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DETERMINAGAO IN SITU DE METILMERCURIO E MERCURIO (Il) EM SISTEMAS
AQUATICOS NAS PROXIMIDADES DE REFINARIAS DE PETROLEO,
UTILIZANDO A TECNICA DE DIFUSAO EM FILMES FINOS POR GRADIENTE DE
CONCENTRAGAO (DGT)

Resumo

Neste trabalho foi desenvolvido um método para determinacgao seletiva e in
situ do metilmercurio (MeHg) com o uso técnica da técnica de difusdo em filmes
finos por gradiente de concentracdo (DGT- diffusive gradients in thin films) e,
também usando a DGT, avaliou-se um método ja desenvolvido (baseado no uso da
membrana P81) para a determinagao de mercurio (Il). Para amostragem da espécie
MeHg foi usado um disco ligante baseado no uso da Saccharomyces cerevisiae
(levedura) - 20% (m/v) - imobilizada em agarose 3%, o gel de poliacrilamida como
meio difusivo (S + P) e o acetato de celulose como membrana filtrante. A membrana
de troca catibnica P81 e o gel difusivo de agarose (P81 + A) foram usados na
determinacao de mercurio (I1).

Os dispositivos DGT montados com as trés camadas foram imersos em
solugdes preparadas no laboratério com concentragdes conhecidas de MeHg (e/ou
Hg (I1)). Determinou-se o coeficiente de difusdo médio do MeHg (7,03 + 0,77 x 10®
cm? s a 23 °C) na poliacrilamida. Posteriormente foram avaliados os principais
parametros que afetam o desempenho da técnica: na faixa de pH 3,5 e 8,5 e forga
idnica (1), entre, 0,0005 mol L™ a 0,1 mol L' NaCl. As recuperacdes obtidas de (84 -
98 %) e (84 - 105 %) do analito, no intervalo de pH e | estudadas, indicaram que o
método pode ser utilizado em sistemas aquaticos que satisfacam estas condicdes.
Foram avaliadas também interferéncias devido a presenga de alguns ions
concomitantes. Os ions Mn, Cu, Zn, Fe(ll) ndo afetaram a retencdo do MeHg pelo
ligante, com recuperagdes de (70 - 87 %). A retencao do ligante S. cerevisiae foi
menos toleravel a presenga de Pb e Cd com recuperagbes de (62 + 5 %)e (54 *
6 %). O método desenvolvido foi aplicado in situ no Rio Negro (Manaus-AM) no
entorno da refinaria de petroleo Isaac Sabba (Reman). Determinou-se as
concentragbes medias de MeHg e Hg (ll) no local pela técnica DGT. Os resultados

obtidos com a DGT foram (< 0,025 pgL™) e (< 0,085 pgL™), respectivamente.

Palavras chaves: Metilmercurio. S. cerevisiae. DGT.



Abstract

An in situ method for selective determination of methylmercury (MeHg) was
developed in this work by using the diffusive gradients in thin films (DGT) technique.
This method was used together with an already evaluated DGT method, based on
the use of P81 cationic membrane as binder for determination of mercury (Il). To
determine MeHg species, it was used a binder disk of Saccharomyces cerevisiae
(yeast) - 20% (w / v) - immobilized on agarose 3%, polyacrylamide diffusive layers (S
+ P) and acetate of cellulose as a filter membrane. The P81 cationic membrane and
the diffusion agarose gel (P81 + A) were used for the determination of mercury (ll).

The DGT devices assembled with the previously described layers were
deployed in solutions prepared in laboratory, with known concentrations of MeHg
(and / or Hg**).The average MeHg diffusion coefficient obtained for polyacrylamide
equals to 7.03 £ 0.77 x 10° cm? s™ at 23 °C. It was evaluated the main parameters
that affect the technical performance: pH (3.5 - 8, 5) and ionic strength (1) (0.0005
mol L™ to 0.1 mol L™" NaCl). The analyte recoveries obtained for the pH range studied
(84 - 98%) and | (84 - 105%) indicated that the method can be used in aquatic
systems which meet these conditions. The effect of interference due to simultaneous
presence of ions was also evaluated. Mn, Cu, Zn, Fe (ll) did not affect the retention of
MeHg by the binder (70 - 87% recoveries). However, the binder layer was less
tolerable to presence of Pb and Cd, noticiable by lower recoveries of 62 + 5% and 54
* 6%, respectively.

The developed method was applied in situ in Rio Negro (Manaus-AM), nearby
the oil refinery Isaac Sabba (Reman). The average concentrations of MeHg and Hg
(1) were determined and the results obtained by DGT on site were (< 0,025 pgL™)
and (< 0,085 pgL™"), respectively.

Keywords: Methylmercury. S. cerevisiae. DGT.
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1 INTRODUGAO

O Hg é um dos metais presentes no solo e na agua, como um componente
natural dos mesmos ou como resultado das atividades humanas, que podem causar
graves impactos ambientais (GUTIERREZ; BUSCIO 2010). Assim, tracos e ultra
tracos deste elemento podem ser encontrados em aguas residuais provenientes de
refinarias de petréleo, sendo também susceptiveis de serem fiscalizadas pelos
orgaos reguladores para as emissdes de mercurio na atmosfera e em residuos
sélidos ou liquidos, como é feito com as usinas a carvao (WILHEM M., 2000). Outra
fonte associada a producdo comercial de mercurio esta intimamente ligada a
industria da mineracéo, que € a fonte primaria de obtencédo deste metal e representa
cerca de 60 % do fornecimento (IGME, 2003).

A toxicidade do mercurio depende de suas diferentes espécies quimicas,
como o metilmercurio (a forma organica) que é extremamente toxico, quando
comparada com o Hg?* (forma inorganica mais comum no ambiente). Devido ao
radical organico, o metilmercurio (MeHg) pode entrar rapidamente na corrente
sanguinea, causando danos irreparaveis ao sistema nervoso central. Se for
acumulado no corpo humano, pode nao so6 afetar o sistema nervoso, como também
o sistema cardiovascular, trato digestivo e renal, especialmente em criancas
(MORRISON, 2007). Além disso, estudos anteriores indicam a existéncia de
mercurio bioacumulado (especialmente na sua forma MeHg) nos organismos vivos e
os efeitos adversos na trajetéria do elemento na cadeia alimentar, chegando ao ser
humano através da flora e fauna aquaticas, causando problemas na saude das
pessoas que vivem na regido exposta (WEINBERG, 2010).

A analise de especiacdo de mercurio em um ecossistema aquatico torna-se
um problema, devido aos niveis muito baixos, o que requer o uso de técnicas
altamente sensiveis. Além disso, a determinacao € dificultada por aspectos como a
preservacdo e estabilidade das varias espécies durante a amostragem,
armazenamento e analise (YU L. P. et al., 2003). Neste sentido, sdo necessarias
técnicas analiticas para a determinacao das formas especificas de Hg. O emprego
da técnica de difusdo em filmes finos por gradiente de concentragéo (DGT), que tem
sido utilizada para determinar metais e suas espécies labeis em aguas naturais, €

uma das alternativas para conduzir a especiagao de mercurio in situ, evitando assim
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problemas de preservacao e estabilidade das suas varias espécies (DAHLQVIST et
al., 2010; GILLAN et al., 2012; WEIJIA et al., 2007).

A técnica de difusao em filmes finos por gradiente de concentragao (Diffusive
Gradients in thin Films - DGT) desenvolvida recentemente, em comparagédo com
outras técnicas analiticas, apresenta uma série de vantagens, como: sua
simplicidade; capacidade de amostragem in situ; pré-concentragcao das espécies de
interesse; amostragem multielementar; e sua capacidade de fornecer concentracoes
médias no tempo, quando utilizado por longos periodos (dias e semanas) em
amostras de concentracdo variavel, além da independéncia das medidas realizadas
com as variagdes do fluxo hidrico do sistema estudado, o qual permite seu emprego
em qualquer sistema aquatico, seja em rios, mares ou lagoas sem a necessidade de
medidas adicionais (ZHANG, H. & DAVISON W., 1995; Manual Técnico de
Informac¢des DGT Research).

O petroleo bruto ou natural tem uma ampla matriz de compostos, entre eles
hidrocarbonetos saturados e aromaticos. A concentragao total de metais em oleos
raramente excede 0,02-0,03% em peso. Cerca de 60 microelementos podem ser
encontrados nesta matriz, dentre eles o mercurio (Hg) (SOIN et al., 2010). O
mercurio e os compostos de mercurio sdo componentes comuns do petréoleo e
produtos dele derivados. As concentragbes de Hg no petrdleo cru e gas natural
variam entre 0,01 ng g’ e 10 ug g, as quais sdo altamente dependentes da
localizacdo geolégica (WILHEM M., 2000). Deste modo, as aguas residuais de
refinarias de petréleo podem conter uma vasta gama de poluentes orgéanicos e
metalicos, tais como 6leo, graxas, fendis, sulfetos, amoniaco, solidos em suspenséo,
compostos de nitrogénio, metais pesados e o0s hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (BROWN; DONELLY, 1984).

Considerando o exposto nos paragrafos anteriores, a aplicagdo da técnica
DGT torna-se uma ferramenta util e eficaz para determinar o grau de poluicéo efetivo
das fontes de agua proximas as refinarias de petroleo, servindo como base para a
tomada de decisdo das instituicdbes governamentais e outras organizagdes para
garantir boa qualidade dos recursos hidricos, uma adequada qualidade de vida das

comunidades vizinhas, com foco no desenvolvimento sustentavel.
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Neste projeto visou-se o desenvolvimento de um método empregando a
técnica DGT para medida in situ das espécies de mercurio (Hg2+ inorganico e MeHg
organico). Para aplicagdo do método, foram selecionados trés pontos nas
proximidades da refinaria de petréleo Isaac Sabba (Reman) no percurso do Rio

Negro na cidade de Manaus, no Estado do Amazonas.

2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como principal objetivo desenvolver um método para
determinar in situ seletivamente as espécies de mercurio organico (MeHg) e
inorganico (Hg (ll)) em sistemas aquaticos usando a técnica DGT. Avaliar o
desempenho do sistema DGT contendo o agente ligante S. cerevisiae e
poliacrilamida (como agente difusivo) para retengcdo de MeHg. Também, avaliar o
desempenho do método desenvolvido para especiacdo de mercurio no entorno de

refinarias de petroleo.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Mercurio

O mercurio é considerado um dos elementos mais tdxicos presentes no
ambiente em nivel mundial (UNEP, 2013). Encontra-se de forma natural, em baixas
concentracdes e com variadas propriedades quimicas e fisicas distribuido por toda a
crosta terrestre. Presente em pelo menos 25 minerais, mas a unica forma
economicamente explorada € o Cinabrio (HgS - sulfeto de mercurio (Il)), que ocorre
em depdsitos em areas com atividade vulcanica recente, em veios e fraturas
minerais, e proximo a fontes de aguas termais (AZEVEDO, 2003). O mercurio esta

presente na forma inorgdnica em aguas superficiais e subterrdneas em
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concentracdes inferiores a 0,5 mg L ' (OMS,1993). Na Tabela 01 sdo apresentadas

algumas de suas propriedades fisicas e quimicas.

Tabela 01. Propriedades fisico- quimicas do mercurio.

Propriedade
Branca prata; liquido a temperatura
Cor/ forma .
ambiente e a 0°C
Odor Inodoro
Densidade 13 579 g/cm?® (25°C)
Ponto de fuséo -38,87 °C (234 K)
Ponto de ebulicéo 356,72 °C(630 K)
Pressao de vapor
(25°C) 2x10° mmHg

Insoluvel em agua e em HCI
diluido., HBr, HI, H,SO4 diluido.,

soluvel em HNO;

Solubilidade em

agua

Solubilidade em

solventes organicos Soluvel em H,SO4; lipidicos.

Fonte: Agency (1999); Fabre e Truhaut (1971); Galvao e Corey (1987); Halbach (1987);
Stokinger (1965), apud Azevedo (2003).

O mercurio pode existir em trés estados de oxidagédo: O mercurio metalico ou
elementar (Hg®) possui baixa solubilidade em agua, altamente volatil a temperatura
ambiente e, sendo uma das espécies predominantes na atmosfera devido sua
estabilidade, pode ser transportado por longas distancias. As duas formas oxidadas,
o ion mercuroso (Hg (1)), o qual consiste no cation divalente (Hg,?"), é instavel nos
diferentes ambientes e oxida rapidamente ao fon mercurio (Hg**). O ion mercurio
(Hg (I1) ou Hg?*), por sua alta solubilidade em agua, possui a maior atividade quimica
e bioldgica. Devido a sua habilidade para atrair e reter elétrons doadores, o Hg (ll)
forma uma variedade de complexos muito estaveis, além de compostos organicos

de ligagdes covalentes com enxofre (S), nitrogénio (N), fésforo (P) e principalmente o


http://pt.wikipedia.org/wiki/Press%C3%A3o_de_vapor
http://pt.wikipedia.org/wiki/Press%C3%A3o_de_vapor
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carbono (C). Desta forma, constitui o precursor ambiental das espécies de mercurio
que apresenta maior toxidade: as organometalicas (JACKSON, 1998; AZEVEDO,
2003).

Fatores como o pH, forca ibnica, potencial redox, concentracbes de matéria
organica dissolvida, oxigénio dissolvido, sulfatos e soélidos suspensos, sao
importantes que controlam a especiacdo do mercurio em solugao e contribuem para
diferenciar ou tipificar o mercurio no ambiente (GABRIEL e WILLIAMSON, 2004).

