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Resumo

Resumo

A maior parte do carbono organico dissolvido nos ambientes aquaticos tropicais,
particularmente em rios de agua escura como o Rio Negro, est4d presente como
substancias humicas aquaticas (SHA). O processo de reducdo de mercurio idnico foi
estudado utilizando SHA, extraidas com resina XAD-8 de amostra de agua coletada no
Rio Negro-AM. Foram desenvolvidos sistemas de reacdo e aprisionamento de Hg° e
analise por injecdo em fluxo com etapa de pré-concentracdo em coluna empacotada com
resina Chelite® S acoplado a espectrometria de absorcdo atdmica com geracdo de vapor
de mercuario a frio (FIA-Chelite-CVAAS). Investigaram-se parametros operacionais, tais
como concentracdo e volume de reagente, acidez, vazdes de fluxos, tempo de pré-
concentracao e possiveis interferentes. Utilizando tempo de pré-concentracdo de 120 s, o
sistema proposto possibilitou a anélise de 25 amostras h™ (50,0-500 ng L™), consumindo
aproximadamente 10 mL de amostra e 5 mg SnCl, por determinacéo.

Efeitos de relevantes parametros ambientais no processo de reducdo de mercurio
ibnico por substancias humicas aquaticas, tais como valor de pH, razdo Hg(ll)/SHA e
concentracdes de SHA e Hg(ll) foram estudados em fungdo do tempo. A producéo de Hg°
e favorecida em pH 8 e, nesta condicdo, 0,5 mg de SH reduz aproximadamente 35% da
guantidade de Hg(ll) inicial (1,0 ug) em 50 horas. A eficiéncia da reducdo de Hg(ll) &
fortemente influenciada pela concentragcdo de SHA mas, independe da razao Hg(ll)/SHA.
A cinética de reducdo de Hg(ll) por SHA apresenta mecanismo de primeira ordem com
constante de velocidade de aproximadamente 0,002 min™. As SHA foram fracionadas
utilizando sistema de ultrafiltragdo sequencial com multiplos estagios e fluxo tangencial e
obtiveram-se fracdes com o0s respectivos intervalos de tamanhos moleculares F;>100;
F2:100-50; F3: 50-30; F4: 30-10; Fs: 10-5 and Fg < 5 kDalton. O fracionamento das SHA

isoladas do Rio Negro indicou que 32% das moléculas estdo concentradas na fragdo com
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Resumo

tamanho menor que 5 kDalton (Fs), enquanto que F; contem a menor quantidade (25,5%).
As propriedades acido-base das fracbes humicas foram estudas utilizando Funcdes de
Gran modificadas aplicadas as curvas de titulacdo poténciométrica e indicaram que na
estrutura das SHA os grupos oxigenados titulaveis mais abundantes sdo os carboxilicos
(48,3-60,4 %) e fendlicos (23,7-33,0 %).

A reducéo de mercurio ibnico (1 ug) por diferentes fracdes humicas (368 mg C) em
pH 5,0 é fortemente influenciada pelo tempo de reacdo (0-48 h). A maior quantidade de
Hg(ll) foi reduzida por fragbes com relativamente alta propor¢cdo de grupos
fendlicos/carboxilicos. Portanto, pode-se estabelecer a seguinte ordem de eficiéncia de
reducdo de Hg(ll) pelas fragbes humicas: Fs>F,>>Fi>F;>F,>>Fs. Ainda, verificou-se
apenas uma parte dos ions Hg(ll) adicionados sao reduzidos enquanto a maior
guantidade permanece complexados pelas fracdes humicas. Os resultados evidenciam
gue as propriedades redutoras das substancias humicas aquaticas estdo diretamente

relacionados com os grupos fendlicos constituintes da macromolécula humica.
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Abstract

The main pool of dissolved organic carbon in tropical aquatic environments, as in
dark-coloured river of the Amazon basin, Rio Negro, is concentrated in aquatic humic
substances (aquatic HS). The present study characterizes the abiotic reduction of Hg(ll)
lons by typical river humic substances (HS) conventionally pre-isolated by the adsorbent
XAD-8 from the “Rio Negro” near Manaus. For the investigation of this reduction process a
special reaction and Hg(0) trapping device combined with a flow-injection system with a
Chelite S® cation resin packed was developed for the determination of trace levels of
mercury by cold vapor atomic absorption spectrometry (FIA-Chelite-CVAAS).
Concentration and volume of reagent, acidity, flow rates, commutation times and potential
interfering species were investigated. For 120 s preconcentration, the proposed system
handles about 25 samples h™ (50.0-500 ng L), consuming about 10 mL sample and 5 mg
SnCl, per determination.

The effect of environmental relevant parameters such as the pH values, the
Hg(Il)/HS ratio and the HS concentration on the Hg(ll) reduction process was studied as a
function of time. The Hg(0) production was highest at pH 8.0 and 0.5 mg of HS reduces
about 35% of initially Hg(ll) (1.0 ug ) in 50 h. Moreover, the reduction efficienty of HS
towards Hg(ll) strongly depend on the HS concentration but hardly on the Hg(Il)/HS ratio.
The reduction kinetics followed a first-order mechanism with a rate constant around 0.002
min™.

Using a tangential-flow multistage ultrafiltration sequential system the molecular-
size distribution (F;>100; F,:100-50; F3: 50-30; F4: 30-10; Fs: 10-5 and Fg < 5 kDalton) of
the isolated aquatic HS was characterized. The fractionation of the aquatic HS isolated
from Rio Negro indicates that 32% of the molecules are concentrated in fraction with a

molecular size around < 5 kDalton (Fg), while F; contains a minor quantity (25.5%). A
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Abstract

potentiometric study of acid-base properties of the aquatic HS fractions using linear
modified Gran fuctions indicated that the most abundant groups in the HS structure are the
oxygenated ones, carboxylic (48.3-60.4%) and phenolic (23.7-33.0%).

The reduction of the Hg(ll) (1 ng) by aquatic HS fractions (1 mg C) at pH 5.0 was
strongly influenced by reaction time (0-48 h). The major amount of Hg(ll) was preferably
reduced by molecules with relatively high phenolic/carboxylic groups ratio. Thus, the
reduction of Hg(ll) ions by aquatic HS fractions exhibited the following order:
Fs>F,>>F;>F3>F4>>F6. Only a fraction of the added Hg(ll) ions was reduced while most of
it was probably complexed by aquatic HS fraction. The redox properties of aquatic humic

substance is apparently associated with the phenolic groups.
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R: reagente

Ls: alca de amostragem de amostra

Lr: alca de amostragem de reagente

C+: fluxo do gés transportador

Cc: fluxo do gas de arraste

GL: camara de reacdo/separacdo gas-liquido

IC: injetor-comutador

F: cela de fluxo

PS: sistema de separacao gas/liquido constituido por um membrana de PTFE

B: reator

FIA-Chelite-CVAAS: sistema para analise por injecdo em fluxo acoplado a espectrometria
de absorcao atdmica com etapa de pré-concentracéo utilizando resina Chelite S® e
geracdo de vapor de mercurio a frio

T: coluna empacotada com resina Chelite S®

I: linha opcional para estudos de interferentes

M: filtro de membrana polyethesulfone

F1: fracdo humica com massa molecular >100 kDalton
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F,: fracdo humica com massa molecular entre 100-50 kDalton
F3: fracdo humica com massa molecular entre 50-30 kDalton
F, : fracdo humica com massa molecular entre 30-10 kDalton
Fs: fracdo humica com massa molecular 10-5 kDalton

Fs: fracdo humica com massa molecular <5 kDalton

R: reservatorio das fragées humica
P: regulador de pressao

Ma: manoémetro

1 Dalton: 1000 u
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1 — Objetivos
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Objetivos 2

® Desenvolver e avaliar dois sistemas de determinacdo de mercurio aplicaveis a
matrizes ambientais utilizando sistema:

- analise por injecdo em fluxo acoplado a espectrometria de absorgéo
atdbmica com geracao de vapor de mercurio a frio (FIA-CVAAS);

- analise por injecdo em fluxo com etapa de pré-concentracdo em coluna

empacotada com resina Chelite® S acoplado a espectrometria de absorcéo atdmica

com geracao de vapor de mercurio a frio (FIA-Chelite-CVAAS);

® estudar a cinética do processo de reducdo de mercurio idnico por substancias

hamicas aquéticas (SHA) , extraidas de amostra de agua coletada no Rio Negro-AM,
considerando as influéncias de parametros ambientais tais como pH do meio

reacional, concentracfes de SHA e ions mercurio, dentre outros;

® especiar grupos atuantes no processo de reducdo de mercurio ibnico por SHA,

utilizando sistema de fracionamento sequencial por ultrafiltragdo em multiplos
estagios com base no tamanho molecular (SFSUF), espectrometria na regidao do UV-

Visivel, espectrometria na regido do infravermelho e titulacdo potenciométrica.
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2 — Introducéao
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2.1 - Mercdrio

O mercurio é o Unico metal liquido a temperatura ambiente, podendo ocorrer
em trés estados de oxidacdo: mercurio metélico (Hg®), ion mercuroso (Hg.**) e o fon
mercurico (Hg*). O ion mercuroso, formado pela dimerizacdo de dois atomos de
mercurio € pouco comum. Além dos sais simples como o cloreto, o nitrato e o
sulfato, o ion mercurico liga-se covalentemente a radicais organicos originando uma
série de compostos organometdlicos do tipo RHgR’. Algumas das formas mais
comuns de R e R” sdo os radicais alquilas, fenilas e metoxietilas. Do ponto de vista
toxicolégico, o0s compostos organometalicos mais importantes sao 0s
alquilmercuricos de cadeia curta nos quais o mercurio esta ligado a um grupo metila,
etila ou propila (WHO, 1976, 1989, 1990). Entretanto, a espécie metilmercurio é mais
presente no ambiente, tecidos e fluidos biolégicos, sendo também a de maior
potencial téxico (LIMAVERDE FILHO & CAMPOS, 1999).

O aumento da contaminagdo de sistemas aquaticos por metais pesados,
especialmente mercuario, tem sido amplamente relatado nas Ultimas décadas
(WILKEN et al., 1990). Sado conhecidos exemplos de contamina¢gbes de mercurio,
como ocorrido na baia de Minamata no Japdo (MOORE & RAMAMOORTHY, 1984),
praias e solos florestais da Suécia (FORSTNE, 1981) e algumas regifes do Brasil
(MICARONI et al., 2001). Neste caso, a responsabilidade pelo despejo da maior
carga de mercurio em alguns efluentes brasileiros tem sido atribuida a atividades
mineradoras as quais utilizam o metal para extracdo de ouro amalgamado (MALM et
al., 1990). Nesse processo sédo necessarios 1,3 a 2,0 kg de mercurio para obtencao
de 1 kg de ouro extraido. Estima-se uma taxa de langcamento anual médio de 40-170
t de mercurio na regido Amazénica (PFEIPFER & LACERDA, 1992). Este aporte de

mercurio no ambiente divide-se em 40% para a agua dos rios durante o processo de
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amalgamacdo e 60% € langado na atmosfera através do processo de purificacao
(PFEIPFER, 1988).

As contribui¢gbes naturais de mercurio séo oriundas de atividades vulcéanicas,
gaseificacdo do magma e minas (SCHLUTER, 2000). Estudos sobre a mobilizacéo
de vapores de mercurio na atmosfera, sustentam a hipétese de um problema global
ndo limitado somente as areas proximas do ponto de impactacdo (PFEIPFER &

LACERDA, 1992; HANISCH, 1998).

2.1.1 - Essencialidade e toxicidade

O termo “metal pesado”, embora ainda ndo bem definido, € amplamente
reconhecido e utilizado para um grupo de metais e metaldides, 0s quais estao
associados com polui¢édo e toxicidade (Hg, Pb, Cd, As, Tl e U), mas também inclui
alguns elementos biologicamente essenciais em baixas concentra¢cdes como Co, Cu,
Mn, Se e Zn (ALLOWAY, 1993).

Estudos relativos a toxicidade de metais pesados indicam que as situacfes de
caréncia levam a deficiéncia (MARTIN, 1980). A suplementacdo adequada resulta
em oOtimas condi¢cBes para 0 organismo e 0 excesso resultaria em efeitos toxicos ou
até mesmo a morte. SPOSITO (1986) cita um estudo de NIEBOER & RICHARDSON
(1980), com os resultados resumidos na Tabela 01, no qual os autores chegam a
uma sequéncia de toxicidade molar considerando o fator de enriquecimento
(concentragdo média do metal no organismo/concentragcdo média do metal na crosta

terrestre) em funcéo do potencial idnico do respectivo metal.
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Tabela 01 - Sequéncia de toxicidade molar.

Organismos Sequéncia de toxicidade molar
Algas Hg>Cu>Cd>Fe>Cr>Zn>Co>Mn
Fungos Ag>Hg>Cu>Cd>Cr>Ni>Pb>Co>Zn>Fe
Plantas ornamentais Hg>Pb>Cu>Cd>Cr>Ni>Zn
Anelideos Hg>Cu>Zn>Pb>Cd
Peixes Ag>Hg>Cu>Pb>Cd>AI>Zn>Ni>Cr>Co>Mn>>Sr
Mamiferos Hg, Ag, Cd>Cu, Pb, Co, Sn, Be>>Mn, Zn, Ni, Fe, Cr
>>Sr>Cs, Li, Al

(Dados obtidos considerando o fator de enriqguecimento em funcdo do potencial ibnico do
respectivo metal)
Adaptada de SPOSITO, 1986.

Para todos os tipos de organismos estudados o mercurio apresenta alta
toxicidade molar, ou seja, uma baixa concentracdo molar é suficiente para esse

elemento produzir um substancial efeito toxico.

2.1.2 - Mecanismo toxicologico do mercurio

Os compostos de cadeia curta de alquilmercuirio sédo altamente toxicos devido
ao lento metabolismo e tendéncia a bioacumulacdo. Em particular, a ligacao
metilmercirio é estavel em muitos organismos e a adicdo de grupos alquil
possibilitam a solubilidade em lipidios.

A solubilidade e a estabilidade da ligagdo entre CHsHg" e ligantes biologicos
resultam em alta meia-vida para essas espécies em varios organismos. Em
humanos é de 60-70 dias, enquanto que o mercurio na forma inorganica apresenta
meia-vida de 3-4 dias. A lenta excrecdo ocorre devido a decomposicao do
metilmercurio em mercurio inorganico na flora intestinal. Mais de 90% do
metilmercurio é absorvido através do sistema gastrointestinal humano, seguido de

absor¢cdes acumulativas nos eritrécitos (glébulos vermelhos ou hemacias
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responsaveis pelo transporte de oxigénio no organismo) originando células com
razdo plasmética acima de 100:1. A alta eficiéncia de transporte resulta na
distribuicdo uniforme nos tecidos do organismo, sangue, rins e cérebro.

A elevada permeabilidade do metilmercirio na interface sangue/cérebro
possibilita a deterioracdo do sistema nervoso central por substituicdo das ligacbes
metilmercurio por fragmentos de sulfidril e subsequentemente a liberacdo dos ions
mercurio, os quais sado fortemente ligados a sulfidril, inibindo a sintese de RNA e
proteinas essenciais ao funcionamento motor e sensorial do sistema nervoso.

Em estudo sobre a diferenca de toxicidade das espécies Hg° e Hg(ll) em meio
de cultura contendo Escherichia coli, observou-se uma inibicdo na respiragcdo das
bactérias em funcdo do tempo, usando 10 mg L™ de fons Hg(ll), similar aquela
causada por 5000 mg L' de Hg° evidenciando a baixa toxicidade da espécie
elementar (MICARONI et al., 2000). No entanto, o mercurio na forma de vapor é
absorvido pelo organismo humano através do pulméo pelas membranas alveolares a
uma proporcdo de 75 a 80%, quando inalado. No sangue, o mercurio € oxidado
pelos eritrocitos e, uma vez oxidado, o ion Hg(ll) é rapidamente distribuido pelo
corpo através do sangue, podendo se ligar também a albumina e a hemoglobina. Os
principais sintomas associados a toxicidade por exposicdo ao mercurio incluem
tremor, vertigem, entorpecimento, dor de cabeca, fraqueza, depressédo, distlrbios
visuais, dispnéia, tosse, inflamacgdes gastrointestinais, queda de cabelo, nalsea e

vomitos (MICARONI et al., 2000; CRAIG, 1986).
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2.1.3 - Interconverséo de espécies e bioacumulacao

Considerando o ciclo bioquimico global do mercurio, a conversdo mais
importante entre espécies é a metilagdo do ion Hg(ll) com consequente formagéo do
ion metilmercurio e do composto volatil dimetilmercurio. Entretanto, a formacéo de
metilmercurio tem consequéncias mais sérias, pois este ion possui estabilidade
quimica e entra facilmente na cadeia alimentar, principalmente a aquética, via peixes
de consumo humano, acumulando-se sucessivamente (W.H.O, 1990). Estudos
sobre a razdo mercurio total/metilmercario demonstram que peixes de diferentes
espécies tém o mesmo potencial de bioacumulagdo e, comparados com outros
organismos aquaticos, peixes sédo potencialmente mais capazes de fazé-lo (MAY et
al., 1987). Em peixes, 0 mercurio organico encontra-se de 90-100% na forma de
metilmercurio (LIMAVERDE FILHO & CAMPOS, 1999).

Embora o processo ndo esteja ainda bem entendido, acredita-se que a
metilagdo ocorra por acdo bacteriologica, possivelmente como um mecanismo de
eliminacdo de metais pesados por microorganismos (WOOD & WANG, 1983). A
Figura 01 esquematiza o ciclo do mercuario no ambiente.

Investigacbes especificas sobre o processo de metilacdo tém sido feitas
considerando tanto metildoadores biogénicos como metildoadores abiogénicos

(EBINGHAUS & WILKEN, 1993).
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Figura 01 - Ciclo do mercurio no ambiente e seus mecanismos naturais de oxidacéo,
reducéo e metilacdo. Adaptada de SALOMONS & FORSTNER, 1984.

7

O “ciclo do mercurio” é regulado por processos fisicos, quimicos e bioldgicos,
0S quais ocorrem nas interfaces ar/agua e agua/sedimento (W.H.O., 1989). A
extensdo da toxicidade e a a¢do do mercurio em ecossistema aquatico nao depende
somente da concentragéo total, mas sim, da forma como estdo ligados (ROCHA et
al., 1993). A compreensdo desses mecanismos exige o emprego de técnicas
analiticas aplicaveis a concentracdes extremamente baixas em matrizes complexas,

onde coexistem grande numero de interferentes (BERNHARD, 1986).
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2.2 - Técnicas para determinagcéo de mercurio

Espécies organo-mercuriais podem ser separadas e identificadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada ou ndo a outras técnicas
(BATLEY & LOW, 1989; WILKEN, 1992). Dentre as técnicas disponiveis para a
determinacdo de mercario podem ser citadas a espectrometria de absorcdo
molecular, analise por ativacdo neutrbnica instrumental, diluicdo isotopica
subestequiométrica, cromatografia, espectrometria de fluorescéncia atbmica,
espectrometria de fluorescéncia de raio-X, polarografia, eletrogravimetria,
espectrometria de massas, espectrometria de emissao atbmica e espectrometria de
absorgcéo atbmica com chama ou geracao de vapor frio (WILKEN & HINTELMANN,

1990).

2.2.1 - Geracao de vapor de mercurio a frio

A geracdo de vapor a frio foi originalmente desenvolvida para amostras
liguidas, e baseia-se na reducéo de ions mercurio ao estado fundamental através de
reacdo com estanho(ll) ou borohidreto em solugdo aquosa (HATCH, 1968). A
geracdo de vapor frio permite que o mercurio seja determinado na fase de vapor
sem a necessidade do uso de atomizadores com chama ou eletrotérmicos devido
sua alta volatilidade, possibilitando a formacdo de &tomos no estado gasoso sem a
necessidade de tratamentos especiais.

RIMURA & MILLER, 1962, foram os primeiros a utilizar a reducao de ions
mercurio(ll) com solucéo de cloreto de estanoso em meio acido. O mercurio
reduzido era transportado por um gas de arraste e borbulhado em solucéao de
permaganato de potassio contida em um tubo de vidro. Nesta solugéo coletora, o

vapor de mercurio era oxidado e a solucao transferida para um funil de separacéo,
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onde se procedia uma extracdo com ditizona em cloroférmio e posterior medida do
ditizonato de mercurio a 605 nm. Em 1964, POLUEKTOV et al., utilizaram cloreto
estanoso como redutor para a geracao de vapor frio e sua detecgéo por
espectrometria de absorcao atdmica, recebendo mais tarde a abreviatura CVAAS (do
inglés “Cold Vapor Atomic Absorption Spectrometry”). BAILEY et al. (1971)
automatizaram o método de CVAAS utilizando fluxo continuo com segmentacao por ar
para a analise de aguas, cinzas, 6leo, sangue, urina, cabelo e peixe, utilizando digestéao
prévia. Este método permitia a analise de vinte e duas amostras por hora, utilizando-se
um pequeno volume de amostra. Em 1983, ANDRADE et al., propuseram o primeiro
sistema de andlise por injecdo em fluxo (FIA) para determinacdo de mercurio por
CVAAS. Desenvolveram um separador gas/liqguido com membrana de PTFE
permedvel ao mercurio. Este separador era acoplado diretamente a cela de
absorcao atdbmica. O sistema proposto apresentou freqiéncia analitica de 110
amostras por hora e limite de deteccdo de 1,4 ug Hg L™. Desde entdo, foram feitas
varias modificacdes do procedimento inicial com o objetivo de aumentar a
sensibilidade, seletividade e limite de determinac&o. Varios autores tém proposto
sistemas automatizados ou néo acoplados a técnica CVAAS (MALM et al., 1989,
ROCHA et al., 1994), utilizando-se a técnica de analise por injecao em fluxo (FIA),
descrita por RUZICKA & HANSEN (1988), otimizando alguns parametros (GOMES
NETO et al., 2000). A técnica CVAAS, possibilita o isolamento do mercurio de
possiveis interferentes, € considerada pratica, simples, de facil manuseio e de baixo
custo operacional. Além disto, € uma das técnicas mais adequadas para a
determinacao de mercurio a niveis de traco e o sistema analitico € passivel de

modificacdes para a determinacédo de mercurio em matrizes diversas.
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2.3 - Sistemas de analise por injecao em fluxo (FIA)

A definicdo analise em fluxo é recomendada a todos os métodos analiticos os
quais sdo baseados na introducédo e processamento de amostras em fluxos. Uma
classificagdo preliminar pode ser baseada na forma como a aliquota da amostra é
introduzida e na caracteristica basica do fluxo, de acordo com o diagrama
representado na Figura 02. Varios componentes dos analisadores em fluxo tais
como amostradores (REIS et al., 1992), filtros (FATIBELLO et al., 1994), reatores
(CALATAYUD & MATEO,1993), pontos de adicdo de reagentes (BERGAMIN et al.,
1978), colunas de troca-idnica (ZARA et al., 2001; BURBA et al., 1993), detectores
oticos (ZAGATTO et al., 1992) e eletroquimicos (GOMES NETO et al., 1994), podem
ser deslocados de sua posicdo original até outra previamente selecionada do
percurso analitico mediante comutacdo (KRUG et al.,1986). Estas opcdes de
automacdao possibilitam a utilizacdo de diversas metodologias analiticas, citadas na
literatura (ZAGATTO et al., 1999). O acoplamento da técnica de determinacao de
mercurio com sistemas de injecdo em fluxo (FIA) tem se mostrado versatil ndo
apenas em funcédo da seletividade, sensibilidade e simplicidade do método, mas
também pela facilidade das etapas de separacdo e/ou concentracdo que S&o
incorporadas e operadas em condi¢cbes altamente repetitivas. A disponibilidade de
redutores de baixo custo, com grau de pureza satisfatorio e cinética favoravel com
ions mercurio, bem como a possibilidade de se empregar ar como gas de arraste do
vapor de mercurio (ROCHA et al., 1994), sdo aspectos positivos para a

automatizacao do processo de determinacédo de mercurio.
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Figura 02 - Diagrama da classificagdo dos métodos de analise em fluxo. Adaptada de
ZAGATTO et al., 1999.
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2.4 — Rio Negro

O Rio Negro, € um dos maiores afluentes do Rio Amazonas, sendo
responsavel pela maior parte do fluxo de acidos humicos (AH) para o Rio Amazonas,
contribuindo com cerca de 2,5 vezes mais que o Rio SolimGes (ERTEL et al., 1986).
A baixa concentragdo de célcio e magnésio nas formagbes geologicas das
nascentes do Rio Negro e as substancias humicas aquaticas, originarias de
substancias organicas ndo mineralizadas completamente no solo das florestas, sao
responsaveis pelos baixos valores de pH da agua do Rio Negro (IVANISSEVICH,
1990). As substancias humicas sao transportadas para o Rio Negro pelos Igarapés
(riachos) que drenam os solos podozoélicos das campinas. Durante prolongados
periodos secos, ndo ocorre percolagdo do solo e os Igarapés transportam somente
agua e ions estocados por muito tempo no solo argiloso, aumentando a alcalinidade,
o teor de ions e diminuindo a coloracdo das aguas (WALKER, 1990). Os solos
arenosos da Bacia Amazodnica sdo pobres em nutrientes e permitem a percolacao
rapida da chuva pela areia, dificultando a decomposi¢cdo completa da serapilheira.
Assim, a maior parte do carbono orgénico dissolvido (COD) nos ambientes aquaticos
tropicais, particularmente em rios de agua escura como o Rio Negro, esta presente
como substancias humicas aquéticas (ROCHA et al., 1998). Valores tipicos de COD
sdo de 0,5 ug L™ em &gua do mar, 7,0 pg L™ em rios, 25 ug mL™ em pantanos e nos
estuarios variam entre os valores dos rios e da agua do mar. Em aguas salgadas
cerca de 20% do COD é proveniente de material hiumico, 60% em rios e 70% em
areas alagadas. Estes dados mostram que as SH sao importantes, se nao

predominantes, adsorventes metalicos em aguas naturais (CHOUDRY, 1982).
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2.5 - Matéria organica natural aguatica

A expressdo “matéria organica natural” (MON) é usada para designar o
material organico no ecossistema natural. A MON em aguas naturais € composta por
uma mistura complexa de compostos, muitos dos quais ndo sao identificados,
originados por diversos processos haturais de sintese e degradacado, sendo possivel
uma infinidade de compostos constituintes da mistura.

Em geral, a matéria organica natural em sistemas aquaticos pode ser
diferenciada em :

Pedogénica: MON devido a lixiviagdo em solo com material organico, o qual
resulta da decomposicao de plantas, bactérias e fungos.

Aquagénica: MON formada no sistema aquatico, essencialmente por
excrecdo e decomposicdo de plancton e bactérias aquéticas (BUFFLE, 1990).

A matéria organica em sistema aquatico pode ser operacionalmente dividida
em particulada e dissolvida, por processo de filtragdo com filtro de porosidade 0,45
um (DANIELSSON, 1982). O carbono organico dissolvido (COD) pode ser
fracionado em hidrofébico e hidrofilico, como mostra o diagrama de fracionamento

pelo método de LEENHEER e NOYES (Figura 03).
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Figura 03 - Diagrama de fracionamento do carbono orgnlc dissolvido proo por
LEENHEER e NOYES. Adaptada de FRIMMEL, 1992.
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2.6 - Substancias humicas aquaticas (SHA)

A definicdo de substancias humicas aquaticas estd baseada em meétodos
cromatograficos de extragdo. THURMAN & MALCOLM (1981) definiram SHA como a
por¢cdo ndo especifica, amorfa, constituida de carbono organico dissolvido em pH 2,0
e adsorvente em coluna de resina XAD-8 com altos valores de coeficiente de
distribuicdo. As SHA sédo constituidas em sua maior parte por acidos hidrofébicos. A
fracdo extraida de COD de uma amostra depende da polaridade da resina utilizada,
da quantidade de amostra passada pela resina e do eluente utilizado. A variedade
do material inicial e o grande nimero de possiveis rea¢des ocorridas no processo de
degradacdo da matéria orgéanica, sdo as razdes das dificuldades em sugerir a
formula estrutural exata das SHA. Esses fatores, também levam a formacdo de
varias composicdes de SHA, tornando indispensavel aos estudos a descricdo
detalhada da origem, tratamento e dos métodos aplicados as amostras durante a
extracdo (FRIMMEL, 1992).

A presenca de diferentes grupos funcionais nas SH, permite o uso de varias
técnicas para obter informacdes a respeito da funcionalidade e mecanismos de
reacdo das SH no ambiente. Estudos utilizando espectrometria na regido do
infravermelho, ultravioleta-visivel e ressonancia magnética nuclear (RMN C** e RMN
HY) tém contribuido para um melhor conhecimento estrutural das SHA (HAIDER et
al., 1991; ABBT-BRAUN, 1992; ROCHA et al., 2000). Entretanto, a complexidade
dessas substancias, ndo permite uma caracterizacdo mais detalhada da composicao
estrutural e de possiveis mecanismos de formacdo de complexos (GAFFNEY et al.,

1996).
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2.6.1 - Efeito das cargas intramoleculares e intermoleculares

Substancias humicas sdo consideradas como polieletrolito linear, flexivel e
com ocorréncia de cargas negativas em pontos fixos ao logo de sua estrutura
decorrente da ionizagdo de grupos acidos carboxilicos, tornando a macromolécula
expandida devido a repulsdo das cargas negativas (SCHNITZER, 1978). As
interacdes intramoleculares do tipo pontes de hidrogénio, forcas de Van der Waals,
elétrons © de anéis adjacentes e sitios hidrofébicos favorecem a conformacao
estrutural condensada. O equilibrio existente entre as forcas de repulsédo e atracao
intramoleculares e intermoleculares induzem a conformacdo estrutural da
macromolécula hamica (SWIFT, 1989). A intensidade das forcas de repulsdo e a
distancia de aproximacao entre as moléculas dependem de inumeros fatores, alguns
de grandeza de cargas, de tamanho macromolecular e forca i6nica da solucdo. As
consideracOes tedricas desse comportamento estdo baseadas nos efeitos de
Donnam e na teoria da dupla camada elétrica (GHOSH & SCHNITZER, 1980). As
forcas de repulsdo entre as moléculas podem ser superadas com o aumento da
concentracdo de eletrolitos. Os contra-ions em solucdo minimizam o potencial de
carga no polieletrélito humico, o qual ndo é estendido em solucao devido ao efeito da
dupla camada possibilitando aproximacbes mais efetivas das macromoléculas
hamicas. As interacOes intermoleculares podem levar a formacdo de dipolos
induzidos devido ao deslocamento de elétrons n de anéis aromaticos favorecendo a
conformacao estrutural condensada (BARTSCHAT, 1992). Estes efeitos podem
resultar na associagcdo de macromoléculas causando a coagulacdo ou flotacdo, e

eventual precipitacdo (SWIFT, 1989).

2.6.2 - Propriedades complexantes
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Agentes complexantes aquaticos podem ser divididos em duas categorias:
Ligante simples (L): CI'; CO3 ~ e aminoacidos.
Compostos com grupos homologos (CGH): SH, proteinas e 6xidos de metais.

Compostos com grupos homologos frequentemente contém grande namero
de sitios complexantes por molécula e a concentracdo molar total destes sitios pode
ser comparada a concentragcdo de muitos ligantes simples. A estabilidade dos
complexos correspondentes € geralmente alta e, portanto, tém importante papel na
distribuicdo dos metais em 4guas naturais.

O ambiente pode exercer influéncia na estabilidade do complexo SH-Metal
devido as macromoléculas humicas apresentarem :

| - Propriedades polifuncionais:
(a) Natureza quimica dos sitios de coordenacéao:
Em contraste aos ligantes simples, os compostos com grupos homélogos possuem
sitios de coordenacao com diferentes naturezas quimicas.
(b) Meio eletrdnico dos sitios de coordenacgdo: dentro de uma dada macromolécula
grupos complexantes podem ser originarios de diferentes fragmentacdes (cadeia
alifatica, anéis aromaticos), assim, podem exercer diferentes efeitos eletrdnicos.
(c) Impedimento estérico dos sitios: 0s compostos com grupos homologos podem
formar uma capa ao redor dos ligantes simples influenciando a estabilidade do
complexo formado.

Il - Cargas conformacionais: O impedimento estérico dos sitios S depende da
conformacao espacial da macromolécula, a qual pode variar de acordo com a forca
ibnica do meio, pH e concentragcdo de ions na solugdo. A conformacéo depende em

particular do processo de hidratacdo, desidratacdo e formacgdo de pontes de

ZARA, L.F. Tese/Doutorado - CAPES - IQ Ar. - UNESP



Introdugdo 20

hidrogénio ou ligagdes com ions metalicos, as quais dependem do grau de ocupacao
dos sitios complexantes.

[l - Propriedades polieletroliticas: Sitios complexantes em macromolécula
hamica sdo divididos em sitios maiores e sitios menores dependendo da fragédo
molar total de sitios considerados. Sitios maiores sdo aqueles presentes na ordem
de 90 % dos sitios presentes (carboxilatos e fenolatos). Sitios menores
correspondem a uma pequena fracdo dos sitios complexantes totais, porem incluem
um numero variado de tipos de sitios com grupos funcionais contendo nitrogénio e
enxofre. Para o controle de metais tragco em sistemas naturais estes sitios sdo de
grande importancia devido a sua alta energia de complexacéo e afinidade por metais
de transicdo e metais moles (ENCYCLOPEDIA ANALYTICAL SCIENCE, 1995). Em
ligantes organicos naturais, particularmente nas macromoléculas, a formacdo de
complexos mistos é favorecida por sua grande extensdo e em especial a ocorréncia
simultanea de formacgé&o de interagfes T, interacdo eletrostatica, ponte de hidrogénio,
interacdo apolar de sitios hidrofobicos, e interacbes de Van der Waals (BUFFLE,

1990).
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2.7 — Reducédo de mercario ibnico por SHA

Em ambientes aquaticos as SH estdo envolvidas em multiplos processos de
interacbes com contaminantes inorganicos e organicos devido sua elevada
polifuncionalidade (ROCHA et al., 2000; SANTOS et al., 1998). As interacbes de SH
com metais pesados ndo estd somente limitada a complexagdo, mas também
reacoes de oxireducdo, tais como manganés (HEINTZE & MANN, 1946), ferro
(SZILAGYI, 1971), vanadio (POMMER, 1957), crobmio e molibdénio (LAKATOS et al.,
1977) e mercurio (ALBETS et al., 1974; SKOGERBOE & WILSON, 1981; ALLARD &
ARSENIE, 1991; MATTHIESSEN, 1995)

A interacdo de ions metélicos com SHA é geralmente controlada por fatores
termodinamicos e cinéticos (BURBA, 1998). Portanto, a estabilidade do complexo
metal-SH em aguas naturais ndo pode ser descrita utilizando constantes de
estabilidade convencionais. Semelhantes aspectos s&o considerados no processos
de complexacao e reducéo de ions mercurio(ll) por substancias humicas aquaticas.

Em recentes investigacoes, FADINI & JARDIM (2001) sugerem que o solo da
regido da Bacia do Rio Negro (Amaz6nia) possui elevada concentracdo de mercurio
natural. Devido aos processos de lixiviagdo durante a maior parte do ano, os ions
mercurio sdo conduzidos provavelmente do solo para o sistema aquatico da Bacia
Amazonica. Destas investigacbes foi sugerido que as SHA funcionam como um
importante tampao natural reduzindo a disponibilidade e a toxicidade do mercurio
nesses sistemas aquaticos. WALLSCHAGER et al. (1995) observaram que
consideraveis fragcbes de mercurio séo volatilizadas, na forma de organomercurio e
mercurio elementar, de compartimentos ambientais ricos em substancias humicas.

O processo de reducdo de mercurio(ll) a mercurio elementar por substancias

hamicas foi cinéticamente caracterizado por ALBERTS et al. (1974). De acordo com
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estes estudos a reducao de Hg(ll) por &cido humico aquatico apresentou cinética de
primeira ordem com constante de velocidade relativamente baixa de 0,0009 h™. Um
estudo analogo de investigacdo da reducao de Hg(ll) por acido fulvico extraido de
solo utilizando espectrometria de absorgcéo atdbmica, mostrou que ocorre a evolugéo
de mercurio elementar da solucédo de AF predominantemente durante os 20 s iniciais
(SKOGERBOE & WILSON, 1981). ALLARD & ARSENIE (1991) mostraram que a
capacidade de reducédo de Hg(ll) por SHA depende fortemente das condigbes
experimentais, por exemplo o valor do pH, condi¢cdes aerdbias/anaerdbia, exposicao
a luz e a presenca de cloreto. MATTIESSEN (1996) estudou detalhadamente o
processo de reducdo de Hg(ll) por &cido humico comercial utilizando um sistema de
titulacdo acoplado a espectrometria de absor¢cdo atdmica com geracdo de vapor a
frio de mercurio elementar. Este estudo mostrou que a reducdo de Hg(ll) por SH
segue uma complexa cinética em duas etapas e apds subsequentes reducbes de
fracbes de Hg(ll) ocorre a diminuicdo da capacidade de reducédo de Hg(ll) por SH.
Destas investigacdes pode ser sugerido que a reducdo de Hg(ll) por SH é um
importante processo a ser considerado para a volatilizacdo deste metal de

ambientes aquaticos ricos em substancias humicas.
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2.8 — Fracionamento das substancias humicas aquaticas

Um importante pré requisito para trabalhar com SH é o desenvolvimento de
procedimentos adequados para sua extracao e fracionamento (BURBA et al., 1995).
Fracionamentos baseados em diferenca de solubilidade (STEVENSON,1982; ROSA,
1999), tamanho molecular (SWIFT,1996; TOWN & POWELL, 1992), densidade de
carga (SENESI et al.,, 1994), precipitagbes com ions metalicos (SWIFT, 1985) e
caracteristicas de adsorcdo (SWIFT, 1985) tém sido utilizados para separar SH em
diferentes fragoes.

A variagdo do pH é a forma mais utilizada para fracionamento das SH
extraidas de solos por solventes alcalinos (STEVENSON, 1982). As fragGes obtidas
sdo acido hamico, acido fulvico e humina (HAYES, 1978). Recentemente, ROSA et
al. (2001), propuseram um método para fracionamento de SH em &cidos humicos e
fulvicos utilizando sistema de fluxo continuo.

A cromatografia por permeacdo em gel tem sido extensivamente aplicada
para o fracionamento de macromoléculas humicas com base no tamanho molecular
(SWIFT, 1996). Os geéis mais utilizados consistem de polissacarideos, poliestireno e
poliamidas na forma de pequenos granulos. A estrutura do gel é permeada por poros
com capacidade de agir como meio cromatogréfico permitindo a separacdo com
base nas diferencas de tamanho molecular. Moléculas menores podem penetrar nos
poros e sua passagem na coluna é retardada. Assim, as moléculas séo eluidas em
ordem decrescente de massa molecular. Esta técnica é rapida, barata e muito
versétil. Entretanto, alguns problemas, tais como intera¢cdes quimicas ou fisicas
entre o gel e o soluto, devem ser contornados para nao invalidar os resultados. As
SH quando adsorvidas pelo gel, alteram os resultados da separagédo 0s quais néo

podem ser inteiramente atribuidos as diferencas de massa molecular. O mesmo
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problema pode resultar da interacdo de cargas entre o gel e as macromoléculas
hdmicas. Esses inconvenientes podem ser evitados utilizando-se o gel e a solugéo
eluidora adequada (SWIFT, 1971). TOWN & POWELL (1992), conseguiram eliminar
os efeitos de adsorcdo adicionando solucdes de tetraborato de sédio 0,01 mol L™ e
pirofosfato de sédio 0,001 mol L™ ao eluente. O amplo intervalo de peso molecular
caracteristico das SH pode gerar dificuldades na escolha de um gel adequado.

A ultrafiltracdo (UF) é uma técnica simples e rgpida a qual permite o
fracionamento das SH utilizando uma série de membranas. A técnica de filtracdo
através de membranas tem sido utilizada, principalmente em industrias, para
fracionar material dissolvido e particulado em sistemas aquosos e tem mostrado ser
efetiva ndo s6 em procedimentos preparativos mas também em escala analitica
(BUFFLE, 1988; KILDUFF & WELBER, 1992; GECKELER et al., 1992). Unidades de
ultrafiltracdo (UF) com fluxo tangencial permitem filtracdo relativamente répida
devido ao reduzido processo de obstrucdo dos poros pois, 0S compostos
acumulados na superficie da membrana sédo deslocados pelo forte fluxo cruzado
(SHKINEV et al., 1996). O fracionamento de substancias humicas por UF em filtros
de membranas adequados é, em principio, um método simples para estudar essa
complexa mistura de macromoléculas. Assim, a caracterizagdo de importantes
propriedades fisicas e quimicas das SH dissolvidas tais como solubilidade,
comportamento de adsorcdo, acidez, capacidade complexante com ions metélicos,
distribuicdo de grupos funcionais/estruturas reativas etc. pode ser feita em fungéao da
distribuicdo dos diferentes tamanhos moleculares (SWIFT, 1996).

Trabalhos recentes (ASTER et al., 1996; BURBA et al., 1998; SARGENTINI

Jr, 2001) mostraram que sistemas de ultrafiltracdo com multiplos estdgios, podem

ZARA, L.F. Tese/Doutorado - CAPES - IQ Ar. - UNESP



Introdugdo 25

ser uma importante técnica para especiacdo de metais e caracterizagdo de fracdes
de substancias humicas aquaticas com diferentes tamanhos moleculares

Sistemas de ultrafiltracdo geralmente tém as membranas acopladas em pecas
individuais construidas em acrilico encaixadas umas nas outras e com 0S mini
reservatorios das fracbes torneados nas préprias pecas. Sdo de construgdo
relativamente complicada e, para evitar vazamentos, exigem mecanica de alta
precisdo e mao de obra especializada (BURBA et al., 1998). Do ponto de vista
operacional, ttm o inconveniente de fornecer um volume de fragdes relativamente
pequeno (0,5-10 mL), dificultando ou até mesmo impedindo maior numero de
caracterizagfes de uma mesma amostra.

ROCHA et al. (2000) propuseram um sistema de fracionamento sequencial
por ultrafiltracdo (SFSUF) utilizando filtros comerciais com membranas de
polietersulfonica (Sartocon® Micro) para fracionar substancias himicas aquaticas em
diferentes tamanhos moleculares. No SFSUF a amostra é fracionada passando
através de uma série de filtros de membrana com fluxo tangencial acoplados "on-
line". E de montagem simples, facil manuseio, operado por bomba peristaltica com
multiplos canais, custo relativamente baixo, trabalha-se em sistema fechado e

possibilita obtencéo de 25 mL de cada fracao.
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3 - MATERIAIS
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¢ balanca analitica Mettler, modelo H 10, mecéanica de precisdo 0,1 mg;

e balanca Denver Instrument Company 400 XE séries, eletrbnica, de prato externo,
precisao 0,01 g e capacidade maxima de 400 g;

e banho termostatico;

e bloco digestor para 15 determinacdes simultaneas, Sarge, modeli 15-60;

e bomba peristaltica Ismatec IPC-8;

e chapa aquecedora Quimis, modelo 31;

e medidor de pH Orion modelo 250 A;

e micro pipetas automaticas das marcas VWR e Finnpipette Labsystems;

e sistema purificador de agua Millipore-Modelo Milli-Qplus;

e espectrofotometro UV/VIS HITACHI, modelo U2000;

e evaporador rotativo Tecnal, modelo TE-120 equipado com sistema de alto vacuo
Edwards, modelo Speedivac-2;

« filtros de membrana de polyethersulfone* com diferentes porosidades (Sartocon®
Micro): SM 15669-00-1 (100 KDa), SM 15650-00-1 (50 KDa), SM 15659-00-1 (30
KDa), SM 15639-00-1 (10 KDa) e SM 15629-00-1 (5K Da);

e espectrometro de absorcdo atdémica Perkin Elmer, modelo Analyst 300 equipado
com lampada de catodo oco para mercurio Intralab, modelo 56-100034-0;

e cela de fluxo comerciais dos fabricantes Perkin Elmer e Varian;

e célula de fluxo feita em tubo de acrilico (5 x 200 mm; ¢ = 3 mm);

e espectrometro de emissdo atdomica por plasma de argdnio induzido ICP-AES,
Thermo Jarrel-Ash, modelo IRIS/CID;

e camara de separacao gas-liquido feita em vidro (3 x 2 cm);

e tubos de bombeamento Tygon ®;
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e injetor-comutador proporcional,

e medidores de fluxo Cole Parmer, modelo IL 60714;

e vidraria comum a um laboratorio de Quimica Analitica;

e sistema de filtracdo a vacuo acoplado a bomba de vacuo marca Primar, modelo
141, utilizando-se papel de filtro Whatman 42;

e resina de base acril-ester XAD-8;

« resina Chelite S°;

e tubos de PTFE de 0,8 mm de diametro interno para constru¢cdo de bobinas de
reacao, linhas de transmisséo e alcas de amostragem;

e tubos de dialise da Fundacdo Sardi, de 12-14.000 MW, com 1X30 m e diametro

com 27 mm. Referéncia: 57736-7000/1;
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4 - EXPERIMENTAL
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4.1 - Purificacdo da agua

Toda agua utilizada foi previamente destilada e purificada em sistema desionizador de

agua, marca Millipore, até apresentar resistividade de 18,2 QO cm™ a 25 °C.

4.2 - Purificacéo de acidos

Todas as solugdes concentradas de acidos nitrico e cloridrico foram previamente

pré-purificadas em destilador construido em quartzo (“subboiling”).

4.3 - Limpeza da vidraria

Feita com vapor de acido nitrico concentrado, segundo procedimento proposto por
TSCHOPEL et al. (1980). Neste caso colocaram-se a vidraria com o fundo para cima em
um suporte de vidro acoplado dentro de um béquer de 5 L contendo cerca de 300 mL de
acido nitrico concentrado e tampado com vidro de relégio. Aqueceu-se o béquer em
chapa por, no minimo, 6 h. Em seguida, enxaguaram-se o0s frascos exaustivamente com
agua desionizada. Alternativamente, a vidraria é lavada duas ou trés vezes com agua
desionizada para tirar 0 excesso de acido e repete-se o procedimento de refluxo
substituindo-se o acido nitrico por agua desionizada. O acido nitrico pode ser utilizado

duas a trés vezes e, entao, descartado.

4.4 - Reagentes e solucodes

4.4.1 - Sistema FIA-CVAAS

Prepararam-se diariamente as solu¢des de trabalho (5,0 pg L™ Hg) em HNO3 2,5 %

(v/iv) e KyCr,07 0,005 % (m/v) (FELDMAN, 1974) por diluicdo apropriada de solucao
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estoque contendo 1000,0 mg L™ (Normex®, Carlo Erba) e as solugdes de SnCl, 10% (m/v)

em HCI 1,0 mol L™,

4.4.2 - Sistema FIA-Chelite-CVAAS

Prepararam-se diariamente as solucées de trabalho (2,0 ng L) em HNO3 2,5 %
(viv) e KyCr,07 0,005 % (m/v) (FELDMAN, 1974) por diluicdo apropriada de solucao
estoque contendo 1000,0 mg L™ (Normex®, Carlo Erba e as solucbes de eluicdo
contendo SnCl, 20% (m/v) em HCI 6 mol L™. Empacotaram-se a coluna (Tygon® 30x3
mm) com 30 mg resina de troca idnica Chelite S® (Serva Feinbiochemica Heidelberg,

granulometria 0,3-0,8 mm).

4.4.3 — Extracao e fracionamento das substancias humicas

Utilizaram-se solucdes de acido cloridrico e hidroxido de sédio de alta pureza no
preparo das solucdes utilizadas no processo de extracdo das substancias humicas
aquaticas. Utilizaram-se solucbdes de bicarbonato de sédio 2% (m/v) e EDTA dissddico
dihidratado 0,01 mol L™, para o preparo das membranas de dialise (SAMLESS CELL 16 X

100 CLEAR).

4.4.4 - Sistema de reacdo/aprisionamento de mercdario

Preparou-se a solucdo de aprisionamento de Hg° contendo KMnO4 0,024 % (m/v)

em H,S0, 4,0 % (v/v) (HARSANYL et al., 1973).
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4.5 - Sistema de purificacdo do ar

Utilizaram-se sistema de purificacdo do ar constituido por 3 colunas (60 cm; ¢ = 2

cm) de la de vidro, de silica gel e de carvéao ativo, respectivamente.

4.6 - Sistema desenvolvido para analise por injecao em fluxo
acoplado a espectrometria de absorcdo atdmica com geracao

de vapor de mercurio a frio (FIA-CVAAYS)

A Figura 04 mostra o sistema desenvolvido FIA-CVAAS. As aliquotas de amostra (S)
e reagente (R), selecionadas pelas alcas de amostragem Ls e Lg, respectivamente, sao
intercaladas no transportador Cr por um processo de zonas coalescente assincronas e
transportadas sequencialmente até o interior da camara de reacao/separacao gas-liquido
(GL). Na posicao de injecéo do injetor-comutador (IC), um fluxo de ar para arraste (Cc) entra
pelo orificio (X) localizado na parte inferior da camara GL e arrasta o vapor de mercario em
direcdo a cela de fluxo (F) do espectrometro de absorcdo atbmica, atravessando
previamente um sistema de separacdo gas/liquido (P) constituido por uma membrana de
PTFE, resultando um sinal transiente de absorbancia. Apds obtencdo do maximo do sinal, o
injetor-comutador é deslocado para a posicdo de amostragem e a solucdo no interior da
camara GL é aspirada por um fluxo intermitente reverso no orificio (X) e o fluxo de ar Cc é

direcionado a cela de fluxo.
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Figura 4 - Sistema desenvolvido para a determinacdo de mercurio por FIA-CVAAS. Condicbes: S:
amostra, 2,4 mL min™ (5,0 pg L™); R: reagente (2,4 mL min™"); C1: gas transportador (ar, 50 mL
. alcas de amostragem (2,5 mL) e reagente (0,5
mL, SnCl, 10% (m/v)), respectivamente; B;: reator (150 cm); B,: reator (10 cm); W: frasco de
descarte; GL: camara de reacao/separacao gas-liquido; PS: camara de separacdo gas/liquido; F:
cela de fluxo; IC: injetor comutador; X: ponto do intermitente reverso, A: ponto de confluéncia

min™); C¢; gas arraste (ar, 75 mL min™); Ls e Lg

reagente/amostra
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4.7 - Sistema desenvolvido para analise por injecao em fluxo
acoplado a espectrometria de absorcao atbmica com etapa de
pré-concentracdo utilizando resina Chelite S® e geracdo de

vapor de mercurio a frio (FIA-Chelite-CVAAS)

A Figura 05 mostra o sistema desenvolvido FIA-Chelite-CVAAS. Na posicéo
especificada do injetor-comutador (IC) as solu¢cdes amostras (S) sédo pré-concentradas na
coluna de troca-ibnica (T) enquanto uma aliquota de reagente/eluente € selecionada no
alca de amostrarem Lg. Mediante comutacao, Lg e T séo intercalados no fluxo de gas
nitrogénio transportador (Ct). O reagente/eluente é transportado pelo fluxo Ct e ao passar
pela coluna T empacotada com resina Chelite® S desloca e reduz simultaneamente o
analito. A mistura € injetada no interior da camara de reacdo/separacéo gas-liquido (GL). Um
fluxo de nitrogénio para arraste (Cc) é introduzido pela parte inferior desta camara (X)
arrastando o vapor de mercurio em direcdo a cela de fluxo (F) do espectrometro de
absorcao atébmica, resultando em um sinal transiente de absorbéncia. Apds obtencao do
maximo do sinal, o injetor-comutador € deslocado novamente, e a solugcédo no interior da

camara GL é aspirada por um fluxo intermitente reverso no ponto (X).
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Figura 05 - Diagrama do sistema desenvolvido para a determinag¢do de mercurio por FIA-
Chelite-CVAAS. Condicdes: S: amostra, 2,5 mL min™ (2,0 pg L™ Hg); R: reagente/eluente
(2,5 mL min™); Cy: géas transportador (4 mL N, min™); Cc: gés arraste (20 mL N, min™); Lg :
alca de amostragem (50 pL); eluente:SnCl, 20% (m/v) em HCI 6 mol L™*; T: coluna
empacotada com resina de troca idnica Chelite® S (30 x 3 mm); W: frasco de coleta; GL:
camara de reagdo/separacao gas-liquido; IC: injetor comutador; X: ponto do intermitente
reverso, B;: reator (10 cm); I: linha opcional para estudos de interferentes.
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4.8 - Parametros investigados

4.8.1 - Sistema FIA-CVAAS

4.8.1.1 - Cela de absorcéao

Estudaram-se trés tipos de cela de absorcdo com janelas de quartzo, sendo, duas
destas comerciais e uma proposta construida em tubo de acrilico. Avaliaram-se 0
desempenho dessas celas utilizando a camara de reacao/separacao gas-liquido indicada
na Figura 04 nas seguintes condicdes operacionais do sistema FIA-CVAAS: solucao
analitica: 2,0 mL (5,0 pug L™); eluente: 400 pL (SnCl, 10% (m/v) em HCI 1 mol L™); géas

transportador: 50 mL min™ e gas arraste: 75mL min™.

4.8.1.2 - Geometria da camara de reacao/separacao gas-liquido

Estudaram-se trés tipos de camara de reacao/separacdo gas-liquido construidas
em vidro. Avaliaram-se a eficiéncia dessas camaras utilizando a cela de absorcdo
proposta construida em acrilico com janelas de quartzo utilizando o sistema FIA-CVAAS
nas seguintes condicdes: solucdo analitica: 2,0 mL (5,0 ug L™Y); eluente: 400 pL (SnCl,

10% (m/v) em HCI 1 mol L™); gés transportador: 50 mL min™ e gas arraste: 75mL min™.

4.8.1.3 - Sensibilidade e tempo de limpeza

Estudaram-se a intensidade do sinal analitico e o tempo de limpeza com as
vazdes dos gases transportador e de arraste de 25-100 mL min™, respectivamente
utilizando o sistema FIA-CVAAS nas seguintes condi¢des: solucdo analitica: 2,0 mL (5,0

ug L™Y); eluente: 400 pL (SnCl, 10% (m/v) em HCI 1 mol L ™).
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4.8.1.4 — Quantidade de amostra:reagente

Estudaram-se a cinética de formacédo do vapor de mercurio nas quantidades amostra
: reagente de 500:100, 1000:200, 1500:300, 2500:500 e 3500:700 (v/v) utilizando o sistema
FIA-CVAAS nas seguintes condicdes: solucdo analitica: 5,0 ug L™; eluente: SnCl, 10% (m/v)

em HCI 1 mol L™*; géas transportador: 50 mL min™ e gas arraste: 75 mL min™.

4.8.1.5 - Concentracéo da solucéo de cloreto estanoso

Estudaram-se a influéncia da concentracdo da solucdo de cloreto estanoso de
0,60-40% (m/v) em HCI 1 mol L™ na cinética de formac&do do vapor de mercirio utilizando
o sistema FIA-CVAAS nas seguintes condicdes: solugdo analitica: 2,5 mL (5,0 pg L™);

eluente: 500 pL; gas transportador: 50 mL min™ e g4s arraste: 75mL min™.

4.8.2 - Sistema FIA-Chelite-CVAAS

4.8.2.1 - Vazdes dos gases transportador e arraste

Estudaram-se a influéncia das vazées dos gases transportador (1,0-8,0 mL min™) e
arraste (15-30 mL min?) na intensidade do sinal analitico utilizando o sistema FIA-Chelite-
CVAAS nas seguintes condicdes: solucdo analitica: 2,5 mL min®? (2,0 ug L™ Hg);
reagente/eluente: 250 pL (SnCl, 20% (m/v) em HCI 12 mol L™ e tempo de amostragem:

120 s.

4.8.2.2 - Concentracéo da solucéo de cloreto estanoso e acidez
Estudaram-se a influéncia da concentracdo de cloreto estanoso de 5-30 % (m/v) e
da acidez 2-12 mol L™ de HCI na intensidade do sinal analitico utilizando o sistemas FIA-

Chelite-CVAAS nas seguintes condi¢des: solucdo analitica: 2,5 mL min™ (2,0 pg L™ Hg);
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gés transportador 4 mL min™ (N,); gas arraste: 20 mL min™ (N.); reagente/eluente: 250 pL

e tempo de amostragem: 120 s.

4.8.2.3 - Tempo de pré-concentracao

Estudaram-se a relacéo entre o tempo de pré-concentracdo de 30-240 segundos e
a sensibilidade do sistemas FIA-Chelite-CVAAS nas seguintes condi¢des: solucdo
analitica: 2,5 mL min™ (2,0 pg L™ Hg); gas transportador 4 mL min™® (N.); gas arraste: 20

mL min™ (N.); reagente/eluente: 250 uL (SnCl, 10% (m/v) em HCI 6 mol L™.

4.8.2.4 - Vazao da amostragem

Estudaram-se a influéncia da vazado de amostragem da solucdo analitica (5 mL) de
1,25-10 mL min™* na eficiéncia da etapa de pré-concentracdo do sistemas FIA-Chelite-
CVAAS nas seguintes condicdes: solucdo analitica: 2,0 pg L™ Hg; gas transportador 4 mL
min™ (N,); gas arraste: 20 mL min™ (N,); reagente/eluente: 250 uL (SnCl, 10% (m/v) em

HCI 6 mol L™,

4.8.2.5 - Volume do eluente

Estudaram-se a influéncia do volume de reagente/eluente de 25-250 uL na
intensidade do sinal analitico utilizando o sistemas FIA-Chelite-CVAAS nas seguintes
condicées: solucdo analitica: 2,5 mL min™ (2,0 pg L™ Hg); gas transportador 4 mL min™
(N.); gas arraste: 20 mL min™ (N,); reagente/eluente: SnCl, 10% (m/v) em HCI 6 mol L' e

tempo de amostragem: 120 s.
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4.8.2.6 — Interferéncia de cloreto

Estudaram-se a influéncia da concentracdo de cloreto (0-2,0 g L™) na eficiéncia da
etapa de pré-concentracdo do sistemas FIA-Chelite-CVAAS nas seguintes condi¢des:
solucdo analitica: 2,5 mL min™ (2,0 pg L™ Hg); gas transportador 4 mL min™ (N,); gas
arraste: 20 mL min™ (N.); reagente/eluente: 250 pL (SnCl, 10% (m/v) em HCI 6 mol L™,
tempo de amostragem: 120s. Em seguida, estudaram-se a minimizacdo da influéncia de
cloreto (20 g L™) contido na solucdo analitica por reducdo com permanganato de potassio
(20% em excesso) em diferentes temperaturas (25 e 60 °C) e na presenca de catalisador

(0,01 % (m/v) MnSOy).

4.8.2.7 - Interferentes

Estudaram-se a interferéncia de 0-100 mg L™ dos céations metalicos Ni, Co, Cd, Pb,
Cu, Zn, Fe e Al no sistema de pré-concentracdo do sistemas FIA-Chelite-CVAAS nas
seguintes condicdes: solucdo analitica: 2,5 mL min™ (2,0 ug L™ Hg); gas transportador 4
mL min™? (Ny); gas arraste: 20 mL min™ (N,); reagente/eluente: 250 pL (SnCl, 10% (m/v)
em HCI 6 mol L™, tempo de amostragem: 120s. Com relacdo aos anions, verificaram-se a

influéncia de SO42 (100 mg L), PO, (100 mg L™) e Cr,072 (50-200 mg L™).
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4.9 - Digestéo das amostras

Digeriram-se as amostras de sedimento certificado (Buffalo River Sediment, NIST)
e vinhacas com procedimento de digestdo por via Umida utilizando &gua régia e
permanganato de potassio (MALM et al., 1989). Em um tubos de digestdo contendo 5 mL
de &gua adicionaram-se 2,0 g de material seguido de 10 mL de solucdo de &acidos
sulfurico. Deixaram-se a mistura em repouso por 30 min e em seguida aqueceu-se a 60
°C durante 5 min. Apés resfriamento, adicionaram-se 50 mL de agua desionizada
seguidos de 15 mL de solu¢do de KMnO4 5% (m/v). Aqueceu-se a mistura a 60°C por 30
min. Estudos prévios mostraram que 50 mL de solucdo de KMnO4 5% (m/v) e 1 mL de
solucdo de MnSO4 1 % (m/V) sdo suficientes para minimizar a interferéncia de 20,0 g L™
de cloreto. Portanto, adaptou-se o procedimento proposto por MALM et al. (1989) para
minimizar a concentracdo de cloreto presente na amostra. Adicionaram-se 50 mL de
solucdo de KMnO,4 5% (m/v), 1 mL de solucdo de MnSO, 1 % (m/V) e aqueceram-se
novamente a mistura a 60 °C por 60 min. Apos resfriamento, consumiu-se 0 excesso de
oxidante com solucdo de hidroxilamina 12% (m/v) e completou-se o volume a 100 mL
com agua desionizada. Com excec¢ao da quantidade inicial de amostra (10 mL), 0 mesmo

procedimento foi utilizado para as amostras de aguas.
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4.10 - Extracéo de substancias humicas aquéaticas

A resina macroporosa XAD-8 utilizada para a extracdao de SHA foi previamente
condicionada por bateladas sucessivas com solucées de acido cloridrico 0,50 mol L™,
hidroxido de sédio 0,50 mol L™ e metanol, respectivamente (24 horas cada batelada).

Para extracao, utilizou-se o procedimento recomendado pela Internacional Humic
Substances Society (IHSS) (MALCOLM & THURMAN, 1981). A amostra (100 L) coletada
no Rio Negro-AM, proximo a confluéncia com o Rio Tarumanzinho, foi filtrada com papel
de filtro Whatman 42 e, em seguida, acidificada com solugdo de &cido cloridrico
concentrado até pH 2,0. Entdo, percolou-se com fluxo de 4 mL min™ (por gravidade)
através de coluna de vidro (2 cm de diametro interno e 25 cm de comprimento)
empacotadas com resina XAD-8. Apds saturacdo da resina pela SHA (verificada pelo
escurecimento da resina), percolaram-se 10 mL de solu¢éo de acido cloridrico 0,01 mol L
! para a remocédo de impurezas, fez-se eluicdo com solucdo de hidréxido de sédio 0,10
mol L™ e o extrato htmico concentrado foi neutralizado com solucdo de &cido cloridrico
0,10 mol L™, Apés eluicdo, a resina foi regenerada e as colunas colocadas novamente em

operagao.

4.10.1 Preparacdo das membranas de dialise

Prepararam-se as membranas de dialise (SAMLESS CELL 16 X 100 CLEAR) de
acordo com o procedimento descrito por TOWN & POWELL (1992). Apds tratamento por
10 minutos com solucado de bicarbonato de sddio 2% (m/v) e EDTA dissddico dihidratado
0,01 mol L*, lavaram-se as membranas com agua desionizada (65 °C) e estocou-se em

refrigerador.

4.10.2 Dialise das substancias humicas aquéaticas
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Purificou-se o extrato humico extraido em 4.10 utilizando-se membrana de dialise
contra agua deionizada até teste negativo para cloreto (teste com solucdo de nitrato de
prata 0,1 mol L), conforme sugerido por CAMPANELLA et al. (1994). Ap6s a remoc&o de
excesso de sais liofilizou-se o extrato hdamico conforme procedimento descrito por

PITOMBO (1989). Estocou-se o0 material em pesa filtro mantido no dessecador.

4.11 - Sistema de reacao/aprisionamento de mercurio

As solugbes de SHA (1,4 mL) foram adicionadas no frasco reacional (R) e
posteriormente utilizando-se uma bureta automéatica adicionou-se uma aliquota de
solucdo de Hg(ll) (100 puL). Apds determinado tempo de reacdo, um fluxo de gas de
arraste (Ca) transporta o vapor de mercurio reduzido para o frasco de aprisionamento (T),

contendo 5,0 mL de solucao de aprisionamento.

R T /

Figure 06 - Diagrama do sistema de reacdo/aprisionamento de mercurio. Condi¢cbes: R: frasco
reacional; T: frasco de aprisionamento; C,: gas arraste (N, 100 mL min™); tempo de aeracéo: 5
min; solucéo de aprisionamento: KMnO,4 0,024 % (m/v) em H,SO4 4 % (v/v); SHA: 1,4 mL e Hg(ll):
100 pL.
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Avaliaram-se a influéncia da vaz&do do géas arraste (50-100 mL min™) na eficiéncia
do sistema de aprisionamento utilizando solucdes de SnCl, 10% (m/v) em HCI 1,0 mol L™

e Hg(ll) 10 mg L™,

4.12 - Cinética de reducao de mercurio idnico por SHA

4.12.1 - Concentragdo de mercurio idnico

Estudou-se a influéncia da quantidade de mercurio iénico (0,5-4,0 ug) na cinética
de reducdo por SHA (1,0 mg) durante 48 h em pH 5,0. Utilizou-se o sistema de
reacao/aprisionamento de mercurio nas seguintes condi¢des: vazao do gas arraste: 100
mL min™, tempo de aeracdo: 5 min e solucdo aprisionamento: 5,0 mL (KMnO, 0,024%
(m/v) em H,SO,4 4% (v/v)). Apos o consumo de KMnO,4 com cloridrato de hidroxilamina,
guantificaram-se o mercurio retido na solucdo de aprisionamento utilizando o sistemas
FIA-Chelite-CVAAS nas seguintes condicdes: solucdo analitica: 2,5 mL min™ (2,0 pg L*
Hg(I)); géas transportador 4 mL min™ (N,); gas arraste: 20 mL min™ (N,); reagente/eluente:

50 puL (SnCl, 10% (m/v) em HCI 6,0 mol L™ e tempo de amostragem: 120s.

4.12.2 - Concentracao de SHA

Estudou-se a influéncia da quantidade de substancias humicas aquaticas (0,5-4,0
mg) na reacao de reducao de mercurio iénico (1 ug) em pH 5,0 durante 48 h. Utilizou-se o
sistema de reacdo/aprisionamento de mercurio e o sistema FIA-Chelite-CVAAS nas

condi¢Oes descritas no experimento 4.12.1.
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4.12.3 - Influéncia do pH

Estudou-se a influéncia do pH (2,0-11,0) na cinética de reduc&o de mercurio iénico
(1,0 ng) por substancias humicas aquaticas (1,0 mg), durante 24 h de reacéo. Utilizou-se
0 sistema de reacao/aprisionamento de mercurio e o sistema FIA-Chelite-CVAAS nas

condi¢cBes descritas no experimento 4.12.1.

4.13 - Fracionamento das substancias humicas aquaticas

O fracionamento foi feito utilizando o sistema de fracionamento sequencial por
ultrafiltracdo (SFSUF) com membrana de polyethersulfone desenvolvido por SARGENTINI
Jr (1999).

A Figura 07 ilustra um reservatorio para coleta das fragdes construido em vidro de
borosilicato e suas respectivas dimensdes. O extrato humico entra pelo ponto (1) e é
aspirado pelo ponto (2) o qual esta conectado a um dos filtros de membrana (M) do
sistema de fracionamento sequencial por ultrafiltracdo ilustrado na Figura 08. Como o
fluxo no interior do filtro € tangencial sobre a membrana, o material nao filtrado retorna ao
reservatorio pelo ponto (3). Essa circulacdo continua evita o entupimento da membrana,
concentra o material ndo filtrado no reservatorio e fraciona o extrato humico em diferentes
tamanhos moleculares. O reservatério R; (Figura 08), no qual concentra a fracao Fi, é 0
proprio frasco da solucédo de SH a qual esta sendo fracionada. Por outro lado, Rg € um
frasco com cerca de 400 mL para coletar a fracdo Fs. Esta, € composta pelo volume inicial
do extrato a ser fracionado mais cerca de 150 mL de agua que sdo aspirados atraves de
todo o SFSUF para limpeza preliminar do sistema e recolhidos em Reg.

Utilizaram-se as condi¢cdes experimentais sugeridas por ROCHA et al. (2000): 250
mL de solucdo SHA 1,0 mg mL™ em pH 5,0, fluxo tangencial: 85 mL min™, fluxo de

permeac&o: 0,8-1,4 mL min™ e pressdo: 0,2-0,3 bar.
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Apos fracionamento da amostra, nas mesmas condi¢bes experimentais, aspiram-
se cerca de 150 mL de agua pelo SFSUF para limpeza preliminar. Ao final do
fracionamento, a retirada das seis fracbes com diferentes tamanhos moleculares é feita
individualmente. Para o SFSUF entrar em equilibrio interno, desliga-se a bomba
peristaltica, descomprimem-se 0s tubos de bombeamento e os reguladores de pressao.
Com o respectivo tubo de bombeamento pressionado na bomba peristaltica, por sucgéo,
retira-se a fracdo F;, apods transferir o tubo de retorno de R; para uma proveta de 50 mL.
Para remocéo do material aderido no interior dos tubos e no filtro M;, adicionam-se 10-15
mL de dgua em R; e repete-se a succado recolhendo-se a 4gua na mesma proveta de F;.
Como R; é diferente de Ry, para retirar F, troca-se o tubo de succ¢ao ligado no ponto 2 de
R, (Figura 08), por um outro tubo através do qual o material é transferido para uma
proveta. Transferem-se 10-15 mL de agua para um bequer e, pelo tubo de succao,
remove-se o material aderido recolhendo-se a agua na mesma proveta de F,. Repete-se
este procedimento para retirada de F;, F; e Fs. Por ser a ultima fracdo, Fs €
concomitantemente recolhida durante o processo de fracionamento. Entretanto, como o
volume final de Fs é grande (cerca de 400 mL), esta fracdo precisa ter o volume reduzido

aos volumes das demais fragdes utilizando-se evaporador rotativo.

ZARA, L. F. Tese/Doutorado - CAPES - 1Q Ar. - UNESP



Experimental 46
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Figua 07 - Reservatério com volume interno de 25 mL, utilizado para coleta das frag6es durante o

fracionamento dos extratos hdmicos utilizando-se o sistema de fracionamento sequencial por
ultrafiltracdo. 1: entrada do filtrado humico; 2: aspiragdo do filtrado humico para o filtro
subsequente; 3: retorno para recirculacao do material ndo filtrado no filtro subsequente.
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Figura 08 - Esquema do sistema de fracionamento sequencial por ultrafiltracdo utilizado para
fracionar substancias humicas. Condic8es: filtros equipados com membranas comerciais
(Sartocon® Micro), com 50 cm?, M;-100; M»-50; M3-30; M4-10 e Ms-5 kDalton:; fracGes obtidas e
respectivos intervalo de tamanho molecular médio de F; (>100), F, (100-50), F; (50-30), F4 (30-
10), F4 (10-5) e F¢ (<5 kDalton); B: bomba peristaltica de 4 canais com tubos de bombeamento de
Tygon®; resevatdrios de fracdes R, Rs, R4, Rs (25 mL), R; (250 mL) e R (500 mL); reguladores de
pressao (Pi, P2, P3, P4 e Ps); mandémetro (Ma); 250 mL de solucdo de substéncia humica aquatica
1,0 mg mL™ em pH 5,0; fluxo tangencial com vaz&o de 85 mL min™* em todos os filtros; pres&o
inicial de 0,2-0,3 bar; fluxo de permeacéo através das membranas 0,8-1,4 mL min.
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4.13.1 - Limpeza dos filtros

Lavaram-se os filtros M;-Ms individualmente através de succdo de 200 mL de
solucdo de NaOH 0,1 mol L™* e 200 mL de &4gua com aplicacdo de um fluxo reverso ao
utilizado durante o fracionamento. Eventualmente, quando fracionam-se solucdes
contendo ions metalicos, deve-se lavar os filtros também com cerca de 100 mL de

solucao de HCI 0,01 mol/L e posteriormente agua (ROCHA et al., 2000).

4.14 - Caracterizacdes das fragcdes humicas

4.14.1 - Determinacao de carbono e enxofre

Determinaram-se as concentragdes de carbono e enxofre por espectrometria de
emissdo com plasma de argonio induzido (ICP-AES). Utilizaram-se solu¢cbes padréo de
EDTA dissodico dihidratado e sulfato de aménio, respectivamente para a construcao das
curvas de calibracdo nas seguintes condi¢cdes de operacéo:

- deteccao simultanea (CID, “charge-injection device”);

- leitura em axial

- nebulizador concéntrico: 32 psi;

- camara de nebulizag&o: 30 psi;

- aspiracdo: 1,85 mL min™;

- fluxo de gas auxiliar: 0,50 mL min;

- radio frequéncia: 950 W

- tempo de integracao: 20 s

- linhas de emisséo: C 193.090 {134} (atbmica); S 180.731{143} (idnica)
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4.14.2 - Espectrometria na regiao do UV-Visivel

Obtiveram-se 0s espectros na regiao do UV-Visivel por varredura da regiao de 200
a 700 nm, utilizando-se cubeta de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico e solu¢cbes das
fragbes humicas F; a Fg contendo 20 pg C mL™ em tampdo pH 5,0 (PEURAVUORI &

PIHLAJA, 1997).

4.14.3 - Espectrometria naregido do Infravermelho

Para a obtencéo dos espectros na regiao do infravermelho prepararam-se pastilhas
contendo 3,0 mg das fragcbes humicas F; a Fg liofilizadas e 100 mg de KBr previamente
seco a 100 °C, respectivamente. Obtiveram-se os espectros no intervalo entre 400 a 4000

cm™ (MARTIN-NETO et al., 1994; ABBT-BRAUN, 1992).

4.14.4 - Propriedades acido-base

Apos a calibracdo do eletrodo de vidro combinado de acordo com o procedimento
proposto por PEHRSSON et al. (1976), as solucdo das fracbes humicas F; a Fg (20,0 mL)
contendo 4,072, 3,803, 3,635, 2,029, 1,430 e 1,787 mg de carbono, respectivamente e
forca idnica ajustada com solucéo de KCI 0,1 mol L™?, foram tituladas com a adicdo de
0,025 mL de NaOH 0,132 mol L™ a cada 30 s, sob atmosfera de nitrogénio, agitacéo
magnética e temperatura constante em 25,0+0,4 °C. O pH inicial das solugcbes das
fracdes humicas foi ajustado a 2,0 com solucdo de HCI 0,1 mol L™. Trataram-se as curvas
potenciométricas obtidas com as funcdes de Gran Modificadas utilizando o programa

Microsolf Exel 7.0.
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4.15 - Reducéo de mercdario ibnico por fragdes humicas

Estudou-se a cinética de reducdo de mercurio i6nico (1,0 ug Hg) pelas fragbes
hamicas com diferentes tamanhos moleculares (Fi-Fg) em pH 5,0 durante 48 h. Ajustou-
se as fracbes humicas a 368 ug de carbono equivalente a 1,0 mg de SHA utilizada no
experimento 4.12.1, respectivamente. Utilizou-se o sistema de reagéo/aprisionamento de

mercurio e o sistema FIA-Chelite-CVAAS nas condi¢des descritas em 4.12.1.
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5 — Resultados e Discussao
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5 - Resultados e discussao

5.1 - Sistema FIA-CVAAS
5.1.1 - Cela de absorc¢ao

A cela de absorcdo tem como funcéo conter no seu interior o maior niamero
de &atomos de mercurio, livres de interferéncias, para ser quantificado pelo
espectrometro de absorcdo atdbmica (DEDINA et al., 1995). Os valores obtidos nos
diferentes modelos das celas de absorcdo atbmica sao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores obtidos nos testes das trés celas de absorcao atémica.

Especificagbes Cela - Varian  Cela - Perkin EImer  Cela proposta
Comprimento (mm) 170 160 200
¢ externo (mm) 17 15 5
¢ interno (mm) 14 7 3
Volume interno (cm?®) 26,15 6,15 1,41
Material quartzo quartzo acrilico
Formato

| T T

Intensidade de absorbancia 0,031 0,045 0,084
(5 ng L™Hg)

Os efeitos de dispersdo do vapor de mercurio no interior da cela de absorcéo
sdo minimizados com a diminuicdo do diametro interno. Entretanto, a sensibilidade
desta técnica de deteccdo estd comprometida com o numero de atomos que
atravessam o feixe 6tico em um dado instante. As dimensdes da cela proposta
apresentam diametro interno de 42% menor e comprimento de 25% maior em
relacdo a cela do fabricante Perkin Elmer inferindo a esta um aumento de 85% na

intensidade de absorcéo.
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5.1.2 - Camara de reacao/separacao gas-liquido

A camara de reacdo/separacdo gas-liquido deve permitir uma alta
homogenizacéo e eficiente reacdo da amostra com o reagente, ser simples sem o
comprometimento da taxa de amostragem e da sensibilidade (DEDINA et al., 1995).

A camara inicialmente projetada, representada pela Figura 09 (a), apresentou
alta taxa de vapores de agua e grande dispersdo dos vapores de mercurio, devido
ao fluxo cruzado do gas transportador e do gas arraste no interior da camara,
causando sinais transientes largos com baixa intensidade e repetibilidade. O
acoplamento do sistema de separacdo gas/liquido constituido por uma membrana
de Teflon® (PS) entre a camara de reacdo/separacéo gas-liquido (GL) e a cela de
fluxo (F) minimizou os efeitos do vapor de agua no caminho do feixe 6tico. Com a
introducdo da amostra e reagente no centro da camara (Figura 09 (b)) observou-se
minimizacdo da taxa de vapores de agua e o aumento da homogeneizacdo da
amostra/reagente. Entretanto, os fluxos em sentidos contrarios dos gases
transportador e arraste causam dispersao dos vapores de mercurio comprometendo
a intensidade do sinal analitico e a repetibilidade. A camara representada pela
Figura 09 (c) apresentou alta homogenizacdo e pequena dispersdo dos vapores de
mercurio. Nessa configuracdo de camara, o fluxo do gas transportador auxilia o fluxo

do gas arraste e o sistema tem elevada sensibilidade e repetibilidade.

_;;m 2cm 2cm
7cm 7cm 7cm

(@) (b) (c)

Figura 09 - Representacdo esquematica das camaras de reacao/separacao gas-liquido
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5.1.3 - Sensibilidade e tempo de limpeza

A sensibilidade da técnica de deteccdo depende do numero de atomos de
mercurio que atravessam o feixe Otico do espectrdmetro em um dado instante
(DEDINA et al., 1995). Portanto, a vazdo do gas de arraste deve causar a menor
dispersdo possivel dos vapores de mercurio na cela de absorcdo atébmica. Em
baixas vazfes de géas transportador, o redutor é introduzido lentamente na camara
de reacdo/separacdo gas-liquido causando menor velocidade de reducdo e
consequentemente possibilitando maior dispersdo dos vapores de mercurio pelo
fluxo de gas arraste. Entretanto, altas vazdes de gas transportador causam grande
turbuléncia do meio reacional no interior da camara de reacao/separacao gas-liquido
causando grande dispersédo dos vapores de mercurio formados. A Figura 10 mostra
que duas proporcBes de gas transportador e arraste ddo ao sistema elevada
intensidade de absorbancia. Entretanto, de acordo com a Figura 11, o sistema com
vazdo de gas transportador de 50 mL min® e gas de arraste de 75 mL min™
apresentaram o menor tempo limpeza em relacdo a segunda proporcdo de gases,

possibilitando assim maior taxa de amostragem.
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Figura 10 - Influéncia das vazfes de gas transportador e arraste na intensidade do sinal
analitico. Condicdes: solucéo trabalho: 2,0 mL (5,0 pg L™) e eluente: 400 pL (SnCl, 20%
(m/v) em HCI 1,0 mol L.

—m—gésaraste; 25mLmin
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Figura 11 - Influéncia das vazfes de gas transportador e arraste no tempo de limpeza da
cela de absorcdo. Condicdes: solucao trabalho: 2,0 mL (5,0 pug L™) e eluente: 400 pL (SnCl,
20% (m/v) em HCI 1,0 mol L™).
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5.1.4 — Quantidade de amostra:reagente

A proporcdo amostra:reagente estd relacionada com a sensibilidade e a
freqUéncia analitica do sistema desenvolvido.

Neste sistema, pequenas propor¢cdes nado apresentam perfeita
homogeneizagdo entre amostra/reagente e comprometem a sensibilidade.
Entretanto, para grandes proporces sao necessdrias altas vazbGes de gas
transportador causando turbuléncia e elevada dispersédo dos vapores de mercurio no
interior da camara de reacao /separacao gas-liquido.

A Figura 12 mostra que o valor maximo do sinal do analitico correspondente a
situacdo de minima dispersdo ou de volume infinito é obtido com a proporcéo

2500:500 (V/v).

0100 F
500 3500:700

S o000}
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0040 |- 500:100
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Volume injetado, pL

Figura 12 - Influéncia da propor¢cdo amostra:reagente na intensidade do sinal analitico.
Condicdes: solucéo trabalho: 5,0 ug L™; eluente: SnCl, 20% (m/v) em HCI 1,0 mol L*; gas
transportador: 75 mL min™ e géas arraste: 50 mL min™.
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5.1.5 - Concentracédo da solucéo de cloreto estanoso

A concentracdo da solugdo do reagente foi estabelecida como a menor
possivel, sem comprometer a reducdo do mercurio e sua dispersdo. Na utilizacédo
deste sistema, deve-se estimar a estequiometria da reacdo oxidante\redutor
juntamente com a relacdo da fracdo volumétrica das solu¢cbes amostra e reagente,
mantendo-se sempre um excesso de redutor no meio, deslocando o equilibrio no
sentido de formacédo quantitativa do vapor de mercurio atbmico.

Em geral, os trabalhos analiticos usando reducdo de mercurio com SnCl,
mencionam o uso deste reagente na concentracdo de 20 % (m/v) (ROCHA et al.,
1994). De acordo com a Figura 13, solucées de SnCl, 10 % (m/v) em HCI 1,0 mol L™

sao suficientes para garantir a reducdo quantitativa dos ions mercurio.

0,090 —e ®

Absorbancia
o
3
T

0,070

0 10 20 30 40

SnCl,, % (m/v)

Figura 13 - Influéncia da concentracado de cloreto estanoso na intensidade do sinal analitico.
Condicdes: solucéo trabalho: 2,5 mL (5,0 pug L™); eluente: 500 uL (SnCl, em HCI 1,0 mol L™);
gas transportador: 75 mL min™ e gas arraste: 50 mL min™.

ZARA, L. F. Tese/Doutorado - CAPES - 1Q Ar. - UNESP



Resultados e discussdo 57

5.1.6 - Exatidao do método

As Tabelas 3 e 4 mostram os resultados obtidos em determinacbes de
mercurio em sedimento, vinhagcas e aguas utilizando o sistema desenvolvido de
andlise por injecdo em fluxo FIA-CVAAS e sistema convencional de geracdo de
vapor de mercurio a frio (CVAAS) (ROCHA et al., 1994). O sistema FIA-CVAAS
apresentou nivel de confiabilidade de 95% em relacdo ao material de referéncia. As
amostras de sedimentos, vinhacas e aguas, tiveram recuperacgfes de 92 a 103%. O
sistema FIA-CVAAS apresentou taxa de amostragem de 50 determinacdes/hora
(0,5-5,0 ug L™ Hg), consumindo 50 mg SnCl, e 2,5 mL de amostra por determinacao.
O desvio padréo relativo foi de 3% (n = 12) para amostras contendo 2,5 pg L™ Hg e
o limite de deteccdo (3c) de 1,5 ng L™*. O sistema n&o apresentou efeitos de
memoéria mensuraveis durante periodos de trabalho continuo de 6 horas.

Tabela 3 - Valores obtidos nos testes de recuperacdo de mercurio (cinco repeticdes)
em material certificado (SRM) e vinhacas utilizando a técnica de geracdo de vapor
de mercurio a frio (CVAAS) e o sistema desenvolvido FIA-CVAAS.

Amostra Concentracéo (ug g™) Valor certificado (ug g*)
FIA-CVAAS CVAAS
SRM* 1,44 + 0,05 1,43+0,1 1,47 +£ 0,07
Vinhaca 1** 8,9+0,3 8,2+0,2 _
Vinhaca 2** 6,5+0,2 7,3+0,1 _
Vinhaga 3** 49+0,2 45+0,2 _

*Amostra diluida 1:10 (v/v); **Amostra diluida 1:100 (v/v)

Tabela 4 - Valores obtidos na determinacdo de mercurio (cinco repeticdes) em agua
de rio utilizando a técnica de geracdo de vapor de mercurio a frio (CVAAS) e o
sistema desenvolvido FIA-CVAAS.

Amostra Adicionado (ug L) Recuperado (ug L)
FIA-CVAAS CVAAS FIA-CVAAS CVAAS
Rio 1 20,0 20,0 21,2+0,99 19,1+0,85
Rio 2 35,0 35,0 35,2+0,94 35,3+0,72
Rio 3 10,0 10,0 9,4+0,86 9,1+0,53

@) Rio Tieté; ¥ Rio Negro; ©® Rio Grande
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5.2 - Sistema FIA-Chelite-CVAES

5.2.1 - VazOes dos gases transportador e arraste

O fluxo do gas transportador desloca a aliquota do reagente/eluente da alca
de amostragem para a coluna empacotada com resina Chelite S®. Portanto, este
parametro estd relacionado com a cinética de eluicdo/reducdo simultanea do
mercurio. Em baixos valores de vazao do gas transportador, o eluente contendo o
analito € introduzido lentamente na camara de reacdo/separacdo gas-liquido,
possibilitando alta dispersdo do vapor de mercurio formado pelo fluxo do gas de
arraste. Entretanto, altos valores de vazdo do gas transportador causam maior
dispersdo dos vapores de mercurio e deslocam rapidamente a aliquota do
reagente/eluente através da coluna de troca i6nica causando baixa remocao do
metal, devido ao baixo tempo de contato entre o eluente e a superficie do suporte
sélido. A vazao do gas de arraste esta relacionada com a dispersédo dos vapores de
mercurio na cela de absorcao atdmica. Entretanto, baixas vazdes do gas de arraste
possibilitam elevada dispersdo do vapor de mercario na camara de
reacao/separacao gas-liquido comprometendo a intensidade do sinal analitico.

A Figura 14, mostra sinais analiticos referentes a diferentes vazdes de gas
transportador e arraste. O melhor sinal analitico foi observado nas vazdes de 4 mL

min™ e 20 mL min™ desses gases, respectivamente.
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Figura 14 — Influéncia das vazdes do gases arraste e transportador na intensidade do sinal
analitico. Condicdes: solucéo analitica: 2,5 mL min™ (2,0 ug L™ Hg); reagente/eluente: 250
uL (SnCl, 20% (m/v) em HCI 12 mol L™ e tempo de pré-concentracéo: 120 s. As curvas (a),
(b), (c) e (d) correspondem as vazdes de 8, 4, 2 e 1 mL min, respectivamente.
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5.2.6 - Concentracao de cloreto estanoso e acidez do meio

A concentracdo de cloreto estanoso e a acidez estdo diretamente
relacionados com a eficiéncia do processo de eluicdo da resina Chelite S®. ROCHA
et al., 1998, mencionam o uso de solugédo HCI 12 mol L™ como eluente dessa resina.
O sistema de eluicdo redutiva proposta neste sistema de andlise por injecdo em
fluxo possibilita eluicbes eficientes com solugéo 10 % (m/v) de SnCl, em HCI 6 mol
L™ (Figura 15). Eluentes com concentragdes de cloreto estanoso elevadas causam
forte efeito memdéria devido a impregnacao na coluna de troca-ibnica e nos tubos de
transporte, comprometendo o mecanismo de pré-concentracdo e consequentemente

a sensibilidade e precisdo das medidas.

0,18 |

0,16 | /
(b) /

Absorbancia
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Figura 15- Influéncia da concentragcdo de cloreto estanoso e a acidez do meio na
intensidade do sinal analitico. Condicdes: solucdo analitica: 2,5 mL min™ (2,0 ng L™ Hg); gas
transportador 4 mL min™® (N,): gas arraste: 20 mL min™ (N,); reagente/eluente: 250 uL e
tempo de pré-concentracdo: 120 s. As curvas (a), (b), (c) e (d) correspondem as
concentracdes das solugdes de HCI 12, 6, 4 e 2 mol L™, respectivamente.
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5.2.7 - Tempo de pré-concentracao

O sistema apresentou elevada proporcionalidade entre o tempo de pré-
concentracdo da solucdo analitica com vazdo constante (2,5 mL min?) e a
intensidade do sinal analitico (Figura 16). Esse fato possibilita inferir que mecanismo
de troca-ibnica na coluna empacotada com resina Chelite S® apresenta alta
eficiéncia. Estes resultados estdo de acordo com as especificacbes do fabricante, o
qual indica alta seletividade e elevada capacidade de troca (320 g Hg(ll) L™ de
resina).

O tempo de pré-concentracdo da solucao analitica esta comprometido com a
velocidade analitica do sistema FIA-Chelite-CVAAS porém quando baixos limites de
deteccdo sdo necessarios, esse sistema € passivel de operar com maior tempo de
pré-concentracdo elevando a sensibilidade do sistema, porem conseqgientemente

diminuindo a frequiéncia analitica.

5.2.8 - Vazao de amostragem

A vazdo para a etapa de pré-concentracdo da solucdo analitica esta
relacionada com o tempo de residéncia dos ions mercurio na coluna empacotada
com resina Chelite S®, influenciando a cinética de troca-ibnica na superficie do
suporte soélido. A Figura 17 mostra a influéncia da vazdo de amostragem de 5,0 mL
de solucéo analitica (2,0 pg L™ Hg) na intensidade do sinal analitico. O aumento da
vazao de amostragem diminui o tempo de contato entre os ions mercurio e resina de
troca-ibnica causando menor eficiéncia do processo de pré-concentracéao.
Entretanto, a diminuicdo da vazdo de amostragem da solucdo analitica confere ao
sistema maior sensibilidade, ocasionando o0 comprometimento da velocidade

analitica.
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Figura 16 — Influéncia do tempo de amostragem da solu¢do analitica na intensidade do sinal
analitico. Condicdes: solucgéo analitica: 2,5 mL min™ (2,0 pg L™ Hg); gas transportador 4 mL
min™ (N.); gas arraste: 20 mL min™ (N,); reagente/eluente: 250 uL (SnCl, 10% (m/v) em HCI
6,0 mol L™. A — Absorbancia e T - tempo
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Figura 17 - Influéncia da vazao de amostragem da solucdo analitica na intensidade do sinal
analitico. Condicdes: solucdo analitica: 2,0 ug L™ Hg; gas transportador 4 mL min™ (N,); gas
arraste: 20 mL min™ (N.); reagente/eluente: 250 uL (SnCl, 10% (m/v) em HCI 6,0 mol L™.

A — Absorbéncia e V — vazao de amostragem da solug&o analitica.

ZARA, L. F. Tese/Doutorado - CAPES - 1Q Ar. - UNESP



Resultados e discussdo 63

5.2.9 - Volume de eluente

O volume de eluente deve garantir as quantidades estequiométricas ou
excesso de cloreto estanoso e acido cloridrico necessarias para a eluicao e reducao
quantitativa dos fons mercurio retidos na coluna empacotada com resina Chelite S°.
Pequenos volumes de eluente causam eluicdes ineficientes e comprometem a
sensibilidade e precisdo das medidas. Entretanto, grandes volumes de eluente s&o
introduzidos lentamente na camara de reacdo/separacdo gas-liquido possibilitando
dispersédo dos vapores de mercurio pelo fluxo de gas arraste, associado ao maior
efeito memdria no sistema devido a impregnacado de cloreto estanoso nos tubos de
transporte. De acordo com a Figura 18, 50 uL de eluente sédo suficientes para
garantir eluicbes eficientes e minimizar o efeito de diluicdo da aliquota de

reagente/eluente , ndo comprometer a sensibilidade das medidas.

0,30

0,25

Absorbancia

0,20

80 160 240
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Figura 18 - Influéncia do volume de eluente na intensidade do sinal analitico. Condicdes:
solugéo analitica: 2,5 mL min® (2,0 pg L™ Hg); gas transportador 4 mL min™ (N,); gas
arraste: 20 mL min™* (N,); reagente/eluente: SnCl, 10% (m/v) em HCI 6,0 mol L™ e tempo de
pré-concentragdo: 120 s.
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5.2.10 - Interferentes

A presenca de ions cloreto na solucdo analitica causou forte interferéncia no
processo de pré-concentracdo dos ions mercurio(ll) na coluna empacotada com
resina Chelite S®. As solucBes analiticas contendo concentracées de fons cloreto
menores que 250 mg L, ndo apresentaram diferencas significativas na intensidade
do sinal analitico. Entretanto, ocorre forte influéncia da concentracdo de ions cloreto
acima dessa concentracdo limite, sendo que 20,0 g L™ causa um decréscimo de
70% na intensidade do sinal analitico. Este fato possivelmente esta associado a
formacdo de complexos de cloreto com o fons mercurio ([HgCls]®) os quais néo séo
retidos pela resina de troca catiénica Chelite S ©.

A estratégia proposta para minimizar a interferéncia dos ions cloreto na etapa
de pré-concentracdo de mercurio na coluna empacotada com resina Chelite S © foi a
reducdo dos ions cloreto (CI'*) a cloro (Cl,) utilizando permanganato (MnO4t)
(KOLTHOFF et al., 1969) durante o processo de digestdo das amostras (REIS et al.,
1992; MALM et al., 1989). A Figura 19 mostra que ha uma diminuicdo de 40 % da
intensidade do sinal analitico da soluc&o digerida na presenca de 2,0 g L™ de ions
cloreto (B) quando comparada a solucdo digerida com auséncia de ions cloreto (A).
O processo de minimizagdo da interferéncia dos ions cloreto com permanganato
durante o procedimento de digestdo da amostra mostrou ser influenciado pela
temperatura e presenca de catalisador (Mn(ll)) (KOLTHOFF et al., 1969). A Figura
19 mostra que com uma pequena adaptagcdo do procedimento de digestdo da
amostra adicionando 50 mL de solugéo 5 % (m/v) KMnO4 e 1 mL de solugdo 1 %
(m/V) MnSO, séo suficientes para minimizar a influéncia de 20 g L™ de fons cloreto
apo6s 60 minutos de aquecimento a 60 °C.

Utilizando uma linha opcional (I) no sistema FIA-Chelite-CVAAS (Figura 05)
verificou-se que as soluc¢des analiticas na presenca dos ions Ni, Co, Cd, Pb, Cu, Zn,
Fe, Al, SO4? PO4s2 e Cr,0;2 ndo apresentaram diferencas significativas na

intensidade do sinal analitico.
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Figura 19 - Influéncia da concentracdo de cloreto na eficiéncia da etapa de pré-
concentracdo do sistemas FIA-Chelite-CVAAS. Condicdes: solugéo analitica: 2,5 mL min™
(2,0 ug L' Hg); gas transportador 4 mL min™® (N,); gas arraste: 20 mL min™® (Ny);
reagente/eluente: 250 uL (SnCl, 10% (m/v) em HCI 6,0 mol L™, tempo de pré-concentracéo:
120s. As curvas (a) e (b) correspondem as adequacdes do procedimento de digestdo da
amostra quanto a presenca do catalisador Mn*? a 60 °C e Mn*? a 25 °C, respectivamente.
Enquanto que as curvas (c) e (d) correspondem ao procedimento de digestdo da amostra na
auséncia de catalisador a 60 °C e 25 °C, respectivamente. As curvas (B) e (A) correspondem
a solucdo analitica ndo digerida na presenca de 2,0 g L™ de ions cloreto e na auséncia de
ions cloreto, respectivamente.
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5.2.11 - Exatidao do método

As Tabelas 5 e 6 mostram os resultados obtidos na determinacdo de mercurio
em amostras de agua, vinhacas, aclcar e materiais certificados utilizando o sistema
FIA-Chelite-CVAAS em suas condi¢cdes operacionais otimizadas. O sistema FIA-
Chelite-CVAAS apresentou nivel de confiabilidade de 95% em relacdo ao material
de referéncia (teste-t). O sistema FIA-Chelite-CVAAS quando aplicado as solucdes
analiticas com concentracdes entre 50-500 ng L™ apresentou linearidade (r) de
0,9996. O sistema FIA-Chelite-CVAAS apresentou taxa de amostragem de 25
determinag¢des/hora, consumindo 5,0 mg SnCl, e 10,0 mL de amostra por
determinacdo. O desvio padréo relativo foi de 5% (n = 12) para amostras contendo
76,7 ng L Hg e o limite de detec¢éo (3c) de 0,8 ng L™,

Tabela 05 - Valores obtidos na determinacdo de mercuario (n=5) em amostras de

aguas, vinhaca, acucar e fertilizante utilizando o sistema FIA-CVAAS

Amostra Adicéo Recuperacéo
Agua® (ng L) 400 391,4+18,5
Agua® (ng L) 400 394,8+15,1
Agua® (ng L) 400 436,3+21,2

Vinhaga® (ug L™) 572,7+17,2
Vinhaca?® (ng L) 606,2+19,7
Vinhaca® (ng L™) 515,3+21,6
Acucar' (ug kg) 2,36+0,06
Acucar? (ug kg) 2,78+0,09
Acucar® (ug kg) 2,22+0,07
Actcar® (ug kg) 1,67+0,07
Fertilizante (ug L™ 2,73+0,08

Agua: 'Rio Araguaia, S40 Miguel do Araguaia-GO; “Rio Cuiaba, Bardo de Melgaco-MT e
®Rio Tieté, Ibitinga-SP

Tabela 06— Analise dos materiais certificados (n=5) utilizando o sistema FIA-Chelite-
CVAAS

Amostra Valor certificado (ug g Valor encontrado (ug g*)
1572 Citrus Leaves 0,79+0,03 0,80+0,02
Buffalo River Sediment 1,42+0,05 1,47+0,07
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5.3 - Extracao de substancias humicas aquaticas

O método de extracdo de substancias humicas aquaticas por resinas XAD é o
mais adequado quando se trata do procedimento de grandes volumes de amostra,
por ser de facil manuseio e baixo custo. Entretanto, apresenta como inconveniente
liberacdo de produtos oriundos do processo de fabricacdo da resina e adsorcao
irreversivel, podendo causar alteracbes na amostra. O processo de extragcdo com
XAD-8 permite extrair a maior parte do carbono organico dissolvido (LARA &
THOMAS, 1994). No processo de extracdo de SHA, obteve-se 110 mL de extrato
alcalino ap0s a percolacédo de 100 L de amostra de agua coletada no Rio Negro-AM,
proximo a confluéncia com o Rio Tarumanzinho (Figura 20), resultando em um fator

de concentracdo de aproximadamente 100 vezes.

ponto de
% amostragem

20 Km

T - Rio Taruma
TM - Rio Taruma Mirim

60°

Figura 20 — Localizagédo do ponto de coleta da amostra de agua do Rio Negro-AM
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5.4 - Sistema de reacao/aprisionamento de mercdario

No sistema de reacao/aprisionamento desenvolvido, os efeitos de dispersdes
produzidos pelo fluxo de nitrogénio no transporte do vapor de Hg°® formado pela
reacdo de reducdo dos ions Hg(ll) com SHA né&o influenciam na eficiéncia do
trapeamento. Entretanto, hA um compromisso entre a vazéo do gas de arraste e o
tempo de aeracdo. De acordo com a Figura 21, 2 mim de aeragdo com vazao do gas
arraste de 100 mL min™ sdo suficientes para se obter a maxima eficiéncia de

trapeamento do mercurio volatilizado.
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Figura 21 - Influéncia da vazéo do gas de arraste (N2) e do tempo de aeragéo na eficiéncia
do sistema de reagdo/aprisionamento de mercurio reduzido. Condicdes: solu¢do de
aprisionamento: 5,0 mL (KMnQO4 0,024 % (m/v) em H,SO4 4 % (viv)); SHA: 1,4 mL e Hg(ll):
100 pL.
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5.5 - Cinética de reducéao de mercario(ll) por SHA

5.5.1 — Influéncia da concentracdo de mercurio(ll)

A Figura 22 mostra uma relacdo entre a quantidade de ions Hg(ll)
adicionados e a quantidade de mercurio reduzido por 1,0 mg de SHA em pH 5,0.
Independente da razao Hg(ll)/SHA, apo6s 48 horas de reagcdo apenas 40% do Hg(ll)
é reduzido. As SHA sado capazes de reduzir 1,6 ug de Hg(ll) em meio contendo
inicialmente 4,0 ug de Hg(ll), entretanto reduzem apenas 0,19 ug de Hg(ll)
adicionado inicialmente 0,5 ug Hg(ll) no meio reacional, durante 78 h de reacao.
ALLARD et al. (1991) sugeriram que 0s ions mercurio sdo complexados e
posteriormente reduzidos. Neste caso, apenas uma parte dos ions mercurio
adicionados foram reduzidos provavelmente devido a competicdo entre os sitios de
complexacao e reducéao dos ions Hg(ll) por SHA.

A Figura 23 mostra um forte decréscimo na velocidade de reacao de reducéo
de ions Hg(ll) por SHA em funcédo ao tempo de reacao tendendo a zero durante as
24 h iniciais. Estudos recentes relatados por (SARGENTINI Jr, 2001), indicam que a
labilidade relativa de ions metalicos complexados a SHA em funcdo do tempo de
complexacao (“ageing”) € fortemente influenciada durante as 24 h iniciais devido a
possiveis rearranjos dos ions metalicos na macromolécula humica ocupando sitios
mais internos.

Na Figura 24 as curvas de velocidade de formacdo de Hg® em funcdo da
massa de ions mercurio adicionada, apresentam uma relacdo linear indicando
reacao de primeira ordem em relacdo ao mercurio. Utilizando método grafico similar
ao aplicado por ALBERTS et al. (1974) o valor da constante de velocidade foi
estimado em 0,002 min™ assumindo reacdo de primeira ordem. A linearidade entre a

velocidade reacional e a concentracdo de ions mercurio adicionados ao meio é
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mantida durante as primeiras 24 h, sendo possivel inferir que o0 mecanismo de

reducao de mercurio por SHA permanece o mesmo durante todo o processo.
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Figura 22 - Influéncia do tempo de reacdo e concentracdo dos ions mercurio adicionado na
reacdo de reducdo de mercurio por SHA extraida do Rio Negro-AM . