/
Sistema (MgLHts R ug g* ug L
CV-GF AAS
Hg™* aquoso 0,03159 0,9992 0,001 1,0-30,0
CHsHg" aquoso 0,03235 1 0,001 1,0-10,0
CV AAS
Hg”* aquoso 0,00963 0,9992 0,13 1,0-50,0
CHsHg" aquoso 0,00815 0,9989 0,15 1,0-50,0
CV AAS®
Hg** aquoso 0,03253 0,9990 0,025 1,0 -50,0
CHsHg" aquoso 0,00034 0,9502 - 1,0-50,0

2 A unidade para esta inclinacéo g (L), ja que altura de pico foi usada no sistema CVARS. "

Aguecendo o tubo de quartzo na chama de ar-aaetfidinbo de quartzo a temperatura ambiente.

As curvas de calibracdo correspondentes as figdeasnérito da Tabela 2 séo

apresentadas na Fig. 7. O LOD, pgng*, foi obtido da seguinte forma:

LoD(ug.g)= 323 x Ogj:'-

Onde, s € o desvio padrao de 10 leituras do branéa inclinacédo da curva de calibracéo;

0,025 L € o volume final (amostras e padroes) eg&h massa utilizada para a maioria das

amostras.
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Figura 7. Curvas de calibracédo obtidas par&Hgmetilmercurio por CV AAS, sem e com o aquecimeftt

tubo de quartzo.
4.4 Temperatura de Retencéo

Na Fig. 8, o efeito da temperatura do tubo de tgrai sinal de absorvancia € mostrado
para solucdes aquosas contendaif] e HF* ou uma mistura dos dois em TMAH 1%
m/v. E interessante observar que todas as curvasrano um comportamento similar,

especialmente para temperaturas do th60 °C.
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Figura 8. Efeito da temperatura do tubo de grafite para gétermlo vapor no sinal de absorvancia para
solugéio aquosa contendo (—) 10pg L™ de CHHg", (—O—) 5ug /L de CHHg" mais 5ug L* de Hg" e
(—A—) 10ug L* Hg*", todos em TMAH 1% m/v.
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A temperatura do tubo de grafite de 100 °C foi ad@t{para a retencdo do vapor.
4.5 Condi¢gbes da Chama

No sistema CV AAS, duas condi¢cOes diferentes denehforam estudadas para
checar os possiveis efeitos da temperatura de zQ&u no tubo de quartzo. Usando a
vazdo minima de ar e acetileno (4 L thide ar e 0,5 L mih de acetileno) ou a maior
vazdo (7 L mift de ar e 1,5 L mih de acetileno), ndo foram obtidas diferencas para
solugdes contendo GHg" e Hd" em TMAH, demonstrando que metilmerctrio é
atomizado mesmo usando uma chama escassa. A naa@o de 7 L mihde ar e 1,5 L
min” de acetileno foi adotado. De acordo com Dresslet.[9, 20], a temperatura no tubo

para essas condi¢des deve estar em torno de 700 °C.
4.6 Figuras de Mérito

As figuras analiticas de mérito para ambas asidgésrforam obtidas pelo uso de
solucdes aquosa de gty e de HG" em TMAH 1% m/v. Como mostrado na Tabela 2,
um menor limite de deteccao (LOD) foi obtido pamdeterminacéo de Hg total por CV-GF
AAS. Sensibilidade, precisdo e linearidade da cuteacalibracdoR > 0,999) foram
melhores para essa técnica. O limite de detecgatefimido como 3 vezes o desvio padrédo
de dez leituras do branco, dividido pela inclinagaacurva. A sensibilidade obtida por CV
AAS foi mais que 4 vezes superior quando o tubajuketzo foi mantido a temperatura
ambiente em comparagdo com a situacdo na qualoftuktaquecido na chama de ar-
acetileno. O tempo de residéncia do analito no atheecido deve ser muito menor, devido
a difusdo e a expanséo do gas no tubo. O LOD natearymor CV AAS sem 0 agquecimento
do tubo foi cerca de 25 vezes maior e aquecendbmfbi mais que 100 vezes maior que 0
obtido por CV-GF AAS. Em geral, os LODs obtidosafor perfeitamente adequados para
as amostras bioldgicas analisadas e, tendo em gustao tratamento da amostra com
TMAH é muito flexivel, pode-se usar diferentes nagsde amostra, de acordo com o nivel

de concentracdo na mesma.
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5. Resultados Analiticos

Os resultados obtidos para Hg total?Hg CHHg" séo mostrados na Tabela 3. Pela
comparacdo das concentracOes de Hg total obtidaslosambas as técnicas, CV AAS com
tubo de quartzo aquecido e CV-GF AAS, elas estadoardantes entre si e também com os
valores certificados, de acordo com o téspara um nivel de confianca de 95%. A
calibracdo foi realizada usando uma solucdo aqudesiéld” em TMAH para todas as
amostra para ambos os sistemas instrumentais. Weecvacdes obtidas para CV AAS
com o tubo de quartzo a temperatura ambiente cdagocom a diferenca entre os valores
certificados das concentragcbes de mercurio totahedilmercurio. A concentracdo de
metilmercurio é reportada para 4 amostras certifisadas 7 analisadas. Essa é a evidéncia
gue o valor obtido por CV AAS sem o aquecimentotulno de quartzo é realmente a
concentracdo de K A concentracdo de Hg organico calculada comdeaeatica entre 0s
valores obtidos por CV AAS, com e sem 0 aquecimedto tubo de quartzo,
respectivamente, também concorda com a concentdegduetiimercuario certificada, de
acordo com o testepara um nivel de confianca de 95%. Essa é umarc@gdo que a
maior parte do mercario organico obtido pela diigee mencionada € realmente
metilmercurio, indicando que as concentracfes dam® espécies organicas, que sao
detectadas pelo método proposto, ndo séo sigmnisatNo caso das outras espécies de
mercurio organico ndo produzirem espécies poliatAsvolateis, ou ndo serem atomizadas
no tubo de quartzo aquecido, elas ndo seriam ddieext O desvio padrdo relativo para
todas as concentracdes obtidas foram menores §ugdfa a maioria das amostras, exceto
para valores de concentracdo proximos ao LOD.
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Tabela 3.Resultados para a determinacdo de mercurio totaanico e metilmercdrio em materiais biol6gidesreferéncia certificada por CV AAS e CV-GF

AAS. Valores obtidos (média + desvio padréo)eng’ e n = 3.

Determinado

Amostra Certificado CV AAS CV- GF AAS
Hg Total MetilHg Hg™* 2 Hg total MetilHg ° Hg™ Total Hg
DOLT-2 2.14+0.28 0.693 0.053 1.4950.284 2.21+0.02 0.766: 0.040 1.49% 0.032 2.25+£ 0.06
DORM-1  0.798+0.074 0.73%0.060 0.118 0.093 0.628+ 0.022 0.495%0.027 0.163%0.012 0.673+0.016
TORT-2 0.27x0.06 0.152£ 0.013 0.12% 0.061 0.25x 0.05 0.124£ 0.058 0.134:0.022 0.14+0.02
BCR 186 1.97+0.04 nc’ nc’ 2.05+ 0.27 0.618: 0.32 1.4 0.14 2.00+ 0.02
BCR 278R 0.196% 0.009 nc nc 0.179+ 0.008 0.09% 0.034 0.094 0.031 0.191+ 0.020
BCR 397 12.3+£ 0.5 0.87 11.49+ 0.5 125+ 0.4 0.64+ 0.48 11.9: 0.2 12.8£ 0.6
GBW9101 2.16+x0.21 nc nc 1.80£0.01 1.28: 0.04 0.60t 0.04 2.02+0.04

& Calculado como sendo a diferenca do Hg total mertdg como CHHg'";

® Calculado a partir da diferenga entre o Hg totahas o mercurio inorganico;
¢valor informado;

 nc: néo certificado.
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6.Conclusao

Um método extremamente simples para determinacétsfdes Hg total em materiais
biolégicos tratados com TMAH por CV AAS é proposts limites de deteccdo obtidos
sdo adequados para as amostras analisadas, jdmpssa de amostra pode ser facilmente
variada na preparacdo da suspensao. Aléem dissocedimento proposto ndo usa técnicas
cromatograficas, requerendo somente um instrumgatdAS com chama e um simples
dispositivo para geracdo do vapor frio. No prep#acamostra, sdo empregadas pequenas
guantidades de reagentes e ndo é necessario aqoegindiminuindo os riscos de
contaminacdo ou perdas. A interpretacdo do processolvido € que, junto com Hg
elementar, CgkHgH volatil também € formado. Mantendo o tubo dartpo a temperatura
ambiente, esta espécie ndo é atomizada, e somefteéHdetectado, enquanto pelo
aguecimento do tubo na chama de ar-acetileno, @écies poliatbmicas originadas das
espécies de Hg organico na amostra sdo atomizadgdatal é detectado. Aparentemente,
o tratamento com TMAH nado destr6i as espécies denblgamostra e ndo produz

interconversao das espécies.
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