Em 2000, a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (International
Union of Pure and Applied Chemestry- IUPAC), recomendou a seguinte definicao:
“Especiacao é o termo geralmente utilizado para representar a distribuicdo de um
elemento entre as espécies quimicas definidas num sistema” (TEMPLETON et al.,
2000). As diferentes formas de um elemento quimico e suas combinagbes s&o
conhecidas como "espécies". As principais espécies de mercurio sdo 0 mercurio
elementar (Hg%), e as formas inorganicas (Hg®*) e organicas (MeHg) (AZEVEDO,
2003).

A Tabela 02 apresenta uma classificagdo dos compostos mercuriais, proposta

por Lindqvist e colaboradores (1984).

Tabela 02. Classificagdo de compostos mercuriais.

Classificagao Composto
Volateis (Hg°); (CHs3)2Hg
Hg?*, HgXs, HgX4* (em que X=OH-,

CI', Br’), HgO em particulas aerosséis

Espécies reativas

particuladas soluveis ot .
e complexos de Hg“" com acidos

em agua .
organicos
MeHg, CH3HgCI, CH3HgOH e outros
Espécies nao organomercuriais, Hg(CN),, HS e ng+
reativas ligado ao enxofre em fragmentos de

matéria humica.

Fonte: Lindqvist et al. (1984 ), apud Azevedo (2003).
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3.1.1 Fontes

O mercurio € gerado no ambiente por processos naturais e antropicos. As
emissdes naturais na atualidade sdo menores em comparagdo com as emissoes
antrépicas; em todo o mundo estima-se que durante o ultimo século as emissdes
antropicas triplicaram as concentracbes de Hg na atmosfera e na superficie do
oceano (MANSON et al.,1994).

As fontes naturais incluem atividade geotérmica, a evaporagdo das
superficies de terra e agua, degradacdo de minerais, intemperismo natural de
rochas, erupgdes vulcanicas e incéndios florestais, sendo responsaveis por cerca de
10 % da estimativa de 5.500-8.900 toneladas de mercurio atualmente a ser emitidos

e re-emitidos para a atmosfera a partir de todas as fontes. (UNEP, 2013).

O mercurio pode ser encontrado em concentragdes variaveis, em quase
todos os ambientes geoldgicos. E encontrado em varios tipos de rochas, com mais
frequéncia em calcario, arenito, serpentina, andesita, basalto, riolita, feldspato
alcalino e quartzo e principalmente associado ao cinabrio como sulfeto de mercurio.
As regides de alta concentracdo de mercurio nas rochas superficiais sao
caracterizadas pela emissao de grandes quantidades de mercurio para a atmosfera.
Devido as elevadas temperaturas do manto da Terra, o mercurio, em especial o
elementar, € extremamente movel e continuamente se difunde para a superficie por
sua volatilidade. Em zonas de fratura geoldgicas profundas, estes processos sao
mais intensos. Existem os chamados cinturbes geoquimicos de mercurio, os quais
na sua capa superior as concentragbes de mercurio excedem significativamente os
valores médios. Em algumas partes dos cinturbes, a acumulacdo de grandes
quantidades de mercurio levou a formagao de depdsitos exploraveis (Jonasson e
Boyle, 1971; Bailey et al., 1973; Clayton, 1982 apud UNEP, 2002).

No inventario de emissdes globais antropicas de mercurio, realizado pela
UNEP (2013), estima-se que em 2010, aproximadamente 1.960 toneladas das
emissdes, foram geradas pelas atividades humanas, representando cerca de 30%
da quantidade total de mercurio na atmosfera anualmente. Baseando-se nas

avaliadas de emissdes globais, as emissbes para aguas e solos no Brasil sao
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estimadas em cerca de 50% das emissdes atmosféricas. Calcula-se também que o
total de Hg emitido para o meio ambiente atinja cerca de 100 toneladas anuais,

tendo diminuido significativamente nas ultimas duas décadas (MMA, 2011).

As principais fontes de emissdo ocorrem a través da queima de carvéao,
mineracdo, fundicdo e producido de ferro e metais nédo ferrosos, producdo de
cimento, mineragao artesanal de pequena escala de ouro, residuos de produtos de
consumo em geral (baterias, tintas, interruptores elétricos e dispositivos eletrdnicos,
termdmetros, medidores de pressdo arterial, lampadas fluorescentes, pesticidas,
fungicidas, medicamentos, cosméticos, amalgama dentaria), na industria do cloro e
alcalis, onde a tecnologia de células de mercurio pode ser utilizada na produgao de
cloro e de soda caustica, também €& usado como um catalisador na producédo de
cloreto de vinil monébmero (VCM) a partir de acetileno, sobretudo na China. Novas
fontes ndo incluidas nos inventarios passados sdo as emissdes provenientes da
producao e emissao de aluminio primario, queima de gas natural e refino de petréleo
(UNEP, 2013).

A concentragcdo de Hg no petréleo é extremamente variavel dependendo da
origem, arcabougo geoldgico do depdsito, idade do depdsito, entre outros fatores.
Varias espécies de mercurio ja foram identificadas no petréleo. A Tabela 03
apresenta a predominancia relativa entre as espécies de mercurio encontradas em
combustiveis fosseis comparando os valores registrados para carvao energético,
petréleo e gas natural. A espécie dominante de Hg no petréleo € mercurio elementar,
consequentemente, sera concentrado nas fragdes mais leves, como a nafta. Essa
informacao é importante para prever a distribuicdo do mercurio nas diversas etapas

da cadeia de producéo de combustiveis (MMA, 2013).

Em geral os combustiveis fésseis, principalmente o petréleo, tendem a ser
uma das causas mais significativas da contaminacdo ambiental, com maior
frequéncia no ar, o que, posteriormente, leva a contaminacéo de outros meios, como
solo e agua (Saha, 1972, apud Quiroz, 1995, apud Azevedo 2003).



18

Tabela 03. Compostos de mercurio encontrados nos

hidrocarbonetos e carvao energético

Espécies Carvao Petréleo Gas natural
Hg° Tracos >90 % do total >90% do total
(CHs)2Hg Tragos Tragos Tragos
HgCly 10-50 % do total Tragos Tragos
HgS >50 % do total Raro Em suspenséao
HgO Tragos Raro Raro
CHsHgCl - Raro Raro

Fonte: EPA (1998); Wilhelm (2000); Bloom (2002) apud MMA (2011).

3.1.2 Ciclo biogeoquimico do mercurio

O ciclo biogeoquimico de mercurio € caraterizado pelas varias rotas que este
composto pode seguir no ambiente. De modo geral destaca-se sua liberagao do solo
e da agua para atmosfera, seu transporte esta seguido da deposi¢cao atmosférica na
agua e no solo. Quando em contato com o solo ou sedimento, pode ocorrer sor¢ao
do mercurio na forma insoluvel seguida de metilagado/desmetilagéo, reiteragcdo deste

na atmosfera ou bioacumulag¢ao na cadeia alimentar aquatica (BISINOTI et al.,2004).

Como mencionado anteriormente o mercurio participa de uma série de
processos complexos em diferentes compartimentos ambientais (agua, ar, solo e
biota). Dependendo dos componentes do ambiente, o mercurio desenvolve uma
série de transformacgdes quimicas, existindo assim, diferentes espécies quimicas
com diferentes propriedades (STEFFEN et al.,2008). A Figura 01 ilustra os diferentes

ambientes onde ocorre o ciclo biogeoquimico do mercurio.



19

EmissOes antropogénicas

Hg® + O, (atmosférico)———Hg 2"

Emissoes naturais

I

Deposicao seca e

umida Evaporacao
S ———
Processos erosivos CHaHg
i ” Agua
Ha(ll) Hgp
Bioacumulacéo e Biomagnificacao Metilacao
(bactérias)
Sedimento = ~Fet. +— Il e

Figura 01. Ciclo biogeoquimico de mercurio. Fonte: Modificado a partir de Souza (2000).

Segundo Mason et. al., (1994) e Morel et. al., (1998), o mercurio emitido
naturalmente para a atmosfera se apresenta, principalmente, na forma de vapor de
Hg® insolivel em Agua e com baixa reatividade, o qual é retido na atmosfera e
transportado através de grandes distancias. Na presenga de o0z6nio € oxidado e
precipitado em uma fracdo significativa de mercurio reativo (Hg?*), sendo mais
soluvel em agua, podendo ser reemitido para a atmosfera como Hgo. O oceano
recebe cerca de 90 % de Hg através da deposicdo atmosférica umida e seca.
Quando oxidado, cerca de 60 % do mercurio total € depositado na Terra e 40 % na
agua. Uma vez na agua, o mercurio reativo pode formar grande quantidade de
complexos e de quelatos com material orgénico, particulas em suspensao, carbono
organico dissolvido e também, pode ter ligagbes covalentes com o carbono e formar
compostos chamados organomercuriais (em especial as formas MeHg e
dimetilmercurio), além de apresentar uma forte sorcao pelo material humico (Tena,
1981; Mucci et al.,1995; apud Azevedo 2003). Estudos realizados por Gabriel e
Williamson (2004) mostraram que a adsor¢gdo do mercurio pela matéria humica
aumenta com o pH baixo e que a razao para isso poderia ser devido a uma grande
concorréncia de outros elementos competindo com o Hg, o que influenciaria nessa
adsorcdo. Segundo Bisinoti, (2004), a quantidade de Hg?* diminui quando é fixado &

matéria organica, sobretudo ao material humico. No fundo dos oceanos é depositado
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na forma insoluvel sulfeto de mercurio (HgS), o que dificulta o processo de metilagao
com periodos de retengdo mais longos (UNEP, 2005). Desta forma a liberagao
gradual do mercurio pode-se estender por periodos mais longos com possiveis

langamentos para a superficie das aguas.

Dependendo das condigdes ambientais como pH e salinidade, (aumentando a
solubilidade, mobilidade e disponibilidade do mercurio) e a presenga do complexo
ion mercurio (I1)- acido humico (Hg**-AH) no solo, aumenta ou diminui a metilacdo
do mercurio (WASSERMAN., 2002 apud BISINOTI et al., 2004). Por outro lado, o
mercurio oxidado (H92+) pode complexar também com outros ions presentes, como
o cloreto, e formar cloreto de mercurio (II) (HgCl,), que depositara na agua e no solo,
podendo formar MeHg, ou se volatilizara e retornara para a atmosfera, na forma de
mercurio metalico, MeHg ou dimetilmercurio. Mais do que 85% do estoque total de
mercurio na biota de aguas doces esta na forma de MeHg, no entanto, nas aguas
este valor raramente ultrapassa 10% e, em sedimentos, varia de 0,1 a 1,5% do
estoque total, (BISINOTI et al, 2004). Devido a sua baixa concentragdo no ambiente,
o estudo deste composto é de grande importancia pelos efeitos adversos que causa
a saude do homem. A Figura 02 ilustra as principais rea¢gdes que podem ocorrer no
ciclo do Hg no sedimento, agua e atmosfera, com grande influéncia da acdo de

bactérias e da luz solar.

(Atmosfera) |

CH, + C,H, L (CH,),Hg g

‘I’

' ) (Agua) |
Hy' «—» Hg? «—» CHHg' Agua)
PI:I‘(C'\ £ .h'i\;“hth- Plﬂ"flﬂnf\'
(Sedimento)
Bactérias Bactérias
Hg" qml CH,Hg' qﬂi (CH,),He (CH,);Hg
Hg ——» Hg? "e—» He'

(= ks

Figura 02. Principais reagdes quimicas do ciclo do Hg. Fonte: Modificado a partir de Bisinotti.,2004.
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3.1.3 Metilmercurio

O mercurio inorganico pode ser metilado, principalmente, por dois
mecanismos:
e Bidtico, por microrganismos e fungos em condigbes aerdbias ou
anaerobias.

e Quimico ou abidtico.

Nos dois mecanismos, tem relevancia, parametros como pH, potencial redox,
temperatura, concentracdo de matéria organica, substancia humica e presenga de
ions (cloreto, nitrato, nitrito, sulfato, sulfeto) (AZEVEDO, 2003;. BISINOTI, 2004).

A formagdo do MeHg em condi¢des bidticas ocorre por agdo da coenzima
metilcobalamina (conhecida como vitamina B4z) sobre o Hg (llI). Produzida por
bactérias metanogénicas, tanto aerdbias quanto anaerobias, em ambientes
moderadamente redutores, sendo capaz de transferir o grupo metila para o ion Hg?*
como um ion carbanio e um radical metila para produzir MeHg estavel em condi¢des
neutras e acidas e o dimetilmercurio ((CHs).Hg) em condigbes basicas, (Balde, 1997;
D’itri, 1990; Manahan, 1975 apud Azevedo, 2003). (Equacgdes 1 e 2).

CH; — By, + Hg** + H,O — MeHg + H,0 — By, (1)
CH3 — B12 + MeHg — (CH3)2Hg + Hzo - B12 (2)

As condi¢cdes anaerdbias facilitam a formagdao de sulfeto e sulfitos, em
elevadas quantidades de sulfeto torna-se Hg (ll) soluvel, devido a formagéo de
complexos soluveis de sulfeto no sedimento, favorecendo a produgdo de MeHg por
acao das bactérias sulfato redutoras, as quais sdo implicadas como sintetizadoras
primarias. Ja em agua salgada, como o ion cloreto (CI") ocorre formagao de cloro
complexos HgCls/ HgCl,? e, em agua doce , complexos com hidroxila
(FITZGERALD et al., 2014). O que sugere que a disponibilidade de Hg (ll) para
metilacao deve ser reduzida em ambientes marinhos e estuarios, quando comparado
aos sistemas de agua doce (BISINOTI, 2004).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780080959757009049
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A taxa de sintese biologica do MeHg é determinada, principalmente pela
concentragdo e forma quimica do Hg disponivel no sistema aquatico, ocorrendo
especialmente na coluna de agua nos oceanos, a pouca profundidade e em locais
associados com particulas e sedimentos como lagoas, estuarios, pantanos e brejos
(FITZGERALD et al.,, 2014). Normalmente mediada por bactérias em ambientes
parcialmente acidos, com baixos valores de potencial redox e com alta concentracéo

de material organico dissolvido (COD), predominando a metilagao abioética.

A metilagdo abidtica do mercurio pode ser realizada de varias maneiras: por
aumento de temperatura e presenga de acidos humicos e fulvicos doadores do
grupo metila para o Hg (ll), e, portanto, sdo uma fonte adicional na formacao de
MeHg. Por reacdo com a metilcobalamina ndo enzimatica, em extratos livres de
célula de bactéria anaerdbia, foi observada transferéncia ndo enzimatica dos grupos
metila da metilcobalamina para o Hg (Il) e por reagbes de transmetilacéo por meio da
radiagcao ultravioleta, envolvendo derivados metilicos de estanho, chumbo e
compostos etilicos ((CH3)s Pb) langcados no mesmo corpo de agua. Em geral
mecanismos abidticos em sedimentos formam uma quantidade menor de MeHg
comparada com a metilagdo bioquimica sob condigdes similares (Queiroz, 1995
apud Azevedo, 2004).

3.1.4 Bioacumulacao e Biomagnificacao

Uma vez metilado, o Hg organico é rapidamente incorporado pela biota. Por
apresentar um longo tempo de residéncia em organismos, aumenta sua
concentragdo ao longo do tempo de exposigdo (bioacumulagdo) e,
consequentemente, se incorpora na cadeia trofica. Cerca de 90 % do Hg presente

nos organismos de nivel tréfico elevado encontra-se sob forma de MeHg.

O MeHg é quase totalmente absorvido pelo trato digestivo em todos os niveis
troficos, além, apresenta um tempo de meia-vida longo de 44 a 80 dias, sofrendo o
processo de biomagnificagéo (Bisinoti e Jardin, 2004; Lacerda e Malm, 2008). Por
ser lipossoluvel, e por tanto bioacumulavel, € a forma mais téxica do mercurio, o que

Ihe confere uma alta biodisponibilidade no ambiente, sendo armazenado e reciclado


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780080959757009049
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por longos periodos antes de ser removidos por processos naturais, tornando-se um

risco a saude dos seres vivos (UNEP, 2013).

Aparentemente, quase o 100% do mercurio é bioacumulado em peixes
predadores na forma de MeHg, a maior parte deste se encontra nos tecidos dos
peixes formando ligacbes covalentes com os grupos sulfidrilos das proteinas,
resultando em uma vida media de eliminagdo longa (cerca de dois anos) (Wiener
and Spry, 1996; apud Unep, 2005). Desta maneira, se gera um enriquecimento

seletivo de MeHg, quando se passa de um nivel tréfico inferior a um superior.

Segundo Almeida et al., (2009) com base em dados da literatura sobre a
distribuicdo de Hg em solos, aguas, sedimentos, biota e os seres humanos que
vivem na Bacia Amazénica, mostrou evidéncias de que a exposicdo humana a
contaminagdo por mercurio ndo esta diretamente relacionada com a emisséo de Hg
para uma area especifica, mas sim com os processos biogeoquimicos complexos

ao nivel do ecossistema controlando a mobilidade Hg e biodisponibilidade.

3.1.5 Toxicidade do Metilmercurio

O ciclo biogeoquimico do mercurio teve grande importéncia nas ultimas
décadas apds surgirem varios acidentes com diferentes espécies quimicas do
mercurio nos distintos ambientes. Estas espécies diferem grandemente nas suas
propriedades bio-fisico-quimicas tais como toxicidade, solubilidade, e taxa de
bioacumulagao pelos organismos. O principal caminho para a exposi¢gao humana é o
consumo de peixe contaminado e outros frutos do mar, onde o mercurio orgénico na
sua forma MeHg, € acumulado na biota aquatica e biomagnificado na cadeia
alimentar (UNEP, 2013). Devido a sua afinidade com aminoacidos, nos mamiferos, o
MeHg acumula-se preferencialmente no sistema nervoso central e sua alta
toxicidade em humanos, leva a disfuncao neural, disturbios visuais como escotomas
(visdo turva) e redugdo do campo visual, ataxia (baixa coordenacgao para andar),
parestesia (insensibilidade na pele), neurestenia (dor nos nervos), perda da audigéo,
disartria (dificuldade na articulagdo das palavras), deterioragcdo mental, tremor

muscular, disturbio da motilidade e, nos casos de exposi¢ao grave, paralisia e morte.
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Verificou-se que certas regides do cérebro sao particularmente sensiveis aos efeitos
téxicos do MeHg, a saber, o cortex cerebral (especialmente o cortex visual) e a
camada granulosa do cerebelo, causando mais danos ao desenvolvimento de
embrides, 0s quais sado cinco a dez vezes mais sensiveis que os adultos. (Goodman,
L 1991; EPA,1997 apud Bisinotti, 2004).

Quando assimilado, 95% da dose oral é absorvido pelo intestino para a
corrente sanguinea, necessitando cerca de 70 dias para que 50% da dose ingerida
seja excretada. Desta forma, ocorre uma acumulagdo de MeHg, no organismo ao
longo do tempo, mesmo com frequéncias relativamente baixas de exposicdo (MMA.,
2012).

O Cddigo Internacional de Doengas (CID) reconhece a agao toxica do
mercurio. No Brasil, a Portaria do Ministério da Saude (MS) n°1399/GM, de 18 de
novembro de 1999, reconhece que o metal € prejudicial a saude dos trabalhadores.
O limite de tolerancia, no Brasil, para exposicao ocupacional (exceto as formas
organicas) foi estabelecido no Anexo 11 da Norma Regulamentadora 15 (NR 15) da
Portaria 3214, de 1978 de Ministério do Trabalho e Emprego (MTE): LT = 0,04 mg m"

3 para jornadas de 48 horas semanais.

Segundo o Conselho Nacional de Meio Ambiente — CONAMA resolugao 357
de 2004 dispbe sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais
para 0 seu enquadramento, bem como estabelece as condicbes e padrdoes de
langamento de efluentes, e da outras providéncias, nivel maximo de mercurio total 2
ug L' para rios pertencentes a classe 3 (Decreto Estadual n°® 10755/77), porém,
ainda nao existe uma regulamentacéo para os compostos organomercuriais devido a

dificuldade na sua determinacao.

3.2 Técnica de difusdo em filmes finos por gradientes de concentragao
(DGT).

A técnica de difusdo em filmes finos por gradiente de concentragcao
desenvolvida por Davison e Zhang em 1995 (ZHANG, H.; DAVISON.W.,1995), esta

fundamentada na 12. Lei de Fick, na qual um fluxo F de ions metalicos da solugao ou
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da amostra se difunde através do gel de agarose ou poliacrilamida em dire¢do ao
material ligante, formando um gradiente de concentracdo. Na Figura 03 se ilustra

graficamente a difusdo molecular do analito.

Gel difusivo

L)

Concentragao

Camada ligante

o

—1 Ag ——
Tempo

Figura 03. Fundamento tedrico. Fonte: Adaptado de ZHANG; DAVISON, 1995

O fluxo de ions metalicos (F) através do gel pode ser determinado de acordo

com a equacéo 1.

F=D(C,-C")Ag (Equagéo 1)

Sendo:

D = coeficiente de difusdo do ion no interior do gel difusivo
Cp = concentracao da solugao
C’ = concentracao do analito livre na interface com o material ligante

Ag = espessura do gel por onde ha difusdo do ion.

Se considerarmos que o equilibrio entre os ions da solugdo/amostra e o
material ligante é alcangado rapidamente e, se a ligagao entre eles for intensa nao
ocorrendo saturagao da fase ligante, a concentracado C’ tendera a zero e a Equacéao

1 podera ser escrita da seguinte forma:

F=DC,|Ag (Equagéo 2)
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O fluxo dos analitos pode ser calculado também por equagdo de fluxo
F=M(At)'1, onde M é a massa do analito, A € a area da janela do dispositivo e f o
tempo de imersdao dos dispositivos, podemos combinar esta férmula com a

(Equacéo 2, expressando-se assim a massa M do analito em estudo como,

M = DC,tAl Ag (Equagéo 3)

A determinacdo da massa M é possivel depois do processo de eluigao,
seguido do analise para determinar a concentracdo C. do ion na solugédo eluida.
Considerando o volumem do acido usado na eluicdo Ve, o volumem do disco V, e o
fator de eluicao f.. A massa M do analito retida no dispositivo DGT ¢é obtida conforme
expressao 4 (ZHANG; DAVISON, 1995):

M= Co (Ve+V,).£," (Equésiamédio 4)

Determinada a massa M num tempo de imersao determinado (t), podemos

calcular a concentragao C;, do analito na solugao/amostra através da Equacao 5.

C, = MAg | Dt4 (Equagéo 5)

O dispositivo DGT convencional consiste basicamente de duas camadas, um
ligante, a resina Chelex-100 imobilizada em um gel de acrilamida-agarose e, sobre
esta, uma camada permeavel ou difusivel, com porosidade controlada, um gel de
acrilamida-agarose e, por cima deste, um filtrante de nitrato ou acetato de celulose
para proteger o gel de material particulado. As duas camadas sao fixadas a um
pistdo de polipropileno com um anel contendo uma abertura central de 20 mm de
diametro, onde ocorre a difusdao dos analitos da solugao para a camada mais interna,
o agente ligante. (ZHANG, H.; DAVISON.W.,1995). A Figura 04 ilustra a disposi¢cao
das camadas que conformam o dispositivo DGT.
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Figura 04. Esquema de um dispositivo DGT. Fonte: Adaptado de ZHANG; DAVISON, 1995

3.2.1 Especiagao de mercurio (lI) e metilmercurio pela DGT

A técnica DGT foi utilizada com sucesso para a determinagdo de MeHg em
aguas utilizando a 3-mercapto-propil-silica gel como agente ligante e gel de
poliacrilamida como agente difusivo. A quantificagdo foi feita por espectrometria de
massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) depois da derivatizagdo de
MeHg com borato de tetraetila e pré-concentragdo no adsorvente Tenax, seguido por
separagao cromatografica. Os resultados demonstraram uma acumulacao eficiente
(>75%) em pH 3-9 ([NaCl] 0,01 mol L") e um forte efeito de matriz causado pela
presenga de tiouréia (CLARISSE, O. et al., 2006; CLARISSE, O. et al., 2009). Este
agente ligante foi usado também para especiagdo de Hg em solugdes preparadas no
laboratério, usando cromatografia iénica (IC) (SHADE C. W.; HUDSON R. J., 2005).
Segundo estudos anteriores, o gel de poliacrilamida ndo tem afinidade por MeHg e,
consequentemente, pode ser utilizado como uma camada difusiva na técnica DGT
(CLARISSE, O. et al., 2006). Por outro lado, segundo Docekalova, e Divis (2005), os
ions de mercurio inorganico se unem covalentemente aos grupos amida do gel de
poliacrilamida, impossibilitando seu uso como gel difusivo na determinagao de Hg (ll)
pela DGT. Deste modo, os autores estabelecem o gel de agarose como gel difusivo
para a determinagdo de Hg (ll). No mesmo estudo, realizado no rio Svitava
(Republica Checa), foi empregada a resina Chelex-100 com grupos iminodiacéticos
e a resina Spheron-Tiol com grupos tidis como agentes ligantes, mostrando maiores

valores de concentracdo de mercurio quando foi utilizada a resina Spheron-Thiol
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(0,0116 + 0,0009 pg L™"') em comparagdo a Chelex-100 (0,0042 + 0,0005 pg L™"). Os
resultados obtidos por duas resinas ficaram muito abaixo dos valores medidos
diretamente no rio (0,088 + 0,012 pg L™"). Essa diferenca indica a seletividade dos
dispositivos utilizados para ions inorganicos e espécies labeis, ndo sendo capaz de
amostrar espécies organicas inertes e coloides (DOCEKALOVA E DIVIS, 2005).
Resultados similares foram obtidos por Cattani e colaboradores (2008) na
caracterizagao das espécies de mercurio em solos através de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia e espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente
(HPLC-ICP-MS), utilizando agarose como gel difusivo e testando as resinas Chelex-
100 e Spheron-Thiol como possiveis ligantes. Os estudos demonstraram
recuperacdes melhores para a Spheron-Thiol (83-97%) em relagédo a Chelex-100
(50-58%). A utilizacdo da técnica de HPLC-ICP-MS demonstrou boa separagéo e
sensibilidade para as espécies investigadas (Hg®*, CHsHg* e CH3CH,Hg").

Estudos posteriores mostraram o emprego da técnica DGT para
quantificacdo simultdnea de MeHg e Hg (llI) utilizando também agarose como
camada difusiva e a resina 3-mercapto-propil-silica gel como agente ligante
(BMFSG, Sigma Aldrich). As espécies de Hg foram extraidas com solucdo acida de
tioureia para formar complexos estaveis de Hg, posteriormente separados e
detectados por cromatografia ibnica e espectrometria de massa com plasma
acoplado indutivamente (IC-ICP-MS), respectivamente (HONG, Y. S. et al., 2011).

Recentemente, Gao, Y e colaboradores (2014) testaram o agente ligante 3-
mercapto-propil-silica gel juntamente com dois meios difusivos (gel de agarose, e
gel de poliacrilamida) para determinacdo de MeHg pelo DGT em agua, obtendo
resultados contrarios aos relatados anteriormente por outros autores (CLARISSE et
al., 2006 e DOCEKALOVA et al., 2005). Relatou-se que o gel de poliacrilamida tem
uma forte afinidade pelo ion MeHg dificultando sua retencédo na resina, da mesma
maneira estudos anteriores de Gao, Y. et al.,, (2011) mostraram que o gel de
poliacrilamida adsorve mais do 20 % de Hg (ll), diferentemente do gel de agarose
que apresentou baixa afinidade por ambos ions, em contraste com estudos
anteriores por Docekalova e Divis (2005), Fernandez-Gomez et al. (2011)
demonstraram a possibilidade de utilizagdo da poliacrilamida como agente difusivo

para ions de ng+, afirmando que as interagcdes do gel ndo afetam as interagbes do
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Hg (Il) com o gel ligante (3-mercapto-propil-silica gel), ja que ndo foi observada
competicdo da poliacrilamida com a acumulagao de Hg (ll) pela resina, uma vez que
a massa de Hg (ll) medida depois de uma implantagao de 32 horas foi de 0,07 ng
correspondendo a 540 ng L™ no disco, inferior & concentracéo presente na solugao.
Assim, confirmou-se que o gel difusivo de poliacrilamida, além de n&o ter afinidade
por MeHg demostrado por Clarisse et al.,(2006), ndo tem afinidade especifica por Hg
inorganico. Por conseguinte, este gel é considerado adequado para ser usado como
uma camada difusiva na técnica DGT para medir ambas as espécies de Hg

organicos e inorganicos.

Para avaliar a labilidade de MeHg em presenca e auséncia de matéria
organica dissolvida (MOD), foram utilizados os dispositivos DGT com o agente
ligante (3-mercapto-propil-silica gel) , gel de agarose (A-DGT, 0,5 mm de espessura)
e de poliacrilamida (P-DGT, 0,4 mm de espessura) como géis difusivos. Os
resultados mostraram que a poliacrilamida em aguas com e sem MOD, foi mais
apropriada para a medida de MeHg, ja que o complexo MeHg-MOD torna-se mais
labil sendo dissociado com maior facilidade em aguas eutrofizadas, ao monitorar
concentragdes muito baixas (FERNANDEZ-GOMEZ et al., 2014).

Pelcova et al. (2014) testaram as resinas de troca ibnica Ambersep GT74 e
Duolite GT73, como agentes ligantes junto ao gel difusivo agarose para a
determinacdo de quatro espécies de mercurio (Hg**, MeHg, C,HsHg*, CsHsHg'). A
acumulagao das espécies de mercurio era independente na faixa de pH 4-8 para
ambos géis. Em condi¢des fortemente acidas, foi observado maior capacidade de
acumulagao para a resina Ambersep; em condi¢cdes fortemente alcalinas, a resina
Duolite tinha maior capacidade de retengdo. No entanto, agentes com grupos tiol,
como Spheron-tiol e Duolite GT73, capazes de amostrar mercurio total dissolvido, ja

nao se encontram disponiveis comercialmente (PELCOVAP. et al., 2014).

A aplicagao in situ para a determinagdo de MeHg por DGT utilizando (3-
mercapto-propil-silica gel) como ligante e a poliacriiamida como gel difusivo,
mostrou resultados positivos no monitoramento do MeHg dissolvido em trés estudos,
ao ser separados por Cromatografia gasosa e quantificados por espectrometria de
massas com plasma acoplado indutivamente (GC-ICP-MS) (CLARISSE, O et al
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2009; CLARISSE, O. et al. 2011; CLARISSE, O. et al. 2012) . No primeiro estudo, a
técnica DGT foi usada com sucesso para monitorar o MeHg na fase dissolvida do
lago 658 boreal estratificado, na Area experimental de lagos (ELA) em Ontario,
Canada. Os resultados mostraram que no epilimnio, o MeHg foi quase totalmente
ligado a DOM. Na parte superior do hipolimnio foi identificada uma fracgao labil, e na
parte inferior do lago uma fraccdo significativa de MeHg foi potencialmente
associada ao material coloidal (CLARISSE, O et al 2009). Outro estudo foi realizado
para medir a fragdo labil de MeHg dissolvida na agua intersticial em sedimentos na
Baia de Sao Francisco. Os resultados foram positivos mostrando que a metilagao de
mercurio, um processo biogeoquimico, afetou fortemente a quantidade de MeHg
acumulado pelo dispositivo DGT no sedimento o que sugere que, as medigdes feitas
por DGT tém o potencial para prever as taxas de metilacdo nestes sedimentos
(CLARISSE, O. et al 2011). Também foram realizados estudos para testar o
potencial do DGT na substituicdo do mexilhdo Macoma balthica como bioindicador
da bioacumulacdo de MeHg em ambientes marinhos. Usando is6topos enriquecidos
MeHg como tracadores, a biodisponibilidade foi determinada pela comparagao da
taxa de absorgdo de MeHg por os dispositivos DGT e os organismo sentinelas ao
longo do tempo. Os resultados demonstraram bons resultados demonstrando que o
DGT €& capaz de prever razoavelmente a absor¢do de MeHg pelo molusco,
evidenciando a possibilidade da utilizagdo do dispositivo como substituto para
organismos sentinela (CLARISSE, O. et al 2012).

A maior parte dos trabalhos de analise de especiacao de mercurio é feita no
laboratorio apdés a amostragem in situ, usando outras técnicas analiticas como
cromatografia liquida ou gasosa acoplada a espectrometria de fluorescéncia atdmica
(AFS). A cromatografia liquida possui limites de detecgdo mais altos se comparada
com a gasosa, necessitando de métodos de pré-concentragdo para atingir baixos
limites de detecgéo, por exemplo, extragdo em ponto nuvem (YU, L, 2005; LI, Y,
2005; LENG. G, 2012; STOICHEV, T, 2004). Ainda, os métodos propostos
apresentem bons limites de detecgao (na faixa de ng L"), é importante o emprego da

técnica DGT para fazer amostragem in situ.

Existem no mercado alternativas a serem utilizadas como, por exemplo, a

membrana de troca ibnica P81 (Whatman-GE Healthcare) que € uma membrana de



31

celulose tratada com fosfato, potencialmente util por ser um bom trocador catiénico
(OLIVEIRA, W. et al.,2005; Li W. et al., 2002). Esta membrana, ja foi utilizada com
sucesso como agente ligante para a técnica DGT para determinagao de Cu, Cd, Mn,
Co, Ni, Zn e Pb (LARNER, B. L. et al., 2005). A P81 também foi empregada como
agente ligante na técnica DGT para analise dos elementos nela retidos, por
fluorescéncia de raios X (EDXRF) ap6s uma simples secagem (ALMEIDA, E. et al.,
2012). Esta membrana junto ao gel de agarose 1,5 % (m/v) foram usados com
sucesso por Colago e colaboradores (2014) na determinagdo de Hg (Il) labil em
aguas de rio, obtendo resultados positivos na recuperac¢ao do analito pela membrana
com (97 %) de retencédo, em comparagéao a tradicional resina Chelex 100 com (80 %)

de retengao.

A levedura (S. cerevisiae) € um material de baixo custo, encontrado
facilmente e em grandes quantidades na sua forma desidratada (MENEGARIO, A. et
al., 2010). Seu uso ja foi testado com sucesso anteriormente para a determinagao
seletiva de espécies de MeHg na presenca Hg(ll) (MADRID, Y. et al., 1995), assim
como para separagdo e pré-concentragdo de varios metais (MAQUIEIRA, A. et
al.,1994; BAG, H. et al., 2000; BISCARO, P. A. et al.,2007; MENEGARIO, A. et al.,
2010). Estudos preliminares realizados nos laboratorios do Centro de Estudos
Ambientais da UNESP - Rio Claro/SP utilizando S. cerevisiae imobilizada em
agarose mostraram a potencialidade de sua utilizacdo como agente ligante na
técnica DGT para a determinacdo de Cd(ll) e Pb(ll) (MENEGARIO, A. et al., 2010;
PESCIM, G. F. et al.,2012). Considerando a capacidade da S. cerevisiae para reter
as espécies quimicas descritas acima, pode-se considerar que o uso da S.
cerevisiae imobilizada em agarose pode ser estendido para a determinagédo de

outros metais, particularmente, para especiagédo do MeHg.

3.3 Espectrometria de fluorescéncia atdmica com geragao de vapor frio (CV-
AFS).

O espectrébmetro de fluorescéncia atdmica com vapor frio, por apresentar
baixa interferéncia de matriz, baixos custos de operacio, além de oferecer recursos

analiticos interessantes, tais como limites de detecgédo baixos (abaixo de ug L'1) e



32

ampla faixa de calibracdo linear (de ug L' a mg L"), é considerado um dos
detectores mais sensiveis para a determinagdo de mercurio no ambiente,
comparavel a detecgédo com o ICP-MS, (BLOOM N.,1989; SANCHEZ R., 2010).

Para garantir que o mercurio esteja em seu estado elementar € empregada a
técnica analitica de geracédo quimica de vapor (ANDRADE, R., 2010), que consiste
na transformacéo por meio de uma reagédo quimica da espécie de interesse em um
composto volatil sem necessidade de uma chama, para seu posterior transporte para
a célula de atomizagao (TAKASE, I. et al., 2002).

A geragao quimica de vapor pode ocorrer através de duas técnicas: A técnica
de geracao de hidreto (HG), para determinagcado de elementos como As, Bi, Pb, Sb,
Se, e Te, que usa comumente tetraborohidrato para reacédo, que € rapida, porém,
alguns estudos indicam que traria problemas inevitaveis,por exemplo, reagentes
relativamente dispendiosos e instaveis, interferéncias de elementos de transigao,
contaminagao e grande consumo de reagentes (GAOQ, Y. et al., 2010). Ha também as
técnicas de vapor frio (CV), para determinacdo de Hg e Cd, etilagdo, para
determinacdo de Pb e Hg, e geracdo de carbonil, para determinagdo de Ni
(TORRES, D. et al.,, 2009). Na CV, o ion mercurico contido numa solugdo da
amostra € reduzido a mercurio elementar a partir de um agente redutor adequado
(borohidreto de sdédio ou cloreto de estanho (ll)) em meio acido, assim, é
posteriormente carregado por uma corrente de gas (ar, N, ou Ar), borbulhada através
da solugédo, para a célula de absorgéo; ou seja, o vapor formado pela reacéo ja € o
préprio vapor atébmico, que é introduzido no feixe Optico, onde os atomos de
mercurio podem ser excitados por uma fonte apropriada, por exemplo, uma lampada
de descarga de mercurio (SANCHEZ R et al., 2010). Para o Hg e o Cd € formado
diretamente o vapor atbmico, de maneira que nado ha necessidade de um
atomizador, simplificando a instrumentacao (Y. CAIl., 2000). O uso do borohidreto
como redutor traz interferéncias na determinagao, devido a formagao de espuma no
separador gas/liquido (O, HAASE, et al.,, 1998). A Figura 05 apresenta o arranjo

Optico esquematico para a medida de mercurio.
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Figura 05. Diagrama esquematico do sistema AFS para analise de mercurio. (Fonte: Adaptado SANCHEZ R.,
2010).

A técnica de fluorescéncia atbmica oferece grandes vantagens em termos de
linearidade e niveis de detecg¢ao, o que tem melhorado em fungao da qualidade das
lampadas empregadas como fontes da excitacdo (TAKASE, I. et al., 2002). A
geragdo quimica de vapor, além da separagdo do analito da matriz, eficiéncia de
introducdo da amostra, aumento da seletividade pela redugcdo de interferentes,
obtencao de baixos limites de detecgdo, pode ser acoplada a diferentes técnicas,
sendo elas: a espectrometria de absorgcao atdémica (AAS), ICP OES, ICP-MS, (XP
YAN.,1994).

Varios estudos de especiacao de mercurio pela AFS envolvem o acoplamento
de cromatografia liquida ou gasosa (STOICHEV, T. et al., 2004 e TSENG, C. et al.,
2004) sendo mais dispendioso, por precisar de métodos de pré-concentragédo para
atingir baixos limites de deteccao (YU, L, et al., 2005; LI, Y. et al., 2005; LENG, G. et
al., 2012).

A técnica AFS apresenta também limitacdes, como espalhamento, supressao
da fluorescéncia e emissao de fundo, que dependem dos niveis de impurezas das
amostras (TAKASE, I. et al.,, 2002). Além disto, grandes volumes de solugéo, o
estado de oxidacado do analito, a forma do composto assim como o pH da solucéo e
a concentragdo dos reagentes podem ser criticos (XP YAN.,1994). A cinética da

reacdo e liberacdo dos vapores pode ser afetada por fatores fisicos da solucéo,
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particularmente o mercurio que € sensivel a reacbes de troca, que pode causar
perdas e contaminagao (TORRES, D. et al., 2009).

3.4 Caracterizagdo da area de estudo

3.4.1 Rio Negro-Bacia do Rio Negro, AM.

A Bacia do Rio Negro é constituida por diferentes tipos de rios, sendo
classificados como rios de aguas brancas, rios de aguas claras e rios de aguas
pretas. A Figura 06 ilustra a localizagédo do Rio Negro na bacia Amazodnica.

Figura 06. Mapa de localizagé&o do Rio Negro na Bacia do Rio Amazonas.

O principal tributario da Bacia € o Rio Negro que apresenta uma extensao de
1.700 km e drena uma area de aproximadamente 700.000 km?, nasce na Serra do
Junai, na Coldbmbia penetrando no Brasil pelo estado do Amazonas, até encontrar o
Rio Solimdes para formar o Rio Amazonas, pouco abaixo da cidade de Manaus. E

um rio de aguas escuras, devido as chuvas constantes removem as particulas
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minerais mais finas (argilas) juntamente com o material organico e formam solos
arenosos (podzdis). Esse processo, chamado podzolizagdo do solo, junto a
drenagem dos solos ricos em solutos humicos, provenientes da matéria organica em
decomposicao da floresta, favorecem a formagao de aguas pretas e o processo de
liberagdo do mercurio para os corpos hidrico. Além da cor, apresenta caracteristicas
fisicas e quimicas peculiares, entre elas, baixa condutividade (entre 6 e 12 uS cm™),
aguas acidas com pH (entre 4,0 e 5,5), baixos teores de sais minerais, entre eles
potassio, sodio, calcio e magnésio, e alta concentracdo de matéria organica
dissolvida (MOD) entre 600 — 900 umol L™ (LEENHEER e SANTOS, 1980; FADINI e
JARDIM, 2001). Os solos amazbdnicos também tém sido sugeridos como
reservatorios importantes de Hg (OLIVEIRA et al., 2001). A bacia do Rio Negro
apresenta altos niveis de mercurio no solo (170 ug kg ') em comparagdo com o

' ha indicagdes que a

valor para regides livres de anomalias 45 + 3 pg kg -
ocorréncia de mercurio nesta zona possui origem natural e tém sido creditados a
mobilizacdo do metal acumulado durante milhares de anos nos solos argilosos,
antigos e profundos que predominam na regido, através dos complexos organicos
que sao liberados pela lixiviagdo no solo. A mobilizagdo do Hg se da em suas
diferentes formas, sendo que o processo de metilagdo do metal, mediado por
bactérias, € amplamente favorecido nos diferentes compartimentos ambientais de

floresta tropical umida (GILMAR S. et al., 2009).

Bisinoti (2005) afirmou que a bacia do Rio Negro oferece ambientes ideais
para a metilacdo e bioacumulagcdo de mercurio. Segundo a autora, as extensas
areas de solos hidromoérficos na parte ocidental da bacia amazénica sao habitats
ricos em material organico, frequentemente anaerdbios e os provaveis locais de

metilacao.

Varios estudos indicam que a principal rota de contaminacdo do homem por
MeHg se da através da ingestdo de peixes contaminados por ser esta espécie
extremamente toxica. No Brasil principalmente na regido Amazdnica € a area mais
estudada por apresentar altos valores de Hg total, e em alguns casos, foram
superiores aos permitidos pela legislagcéo (Bisinoti, 2007). Assim torna-se importante

a realizacao de estudos virados a especiacao de mercurio nesta area, dadas suas
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diferentes toxicidades no ciclo biogeoquimico e o0s processos envolvidos de

bioacumulag¢ao e biomagnificagdo do MeHg.

4  MATERIAL E METODOS EMPREGADOS

4.1 Material

Foram utilizados os seguintes equipamentos e acessorios:

— Espectrobmetro de fluorescéncia atdmica- AFS (PS Analytical modelo
Millenium Merlin);

— Espectrometro de emissao 6ptica com fonte plasma acoplado indutivamente
(ICP OES);

— Vidrarias e acessorios de laboratorio;

— Equipamentos de uso rotineiro em laboratorios de quimica analitica, como
medidores de pH, termémetro, agitadores e balangas analiticas.

— Sistema de purificagdo de agua Milli-Q resistividade 18,2 MQ cm-1 (Millipore).

— Agitador magnético (Fisatom, modelo 752- Brasil).

— Agitador orbital (Hoeter Pharmacia Biotech, modelo PR70 - Brasil).

— Balanga analitica (Gehaka-Brasil).

— Chapa de aquecimento (Tecnal, Te-018).

— Pipetas automaticas (Gilson-Francia).

— Dispositivos DGT em polipropileno (pistdo e anel), DGT (Research Lda -
Lancaster, Reino Unido).

— Camara de difusao construida em acrilico, similar a proposta por Zhang e
Davison (1999), construida no CEA.

Foram empregados os seguintes reagentes e produtos quimicos.

— Acido cloridrico HCI (J.T. Baker - México);
— Acido nitrico HNO3 (J. T. Baker - México);
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—  Alcool metiico (Quimex - Brasil);

— Bromato de potassio KBrO3; (Merck — Darmstadt, Germany);

— Brometo de potassio KBr (Merk - Darmstadt, Germany);

— Cloridrato de Hidroxilamina NH,OH-HCI (Mallinckrodt — Paris, Kentucky);

— Cloreto de sodio NaCl (Synth - Brasil);

— Cloreto Estanoso SnCl, (Caledon — Georgetown, Canada);

— Cloreto de Metilmercurio CH3zHgCI (Aldrich);

— Hidroxido de sédio NaOH (Merck - Darmstadt, Germany);

— Membrana filtrante acetato de celulose (Sartorius Stedim Biotech Ltda);

— Géis de agarose ( Amresco, Agarose RA -Biotechnology Grade) e, agarose
poliacrilamida (DGT Research Ltd.);

— Agentes e membranas trocadoras de cations P81(Whatman, GE Lifesience);

— Saccharomyces cerevisiae obtida no comércio local (Brasil).

Materiais como vidrarias de laboratorio, presilhas e dispositivos DGT em
polipropileno (pistdo e anel), previamente ao seu uso, passaram por um processo de
descontaminagdao que consistiu em deixa-los imersos em uma solucdo de HNO;
20% (v/v) por um periodo de 4 horas. Apos este tempo, os materiais foram lavados
com agua deionizada e logo com agua purificada em sistema Mill-Q (Millipore) que
confere alta resistividade, 18,2 MQ.cm. Os acidos empregados neste trabalho foram

destilados abaixo do ponto de ebulicdo para maior pureza (Distillacid, Berghof).

4.1.1 Solugdes

A solucdo estoque de MeHg 100 mg L™ foi preparada por dissolucdo de
0,0138g do sal cloreto de MeHg em 100 mL de metanol 100%. Esta solug¢ao foi
preservada em frasco de vidro com tampas de teflon, mantida ao abrigo da luz para
evitar a fotodegradacdo (PARKER, JL; BLOOM. NS. 2005). Ressalta-se a
importancia do uso de luvas de nitrila (inertes a esta substancia), para o manuseio
de todas as solugdes com o padrao de MeHg, além de trabalhar dentro da capela

laminar, considerando o grau de toxicidade deste composto.
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Os padrbes de metilmercurio (na faixa de 0,25 -0,5-1,0-2,0-4,0-5,0 —
10,0 mol L'1), utilizados nas curvas analiticas foram preparados conforme
procedimento descrito no manual PS Analytical (2002).
Solugbes padrao certificadas: Mercurio - Hg, manganés - Mn, cobre — Cu,
Zinco-Zn, Ferro — Fe, Chumbo — Pb, Cadmio - Cd (Specsol, Brasil.

Para o preparo das solugdes a serem analisadas no espectrometro de
fluorescéncia de atbmica com geracdo de vapor frio CV- AFS. Adotou-se o
procedimento descrito no manual do instrumento PS-Analytical (2009): HCI 33%
(v/v), SnCl 2% (m/v), KBrO3; 2N, KBr 2N, NH,OH-HCI 12% (m/v).

4.2 Métodos

4.2.1 Principios da Técnica DGT

A técnica DGT consiste na imerséo, no sistema aquatico a ser monitorado,
dos dispositivos DGT por um periodo de tempo (horas a semanas). Estes
dispositivos contém o agente ligante para a acumulagéo dos metais, um gel difusivo
(poliacrilamida ou gel de agorase) que permite a difusdo controlada do analito
através de um gradiente de concentracdo e, uma membrana filtrante. Apds este
tempo, os dispositivos sdo recolhidos, desmontados e os ions acumulados no
agente ligante s&o recuperados por eluicdo com um solvente adequado. Os ions
eluidos sao posteriormente analisados empregando-se uma técnica analitica
apropriada para determinar a massa dos elementos de interesse. Esta massa é
entdo utilizada para calcular a concentracdo das espécies labeis no sistema,
utilizando-se a férmula 4. As técnicas analiticas usualmente empregadas sao as que
fornecem altos niveis de sensibilidade da leitura dos eluidos, como a AFS, ICP OES
e ICP-MS, que fazem da DGT uma técnica de particular interesse na analise de

elementos a niveis de tragos e ultra-tragcos em monitoramento ambiental.
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4.2.2 Membrana filtrante

Como membrana filtrante, nos dispositivos DGT, foram utilizados discos de
acetato de celulose, 2,5 cm de didmetro com uma porosidade de 0,45 ym e
espessura entre 115-145 ym (Sartorius Stedim Biotech Ltda.). Estes discos foram
imersos em solugdo acida HNO3; 1 mol L™ por 24 horas para sua descontaminacéo,
apos este tempo foram lavados com agua deionizada até atingir o pH entre 5,0-7,0.
Posteriormente, foram armazenados em solugdo em NaCl 0,05 mol L' em

recipiente fechado dentro da geladeira.

4.2.3 Géis difusivos

Agarose

Os géis de agarose (AMRESCO Agarose RA - Biotechology Grade -) foram
preparados com composicdo de 1,5 % (m/v) mediante dissolugdo de 0,6 g de
agarose em 40 mL de agua ultrapura em ebuligdo. A agarose foi adicionada a agua
em ebulicdo em pequenas quantidades para obter uma solugdo mais uniforme sob
agitagdo constante. Posteriormente, a mistura foi vertida entre duas placas de vidro
pré-aquecidas com espacador de plastico de 0,8 mm e deixada em repouso por uma
1 hora até a gelificacao completa. Apds este tempo, o gel de agarose foi cortado em
discos de 2,5 cm de didmetro e, armazenados em solugcdo com forga idnica 0,05 mol

L' NaNOj3 por 24 horas antes da imersao.

Poliacrilamida

O gel de poliacrilamida, utilizado neste trabalho, encontra-se disponivel
comercialmente (15% v/v de acrilamida e 0,3% v/v de reticulante -um produto a base
de agarose, patenteado pela DGT Research Ltd.), apresentado em laminas de
13x13 cm e espessura de 0,78 mm cortadas em discos de 2,5 cm de diametro e

posteriormente imersos em solugao de forca idnica NaCl 0,05 mol L™ por 24 horas.
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4.2.4 Agentes ligantes

Membrana P81

As membranas de troca i6bnica P81 comercialmente sao disponiveis em forma
de discos de 2,5 cm de diametro, espessura 0,23 mm e capacidade de troca ibnica
18 peq cm™. Foram deixadas em imersdo em solugdo de HNOs; 1 mol L™ por 24
horas para sua descontaminacao, posteriormente lavadas para atingir pH entre 5,5 e

7,0 e preservadas em agua ultrapura.

Preparacao do gel ligante de S. cerevisiae imobilizada em agarose

Os discos de gel de agarose com a S. cerevisiae imobilizada, foram
preparados segundo estudos anteriores (MENEGARIO, A. et al., 2010; PESCIM, G.
et al.,, 2012). Estes discos contém 20 % (m/v) de S. cerevisiae e 3,0 % (m/v) de
agarose. O procedimento consistiu na dissolugao de 0,9 g de agarose em 30 mL de
agua ultrapura em ebulicdo. Posteriormente foram adicionados 6 g de S. Cerevisiae
desidratada a uma temperatura menor de 80°C sob agitagao constante. Em seguida,
a suspensao foi vertida entre duas placas pré-aquecidas com espacador de 0,6 mm
entre elas e, deixada em repouso por 1 hora. A lamina formada foi entdo cortada em
discos de 2,5 cm de didmetro e sua espessura (0,6 £ 0,01 mm) verificou-se com
paquimetro Digimess, logo os discos foram preservados em agua ultrapura dentro
da geladeira. A vida util dos discos é aproximadamente de duas semanas; para
garantir sua preservagao foi trocada a agua de imersdo uma vez por dia, com o
objetivo de prevenir a proliferagado de fungos. A Figura 07 mostra de modo geral as

etapas do preparo dos discos.
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Figura 07. Preparo do agente ligante S.Cerevisiae - a) dissolugdo; b) placa de vidro contendo S.Cerevisiae

imobilizada em agarose; c) corte dos discos; d) preservagao agua Milli-Q.

4.2.5 Montagem dos dispositivos DGT

A Figura 08 mostra a sequéncia de montagem dos dispositivos DGT. Sobre o
pistdo de polipropileno foram colocados: o agente ligante (discos de agarose com a
S. cerevisiae imobilizada), o gel difusivo (poliacrilamida) e a membrana filtrante
(acetato de celulose), fixados com uma capa de polipropileno contendo uma janela

de 20 mm de diametro.
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Figura 08. a); c) disposicéo dos discos utilizados na montagem do DGT, S.Cerevisiae,

Poliacrilamida, membrana filtrante.; b) materiais empregados; d) DGT montado.

4.2.6 Retencao de MeHg pela S.Cerevisiae.

Para determinar massa retida do analito nos agentes ligantes testados, foram
preparados 200 mL de solugcdo de MeHg 100 pg L' em agua ultrapura com forga
iGnica 0,05 mol L™, Esta solugao foi distribuida em quatro tubos tipo falcon de 50 mL,
sendo que de cada tubo retirou-se uma aliquota inicial (Ci) e uma aliquota final (Cf),
com o objetivo de verificar a perda do analito na solugdo. Em sequéncia, os tubos
contendo o agente ligante foram mantidos sob agitacdo constante por 2 horas. Apds
este tempo, os discos ligantes foram retirados e submetidos ao processo de eluigéo

do analito.
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4.2.7 Processo de eluicido

Uma vez retirados os discos ligantes, foram dispostos em tubos de
polipropileno de 15 mL, contendo 5 mL de HCI 1 mol L™ e deixados sob agitacao
constante por 24 horas, ocorrendo assim a eluigdo dos ions retidos. Apods este
tempo, os discos de S. cerevisiae foram retirados da solugdo e os eluatos
centrifugados por 10 minutos a 4000 rpm. Finalmente e posterior pre-tratamento
acima descrito para determinacdo por CV-AFS, foi retirado 1 mL de cada tubo e
transferido a tubos tipo falcon de 50 mL. Este procedimento foi também empregado
para a recuperacao dos ions retidos na membrana P81.

Uma vez obtidas as concentragcdes dos eluidos e conhecendo-se os volumes

de eluente utilizados, pode-se calcular a massa eluida segundo a equagao 6.
Me = (Ce). V (Equacao 6)

Me= Massa dos eluidos.
Ce= Concentragao do eluido.

V = Volume da solugao de eluigao.

Por outro lado, a massa de analito retida em cada um dos agentes testados

pode ser calculada mediante o uso da equacgao 7.
Mr = (Ci-Cf). V (Equacéo 7)

Mr= Massa retida
Ci= Concentragao inicial da solugao de imersao
Cf= Concentragao final da solugéo de imersao

V = Volume da solugao de imersao

Segundo Zhang e Davison (1995), com os valores das massas retida
(equacgao 7) e massa eluida (equagéao 6) é possivel calcular o fator de eluigao (fe),
mediante a equacgao 8:

fe = Me Mr” (Equacéo 8)
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4 2.8 Coeficiente de difusao

Uma vez estudadas as capacidade de retengcdo de MeHg, dos ligantes P81 e
S. cerevisiae, prosseguiu-se ao teste para determinar o coeficiente de difusdo do
analito. Para tal, foram preparados quatro litros de solugdo de 100 pg L' de MeHg,
forca I6nica 0,05 mol L™ NaCl e pH 5,5 ajustado com HCI 2 % (v/v) e NaOH 0,1 mol
L. Esta solucdo foi deixada dentro de uma incubadora a 23 + 1 °C por 24 h sob
agitacao constante, para garantir a estabilizacdo do analito, uma vez que se observo
uma perda constante nos testes contendo a solugao de Hg (Il), optou-se por estudar

a perda o MeHg, observou-se perdas insignificativas com relagdo ao Hg (ll).

Posteriormente, foram imersos na solucédo oito dispositivos DGT montados
segundo item 4.2.5. e, dois dispositivos retirados apos 4, 12, 24 e 48 horas
respectivamente. Em sequéncia, os dispositivos foram desmontados e os discos de
agente ligante submetidos ao processo de eluicdo descrito anteriormente. Do
mesmo jeito, foram retiradas aliquotas da solugdo antes da imersdo e para cada
tempo de retirada dos dispositivos. Na Figura 09 apresentam-se de modo geral as

etapas do processo de imersao.

Figura 09. a) solugédo em estabilizagao; b) Dispositivos DGTs a serem
utilizados para imerséao; c) imersao dos DGTs.
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4.2.9 Efeito da forga ibnica na retencdo de MeHg

Com o objeto de analisar o efeito da forga ibnica na retengéo da S. cerevisiae
quatro solugdes de 1,5 L de MeHg 100 pg L™ foram preparadas, cada recipiente com
forca idnica 0,0005 - 0,005 - 0,05 e 0,1 mol L' NaCl e, pH 5,0 - 6,0 ajustado com
solucdes de HCI 2% (v/v) e NaOH 0,1 mol L™". Apds a estabilizacdo das solugdes,
foram imersos trés dispositivos DGT em cada solugdo. Decorridas 6 horas, os
dispositivos foram retirados, desmontados e os agentes ligantes submetidos ao

processo de eluicado, descrito no item 4.2.7.

4.2.10 Efeito do pH na retengdo de MeHg

Para analisar o efeito do pH na retencao da S. cerevisiae, foram preparadas
quatro solugdes de 1,5 L de MeHg 100 pg L' pH 35 -50 - 6,5 ¢ 8,5,
respectivamente, ajustados com solugdes de HCl 2 % (v/v) e NaOH 0,1 mol L™,
forga idnica 0,05 mol L' NaCl 2 mol L. Apés a estabilizagdo das solugdes, foram
imersos trés dispositivos DGT em cada solugdao. Apdés 6 horas, os DGTs foram

retirados, desmontados e os agentes ligantes submetidos ao processo de eluigéo.

4.2.11 Interferéncia de metais na determinacao de MeHg

Foram avaliadas separadamente as potenciais interferéncias na retengcdo de
MeHg conduzindo imersdes do dispositivo desenvolvido (ligante S.cerevisiae,
difusivo-poliacrilamida, e filtro-acetato de celulose) durante seis horas, em diferentes
solugdes preparadas no laboratorio, contendo os seguintes metais: Manganés (Mn),
Cobre (Cu), Zinco (Zn) e Ferro (Fe), Chumbo (Pb), e Cadmio (Cd).

Foram preparadas seis solugdes de 1L contendo 10 pg L™ de MeHg, com
forca idnica de 0,05 mol L' de NaNOs e pH entre (4 - 5,5) e relagdo de concentragao
de 1:100 para (Mn, Cu, Zn, Fe) e de 1:10 para (Pb, Cd). Apds o tempo de imersao os
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ligantes continuaram o processo de eluicdo para posterior determinagdo no ICP
OES. A determinac&o de MeHg foi feita por CV-AFS.

4.2.12 Seletividade do ligante S. cerevisiae para MeHg e Hg (Il)

Foi realizado um teste para avaliar a seletividade do ligante S. cerevisiae pelo
Hg (II) e MeHg , em presencia de agarose e poliacrilamida como géis difusivos, com

0 objetivo de observar o retencao do ligante por cada analito.

Foram preparadas trés solugdes de 3 L cada: Hg (I1) (30 ug L™ de Hg (1)),
MeHg (30 pg L de MeHg) e Mistura (30 pg L™ de Hg (Il) + 30 pg L™ de MeHg). As
solugdes foram mantidas em incubadora a 23 °C. O pH (5,5) e a forga Iénica (0,05
mol L™ NaNO3). As solugdes ficaram estabilizando dentro da incubadora por 24 h,
apos este periodo, foram imersos trés dispositivos DGT montados com S. cerevisiae
+ poliacrilamida (S + P) e trés com P81 + agarose (P81 + A) em cada uma das
solugdes. Para as duas montagens foram usados os discos de acetato de celulose
como membrana filtrante. Os dispositivos ficaram imersos por um periodo de 6
horas. Apos este periodo os dispositivos foram retirados, desmontados e os ligantes

seguiram para o procedimento de eluigdo, descrito no item 4.2.7.

4.2.13 Analise de especiacao de MeHg e Hg (ll)

Para a analise de especiagao de mercurio inorganico e MeHg pela DGT foram
preparadas trés solugdes sintéticas de 3L com forga idnica 0,05 mol L' NaNOs, pH
(4 - 5,5) e temperatura controlada 22 + 1 °C. A solugédo 1 com concentragdo de 25 g
L™ de Hg (Il), a solugdo 2 com 25 ug L™ de MeHg, e a solucéo 3 contendo 25 pg L™
de cada uma delas. As trés solugbes ficaram 24h dentro da incubadora para a
estabilizacao do analito. Em cada recipiente de plastico foram imersos 6 dispositivos
DGT, 3 com o a membrana de troca catidbnica P81, gel difusivo de agarose e
membrana filtro de acetato de celulose, os 3 restantes com os discos de S.
cerevisiae, agente difusivo poliacrilamida e membrana filtro de acetato de celulose.

Apos 6h de imersao, foram retirados os dispositivos, lavados com agua milli-Q e
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descartados o gel e membrana filtro; os agentes ligantes foram submetidos ao
processo de eluicdo e posteriormente estas solugdes foram centrifugadas, para
posterior tratamento e leitura por CV-AFS. Para determinar a concentragcdo da
solugdo de imersdo, retiraram-se aliquotas antes e depois da imersdo dos
dispositivos. A Figura 10 ilustra as solugbes sintéticas de imersdo dentro da
incubadora para controle da temperatura.

Figura 10. Slugdes sintéticas de Hg (ll) e MeHg para a analise de especiago.

4.3 Procedimento de imerséo in situ Rio Negro, sub-bacia do Rio Negro, AM.

4.3.1 Locais de Coleta

Foram selecionados trés pontos de coleta no percurso do Rio Negro, nas
imediagdes da refinaria de petréleo de Manaus (Figura 11), durante o més de Agosto
de 2014. O ponto 1 (Fna latitude igura 12a) localiza-se a montante na latitude 3°
9'22.55"S e longitude 59°58'5.04"0, o ponto 2 (Figura 12b) localiza-se perto do
efluente da Refinaria de Petrdleo na latitude 3°8'58.61"S e longitude 259°57'26.80"0
e o ponto 3 (Figura 12c) a jusante 3° 8'38.66"S e longitude 59°56'49.66"0.



Figura 11. Pontos de coleta- a) Ponto 1-montante; b) Ponto 2-efluente; ¢) Ponto 3-jusante.

48

‘@s\ela ponto 1 DGT

RIO NEGRO

Google earth
O

Figura 12. llustra os pontos de amostragem no Rio Negro. (Fonte: Google Earth, data da imagem 6/23/2014).

4.3.2 Imersao

Para a analise de especiagao In situ e determinacdo da fracdo labil das

espécies de Hg (Il) e MeHg, foram imersos a um metro de profundidade e por um



49

periodo de 24h seis dispositivos DGT em cada ponto (Figura 13). Trés contendo a
membrana P81, gel de agarose 1,5 % e filtro, os trés restantes com os discos de S.
cerevisiae, agente difusivo poliacrilamida e membrana filtro de acetato de celulose. A
condutividade elétrica, o pH e a temperatura foram medidos no momento da imerséo

e retirada dos dispositivos.

Figura 13. a) Montagem dos dispositivos DGT; b) Dispositivos DGT mais pesos; c¢) Imersdo no Rio Negro-AM.

Em cada ponto foram coletados 50 mL de agua para determinacao de teor
total e 50 mL para determinagdo do teor de solidos dissolvidos de mercurio. Para
coletar as amostras de teor dissolvido usou-se seringa e filtros de acetato de
celulose (Millipore, porosidade 0,45um), previamente descontaminados. Cada
amostra foi preservada em HCI 2 %. Na Figura 14 se ilustra o procedimento adotado
para a coleta das amostras do teor dissolvido (Figura 14a), e teor total (Figura 14b).
Também em cada ponto de amostragem, foi coletada agua do rio usando garrafas de
agua mineral de politereftalato de etileno (PET) de 2 L, previamente esvaziadas e
lavadas com agua ultrapura no laboratério. No lugar da coleta, foram lavadas com
agua do rio, (Figura 15).

As amostras coletadas em campo, para a determinacdo de teor total e
dissolvido de merctirio, foram preservadas em HCI 2 mol L™ a uma temperatura de 4
° C dentro da geladeira e os eluatos dos DGT levados para campo foram tratados
segundo item 4.2.6 (Eluicdo). Todas as amostras foram pré-tratadas para posterior

determinacao por CV-AFS.
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Figura 15. Procedimento de coleta

4.4 Preparo das solugbes e amostras para determinagéo por CV- AFS

Todas as aliquotas, eluidos e padrdes de curva analitica, foram tratados
conforme o procedimento descrito no manual da PS Analytical (2002), para posterior
determinacao no CV- AFS. O procedimento consistiu, basicamente, em transferir 1
mL da amostra com o conteudo de MeHg ou Hg (ll), em tubos de polietileno de 50
mL, adicionar 7,5 ml de HCI 33% (v/v), 1 mL de 0,1 mol L™ da mistura das solugdes
KBrOs/ KBr, e depois de 30 minutos adicionar 30uL de Cloridrato de Hidroxilamina

NH,OH-HCI, para remover o excesso da KBrO3/KBr, e diluiu-se a solugéo para 50
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mL com agua milli-Q. O objetivo deste procedimento € usar a mistura KBrO3 / KBr
como preé-tratamento para transformar o MeHg em Hg (Il) e na presenca do redutor
SnCl; 2% (m/v) a Hg®, a forma do Merctrio determinada pela CV-AFS. As amostras
coletadas em campo passaram pelo mesmo procedimento, a diferenca que a

diluicio foi feita com a mesma amostra.

4.5 Determinagao de mercurio e metilmercurio empregando espectrometria

de florescéncia atdmica com geracgao de vapor frio (CV-AFS).

4.5.1 Condic¢des de operagao do CV-AFS

As concentragcdes de Hg (ll) foram determinadas quantitativamente usando a
CV-AFS. Como gas de arrastre foi utilizado argbnio. Todos os resultados obtidos
foram baseados na altura de pico. Como redutor foi empregado SnCl, 2 % (m/v) e
como carregador a solugédo branco contendo os reagentes descritos na Tabela 04.
Na tabela 04 também sao mostradas as condigdes operacionais do espectrometro

de fluorescéncia atdmica.

Tabela 04. Parametros instrumentais para determinacao de Hg.

Parametro Valor

Vazao do agente redutor 3,5

SnCly 2% (m/v)em HCI 33% (v/v) mL min™
Branco: HCI 33%; KBrOs/KBr 0,1 N ;
NH20H-HCI 12% (m/v) Vazao do branco 7,0 mL min™
Gas de arraste-Argonio Vaz&o 250 mL min™
Ganho 10
Delay time 15s
Analysis time 30s
Memory time 20s

Fonte: Manual do espectrémetro de fluorescéncia atdmica Millennium Merlin (2009).



52

5 RESULTADOS E DICUSSAO

A utilizagao da fluorescéncia atdmica com geragao de vapor frio, para detecgao
de Hg (I), permite a anlise de baixas concentracdes de Hg (II) (da ordem de ng L™
a ng mL™") com seguranga, boa sensibilidade e baixo limite de detecgdo. Mediante a
curva analitica no CV- AFS se obteve uma boa correlacdo concentragdes/sinal do
equipamento (R?*= 0,999), com uma alta sensibilidade (9,85 uF/ng). Desta maneira,
se obtiveram limites de deteccdo de 0,0044 ng mL", demonstrando alta

sensibilidade da técnica.
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Figura 16. Curva de calibragdao na CV-AFS.

5.1 Retengdo MeHg - testes preliminares

A membrana de fosfato de celulose P 81, por ser uma membrana de troca
catibnica, foi utilizada com sucesso em trabalhos anteriores para determinacao de
Hg®*, Cu®* e Cd?** dentre outros cations (COLACO et al., (2012); LI et al., (2002)),
mostrando maior afinidade por metais de transicao do que metais alcalinos terrosos
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(Li et al., (2002)). Diante do exposto e, considerado que o MeHg é um cation em
solugdo, foi realizado um teste para avaliar a retengdo de MeHg pela membrana
P81. Os resultados obtidos neste experimento, expostos na Tabela 05, indicaram
uma baixa retencéo (média de 6,75%) e baixo fator de eluicdo (média de 0,21) do
analito, indicando que a membrana P81 n&o possui as caracteristicas apropriadas

para a retengdo do MeHg.

Tabela 05. Resultados do teste de extragdo em fase sdlida com o

emprego da membrana P81 na retengdo do MeHg.

Ci Cs M, Ce Me
Amostra % retido Fe
(ng/mL) (ng/mL)  (ng) (ng/mL)  (ng)
1 69,91 67,01 145 4,15 248 49,7 0,34
2 70,98 68,78 110 3,12 1,88 37,7 0,34
3 82,86 78,04 241 5,82 1,12 22,4 0,09
4 84,85 73,02 592 13,9 1,46 29,2 0,05
Média 271,88 6,75 0,21
SD 220,16 4,92 0,16

Ci=Concentragao inicial; Cf=Concentragao final; Ce=Concentracdo do eluido; Mr=Massa retida;

Me=Massa do eluido; Fe=Fator de eluigao

Na Tabela 06 se apresentam os resultados obtidos no experimento de
extragdo em fase solida (SPE) para avaliar a retengdo do MeHg nos discos de
S.cerevisiae imobilizada em agarose. Estes resultados mostraram que efetivamente
houve retencdo quantitativa de MeHg, com média de (91 * 3,2) % de retencdo. O
procedimento de eluicdo adotado também se mostrou efetivo para a remogao do
analito dos discos de levedura (fator de eluicdo de 0,972). Estes resultados
corroboram o estudo de Madrid et al.(1995), que demonstrou a afinidade da S.
cerevisiae pelo MeHg. Geralmente, o mecanismo de ligagdo da levedura pode ser
explicado por sua constituicdo biomolecular, que tem numerosos grupos funcionais
(por exemplo, sulfato de hidroxilo, grupos carbodxilo e amino) que podem ligar metais.
Assim, os grupos funcionais que compdéem a levedura podem remover e selecionar
espécies de metais pesados presentes em solugdo (MADRID et al.,1995).
Particularmente, Naganuma et al., (2000) sugeriram que o MeHg é ligado pela

cisteina (Cys-2), aminoacido terminal que possui o grupo sulfidrila e encontra-se na
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estrutura terciaria de L-glutamina: D-frutose-6- fosfato amidotransferase (GFAT)
presente na S. cerevisiae, inibindo sua atividade enzimatica, com o qual se

explicaria a afinidade da levedura pelo MeHg e nao pelo Hg(ll).

Tabela 06. Resultados do teste de extragdo em fase solida com o emprego dos

discos de S. cerevisiae imobilizada em agarose na retengdo do MeHg

Ci Cf Mr % Ce Me
Amostra Fe
(ng/mL) (ng/mL) (ng) retido (ng/mL) (ng)
1 73,98 9,004 3248,8 87,83 153,7 3842,5 1,183
2 87,84 7,265 4028,8 91,73 150,9 3772,5 0,936
3 96,09 5578 45256 94,20 1445 3612,5 0,798
Média 39344 91,25 0,927
SD 643,61 3,210 0,195

Ci=Concentragao inicial; Ci=Concentragao final; Cc=Concentragéo do eluido; M;=Massa retida; Mc=Massa

do eluido; Fe=Fator de eluicao

5.2 Curvas de imersao e Coeficiente de difusao

Nas Figuras 17 e 18 apresentam-se os resultados obtidos no experimento
para avaliar a retengdo do MeHg em fungdo do tempo de imerséo, utilizando
dispositivos DGT contendo a S. cerevisiae imobilizada em agarose e poliacrilamida
como meio difusivo, considerando-se curtos (até 6 horas — Figura 18) e longos

periodos de imerséo (até 48 horas — Figura 17).
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Figura 17. Massa acumulada em relagdo a concentragéo da solugédo de imerséo versus o tempo. Solugbes
contendo 100 mg L ~' MeHg em 0,05 mol L ™' NaCl ( pH 5-6 ). Temperatura 23 ° C. Imersdes até 48 horas.
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Figura 18. Massa acumulada de MeHg em relagdo a concentracéo da solu¢do de imerséo versus o tempo.
Solugdes contendo 100 ug L - MeHg em 0,05 mol L ' NaCl (pH 5-6 ). Temperatura 23 ° C. Imersdes até 6
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Como pode se observar nas figuras 17 e 18, foram retidas pelo ligante
avaliado, quantidades significativas de MeHg tanto em periodos de 48 como de 6
horas de imersao. Na técnica DGT os dados sao expressos normalmente como
massa acumulada em fungdo do tempo de imersdo. No entanto, uma vez que se
observou uma pequena variagao na concentracdo do analito na solugado de imersao
ao longo dos experimentos, os dados das ordenadas (Y) foram normalizados
dividindo a quantidade de massa retida pela concentragdo da solugdo no momento
de retirar cada dispositivo DGT, como relatado anteriormente (GAO Y et al., 2014). A
relacédo linear entre a razdo (massas/concentragdo da solugdo) versus o tempo de
imersao foi bastante satisfatéria (R*=0,9954 para 48h e R? = 0,9917 para 6h).

Foram obtidos coeficientes de difusdo de (8,08+ 0,32) x 10° cm? s™ para
periodos de 48h e (7,91 + 0,5) x 10° cm? s ~" para 6h (22 °C + 1). Estes valores
encontram-se em concordancia com valores relatados anteriores (CLARISSE, O. et
al., 2006; PELCOVA P. et al., 2014). Assim, sugere-se que o MeHg foi
quantitativamente retido pelos discos S. cerevisiae imobilizados em agarose e que, 0
material proposto pode ser utilizado como um excelente agente ligante para
amostragem deste analito pela técnica DGT. Por outro lado, os valores de
coeficiente de difusdo obtidos foram superiores em relagdo a outros estudos com
MeHg e DGT realizados anteriormente (CLARISSE, O. et al., 2006; HONG, Y. 2011;
PELCOVA P. et al.,2014). Os experimentos subsequentes mostraram uma variagao
no calculo do coeficiente de difusdo, por tanto, foi estabelecido um valor médio,
levando em conta a variacdo dos mesmos nos experimentos das curvas de imersao,
efeitos do pH e forca ibnica e estudos de especiacado. O valor médio do coeficiente
de difusdo obtido foi de 7,03 + 0,77 x 10° cm® s™ a 23 °C. . A Tabela 07 exibe os
valores do coeficiente de difusdo obtidos em cada experimento, com tempos curtos

de imerséo (6 horas).

As determinag¢des usando CV-AFS foram caracterizadas por um limite de
deteccdo instrumental de 4,4 ng L™ definido como trés vezes a estimativa do desvio
padrdo do branco (LD = 3 x SDpranco). O fator de pré-concentragdo foi obtido pela
relagao entre a concentragcdo do metal eluido e a concentragao do metal na solucao
(Fpc= Ce-Cy"), considerando um Fpc = 11 em imersdes de 48 horas, pode-se estimar

um limite de detecgdo para a associacdo da DGT com CV-AFS de 0,4 ng L™. Estes
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valores evidenciam a possibilidade de aplicagcao da técnica para a determinacao e

quantificacdo do analito em concentragdes muito baixas.

Tabela 07. Coeficientes de Difusdo (D) determinados nos diferentes

experimentos realizados no laboratorio.

Experimento D 23°C (cm®s™)
8,08 x 10°
7,91 x 10°
6,24 x 10°
6,62 x 10°
6,64 x 10°
6,69 x 10°

o O A W DN -

Média 7,03 x 10

SD 0,77 x 10°®

5.3 Efeito da forga ibnica na retencdo de MeHg

A Figura 19 apresenta a relagdo da concentragdo determinada através da
imersdo do dispositivo DGT desenvolvido e a concentragdo real da solugdo de
imersdo. A faixa de forca inica testada (0,0005 a 0,1 mol L' com NaCl) revelou
baixa interferéncia na retengdo do MeHg, com recuperagdes de 84 a 105%. Embora
esta interferéncia tenha sido insignificante (< 6%), a retencdo de MeHg tende a
diminuir a medida que aumenta a concentracao de NaCl. Este comportamento foi
similar ao reportado anteriormente por Hong Y. et al., (2011) utilizando a resina 3-
mercapto-propil-silica gel como agente ligante e o gel de agarose como camada
difusiva. Estes autores sugerem que esta diminuigdo na recuperagéo de MeHg (em
presenca de NaCl) é consequéncia da complexagdo de Hg com Cloreto. Outros
estudos (GAOY. et al., 2011; CLARISSE O et al., 2006), utilizando também a resina

3-mercapto-propil-silica gel e os geis de agarose e poliacrilamida como difusivos,
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reportaram recuperag¢des de MeHg (> 80%) na faixa de forga i6nica de 100 nmol L

a1 molL"com NaNO;

Ressalta-se que o intervalo de forga ibnica testado abrange os valores

encontrados na maioria dos sistemas fluviais
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Figura 19. Efeito das diferentes forgas idnicas testadas na capacidade retengao de MeHg pela S. cerevisiae
(MeHg = 100ug L. pH = 5,0)

5.4 Efeito do pH na retengao na retencdo de MeHg

A Figura 20 apresenta a relagédo da concentragdo determinada através da
imersao de dispositivos contendo o material desenvolvido e a concentragao real da
solugdo de imerséo. Recuperagdes de 84 a 98% na faixa de pH testados (3,5 — 8,5)
sugerem baixa interferéncia na retengcao de MeHg pelo ligante proposto. Clarisse O.
et., al (2006) relataram recuperagdes maiores a 75% para o intervalo de pH de 3 a 9,
quando utilizado como agente ligante 3-mercapto-propil-silica gel. Da mesma

maneira, Gao et al. 2011, relataram recuperacdes entre 70 a 80% dentro de um
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intervalo de pH de 3 a 8, utilizando o mesmo ligante. Ressalta-se que este intervalo
de pH testado inclui os valores encontrados na maioria dos sistemas aquaticos

fluviais comumente encontrados na bacia Amazo6nica.
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Figura 20. Efeito dos diferentes pH testados na capacidade de retengdo de MeHg pela S. cerevisiae.
(MeHg = 100 pg L™"; forca idnica = 0,05 mol L™ NaCl).

5.5 Efeito da interferéncia de metais

Os resultados obtidos no teste para avaliacdo das interferéncias de Manganés,
Cobre, Zinco, Ferro, Chumbo, e Cadmio, na retengdo de MeHg pelo ligante S.
cerevisiae sao apresentados na Figura 21. Quando comparadas as concentragdes
de MeHg determinadas pela DGT com a concentragdo da solugdo de imersao, as
recuperagdes obtidas (70 — 87)% de MeHg sugerem que, mesmo em concentragao
100 vezes maior, os ions Mn, Cu, Zn e Fe nao apresentaram interferéncias
significativas na retencdo do analito pelo dispositivo desenvolvido. Estes resultados
foram semelhantes aos descritos por Pelcova e colaboradores (2014), que
estudaram o efeito de Ag, Cu, Pb, Cd, Ni, Co e Fe na absor¢ao de espécies de Hg

labil utilizando as resinas Duolite e Ambersep como ligantes. Contudo, observou-se
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uma diminuigdo na porcentagem de recuperagao de MeHg na presencga de Pb (62 +
5 %) e Cd (54 + 6 %). E provavel que estes elementos, estejam competindo
fortemente pelos sitios de ligagao na levedura, uma vez que o ligante ja foi utilizado
com sucesso para a determinacdo destes elementos (PESCIM, G. F. et al., 2012;
MENEGARIO, A. et al., 2010).

100 +

% [DGT]/[Solucao]

Mn Cu Zn Fe Pb Cd
Metais

Figura 21. Efeito da interferéncia de metais na retengdo de MeHg pelo ligante S. cerevisiae.

5.6 Seletividade do ligante S. cerevisiae para MeHg e Hg ().

O teste para avaliar a seletividade do agente ligante S. cerevisiae pelo MeHg
foi levado a cabo usando NaNOj3 para ajustar a forca ibnica. Com a utilizagdo de
NaNO3; em vez de NaCl, visa-se evitar a formagao de cloro complexos de Hg (lIl), os
quais poderiam interferir tanto na migragéo dos ions através do agente difusivo como
na retencao dos mesmos pelo agente ligante, assim comprovar a seletividade do

ligante proposto pelo MeHg, uma vez que ambas espécies se encontram livres na
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mesma solucdo (BOSZKE L et al., 2002; DOCEKALOVA E DIVIS., 2005; HONG Y et
al., 2011).

Resultados satisfatorios ja foram obtidos em estudos anteriores na
determinacdo Hg (ll) empregando o gel de agarose como agente difusivo, a
diferenga da poliacrilamida que foi reportada inadequada como meio difusivo para
ions de Hg (Il) (devido a formacéo de ligagcdes covalentes com o grupo amida da
poliacrilamida) (DOCEKALOVA e DIVIS 2005). Assim, para confirmar a seletividade
da S. cerevisiae pelo MeHg na presenca de Hg (ll), foi realizado o teste utilizando
dispositivos DGT montados com os géis difusivos de agarose e poliacrilamida
separadamente, a fim de excluir eventuais interpretagdes incorretas devido a ligagcao

poliacrilamida-Hg.

Os resultados apresentados na Tabela 08 mostram as recuperagdes de Hg (1)
e MeHg a partir do uso de dispositivos (S + A) e (S + P) com imersdes por periodos
de 6h. No teste da solucédo A contendo s6 Hg (ll), observa-se que tanto dispositivos
montados com poliacrilamida como com agarose nao foram satisfatorios para a
retencdo de Hg (Il), com recuperagbes meédias < 11,3 %, esta porcentagem é
esperada, uma vez que uma pequena quantidade de Hg (Il) fica adsorvida nos
intersticios do agente ligante. Deve-se salientar que este erro pode ser facilmente

superado em um periodo longo de imersao.

Por outro lado, o sistema foi bastante efetivo, mostrando recuperacgdes
médias de 115% e 102 % para os dispositivos S+A e S+P respectivamente na
retencdo de MeHg a partir da solucdo B contendo somente este analito,
corroborando os resultados relatados por Madrid Y. et al., (1995). Estes resultados
indicaram que a seletividade do sistema desenvolvido da-se pelo ligante. Um
comportamento semelhante foi observado para a solugdao contendo os dois analitos
(solugédo C), ainda que, para o dispositivo S + A, a recuperagao de MeHg na
presenca de Hg (Il) foi superior a 100% (107%), o dispositivo de S+ P mostrou
resultados com recuperagdes de MeHg na presenca de Hg (ll) inferior a 100%
(63,4%), sugerindo que, apesar da boa seletividade do agente ligante MeHg-
levedura, a utilizagcdo do gel de poliacrilamida pode melhorar a seletividade do

dispositivo proposto.
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Estes valores obtidos evidenciam o potencial de utilizacdo de dispositivos

DGT com (S + P) para a determinacéao seletiva de MeHg in situ.

Tabela 08 Recuperagdo (ug L™) dos analitos a partir de amostras sintéticas obtidos
com o método proposto. S + P = Agente ligante S. cerevisiae + gel difusivo
poliacrilamida; S + A = Agente ligante S. cerevisiae + gel difusivo agarose.

Solucao A Solucao B Solucao C
[Solugdo]  [DGT] [Solugao] [DGT] [Solugao] [DGT]
Hg (I1) Hg (I1) MeHg MeHg Hg(ll) + MeHg  Hg(ll) + MeHg
S+P 115+0,9 13+05 297+09 30+9 41+3 26+ 1
S+A 115+09 12+02 297+09  34+10 41+3 44 + 11

5.7 Analise de especiacdo de mercurio e metilmercurio em amostras

sintéticas.

Os resultados apresentados na Tabela 09, obtidos a partir do teste de
especiacdo de Hg (ll) e MeHg pela DGT, demostram que o agente ligante S.
cerevisiae retém quantitativa e seletivamente (80 - 98 %) o MeHg. Também,
apresentou uma retencdo significativamente baixa do Hg (Il) (4 — 12 %), este
comportamento pode ser explicado, (como foi mencionado anteriormente), uma vez
que uma pequena quantidade de Hg (Il) aderida na superficie de contato da S.
cerevisiae pode ser quantificada. Os valores obtidos com a membrana P81
(presumivelmente, Hg (ll)) foram superestimados, apresentando valores nao
esperados, considerando trabalhos anteriores Colago. C (2012). O erro pode ter
acontecido a dificuldade de trabalhar com Hg (Il) devido a sua alta volatilidade
presentando uma perda constante na solugao antes, durante e ao final da imerséo.
Este erro tentou-se corrigir, deixando imersos os dispositivos DGT e suportes para
lograr a adsorc¢ao do elemento, mas a variabilidade da concentragdo do elemento foi
maior, a diferenga do MeHg, que manteve uma concentragéo estavel ao longo dos
testes. A membrana P81 reteve parcialmente também o MeHg (16 - 21 %),

impedindo a amostragem seletiva de Hg (Il), e seu uso para determinagao das
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concentragbes do analito. Segundo Li et al., (2005), a concentragdo da fragao labil
medida por diferentes ligantes, pode apresentar diferengas significativas, o que
sugere que a medida da fragao labil do metal depende da forga de ligacao do agente
utilizado. Neste contexto presume-se que a membrana P81 esta amostrando as
duas espécies de mercurio, representada nas medidas da fracao labil de mercurio
organico e inorganico, em quanto que com o uso de S. cerevisiae como agente

ligante, mede-se seletivamente a concentracdo MeHg.

A soma dos valores obtidos pela membrana P81 e S. cerevisiae representam
relativamente bem a concentragdo total de mercurio (118 %). Um acréscimo de

cerca de 20 % refere-se a inclusdo da fragéo labil de MeHg.

Tabela 09. Resultado de analise de especiag¢ao de Hg (II) e MeHg em solugdo com
concentragcdes conhecidas.

Solucao Hg (I1) MeHg Hg (Il) + MeHg
luca DGT luga DGT luga DGT
Ligante [Solugao] [DGT] [Solugao] [DGT] [Solugcdo] [DGT]
P 81 8,6+0,4 1612 5312 1041 602 1841

S. cerevisiae 8,6+0,4 0,7+0,3 53+2 47+3 60+2 5314

5.8 Imerséo in situ Rio Negro, sub-bacia do Rio Negro , AM.

Durante o periodo de imersdo foram monitorados os seguintes parametros
potencial hidrogenidnico (pH), temperatura (T) e, condutividade elétrica (CE), a
forca idnica foi determinada de acordo com a formula de Griffin e Jurinak (1973). Em
virtude de a forca ibnica ser muito baixa no sistema aquatico avaliado, para medidas
com técnica DGT, foram determinados os coeficientes de difusdo aparentes,
segundo o procedimento previamente descrito por Yabuki, L. et al., (2014). Os

valores dos parametros monitorados s&o apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10. Parametros monitorados nos pontos de coleta e
imersao dos dispotivos DGT.

Ponto CE Ph FI T

Imersao uS/cm mmol/L °C
P1 9 4,85 0,114 29,3
P2 10,5 5,05 0,133 29,9
P3 8,8 4,94 0,111 29

A amostragem in situ no rio Negro foi realizada na estagdo chuvosa, quando
as concentragdes de Hg sao relativamente mais baixas. Na Tabela 10, se observam
diferencas entre os valores de concentracdo de mercurio total e dissolvido com
concentracdes menores a (< 0,02 pglL”) nas amostras colhidas durante a

implantacéo dos DGTs.

Uma concentragdo média de 0,0045 pg L™ para o Hg total (ndo filtrada) foi
anteriormente estimada no periodo de 1995 a 1998 para o Rio Negro, considerando
a analise em 17 afluentes diferentes (FADINI, P. S.; JARDIM, W. F., 2001). Bisinoti et
al.,(2007) relataram uma concentragdo maxima de 0,029 ug L™ para Hg total em
agua da Bacia do Rio Negro durante o periodo de (2002-2004). Neste trabalho as
concentracdes de Hg total foram similares ao valor maximo relatado por Bisinoti et
al.,(2007), a excecao do local de amostragem (P2), sitio mais proximo a refinaria de
petréleo, onde foram encontradas concentracdes de 0,11 pyg L™ e 0,03 ug L™ para
mercurio total e dissolvido, respectivamente. A concentragdo de mercurio total
encontra-se abaixo do limite estabelecido para Hg pela resolugdo CONAMA n° 357
que é de 0,2 ug L™ para rios pertencentes a classe I (conforme Decreto Estadual n°
10755/77). Contudo, estes valores de concentracdo resultaram muito préoximos do
limite maximo permitido, podendo ser motivo de futura preocupagcédo ambiental. Por
outro lado, as concentragbes de MeHg obtidas com o método desenvolvido
empregando a S. cerevisiae como agente ligante na técnica DTG, foram inferiores a
0,025 pgL™, evidenciando que mesmo que exista uma concentracéo relativamente
alta de mercurio no ponto 2, a fragdo mais toxica (MeHg), € muito baixa com grande
potencial biodisponivel.  Comparando os resultados obtidos com a membrana P81
e com S. cerevisiae, pode-se presumir que a membrana P81 esta amostrando as
duas espécies de mercurio, uma vez que os valores obtidos (< 0,085 ugL™ ), foram
superiores aos valores de MeHg e similares a fragao dissolvida.
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Considerando que a membrana P81 nao foi seletiva para Hg (ll), pode-se
inferir que a melhor estratégia para especiacdo de mercurio € obter a concentragao
de metilmercurio (CweHg) através do DGT e a concentragéo de Hg (ll) subtraindo a
concentragdo do MeHg (CmeHg) da concentragéo de mercurio dissolvido (Chggdiss)-
Uma das vantagens desta estratégia é que ndo se faz necessario conhecer os
diferentes coeficientes de difusdo de mercurio (complexado e ndo complexado com
substancias humicas). Por outro lado, esta estratégia traz como desvantagem a
medida pontual do mercurio dissolvido, diferentemente a DGT que proporciona
medidas em fungao do tempo. Assim, se pode estimar no local uma concentragéo de
Hg (I1) com valores médios de (0,02 + 0,01 ugL™) referente aos pontos P1, P2, P3
antes e depois da coleta. Aléem disso, neste trabalho, as comparagbes entre as
medigbes mostraram que MeHg representa 33 — 53 % do Hg dissolvido e 24 — 69 %

das concentragdes de Hg total (Tabela 11).

Tabela 11. Concentracdo In situ (ug L") de MeHg e Hg (Il) (determinacéo por
técnica DGT), e concentracdo de mercurio total y dissolvida em amostras
provenientes do Rio Negro-AM.

[Total] [Dissolvidal [MeHg] [Hg (IN]

Pontos  Antes® Depois® Antes? Depois®  S.cerevisiae P81

P1 0.04+0.004 0.03+0.001 0.06+0.005 0.03+0.001  0.024+0.011 0.04+0.010
P2 0.11+£0.002 0.02+0.001 0.03+0.001 0.04+0.001 0.016+0.004  0.07+0.015

P3 0.03+0.001 0.03+0.007 0.05+0.001 0.01£0.001 0.010+0.002  0.05£0.027

a. Antes da imerséao dos DGT
b. Depois da imersdo dos DGT

Ainda que, a fragdo medida pelo DGT seja ligeiramente maior que a
concentragéo dissolvida, esta aparente incoeréncia é devido as diferencias entre os
sistemas de determinagdao. A técnica DGT mede a concentragdo média em um
tempo determinado, enquanto a determinacédo da concentracdo nas amostras tanto
para teor total como de sdlidos dissolvidos, € uma medida pontual, além disso, nao é
possivel controlar diferentes fatores como sazonalidade e descargas eventuais no
ambiente. Atualmente ndo ha legislacbes referentes aos valores de concentragao Hg
labil e MeHg.
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6 CONCLUSAO E CONSIDERAGOES FINAIS

Considerando os resultados obtidos no desenvolvimento da metodologia
proposta, conclui-se que o MeHg € quantitativa e seletivamente retido pelos discos

de S.cerevisiae imobilizada em agarose.

A associacéo da técnica DGT a detec¢do de Hg por CV-AFS resultou em uma
excelente abordagem para determinacédo de MeHg in situ em amostras ambientais,

considerando os baixos limites de detecgéo obtidos, 0,0044 ng mL™".

O coeficiente de difusdo médio (7,03 + 0,77 x 10° cm? s™') na poliacrilamida a
23 °C, ficou proximo aos valores obtidos em trabalhos anteriores para determinagao
de MeHg pelo DGT.

Os dispositivos DGT desenvolvidos (S.cerevisiae + poliacrilamida)
demonstraram baixa influéncia do pH e Forca I6nica sobre a capacidade de retengao
da S. cerevisiae para o MeHg, permitindo a aplicagdo do método em sistemas
aquaticos com uma longa faixa de pH de 3,5 a 8,5 e de Forca l6nica de 0,0005 a 0,1
mol L. Além disso, mostrou-se pouco interferido pelos ions avaliados Mn, Cu, Zn,
Fe(ll).

Os resultados indicaram que o sistema (P81+ A) nao foi seletivo para Hg (ll),
impossibilitado a realizagdo da especiacdao de mercurio. A especiagao podera ser
realizada considerando a concentragdo de MeHg (CweHg) Obtida com a S.cerevisiae

e o teor dissolvido de mercurio (Chgdiss)-

Finamente os resultados obtidos a partir dos diferentes testes abrangem as
condigdes encontradas na maioria dos sistemas aquaticos fluviais, desta maneira, o
método desenvolvido utilizando a técnica DGT permitiu a avaliacdo in situ da
concentragédo de MeHg labil no Rio Negro (AM) nas proximidades da refinaria do
petroleo.
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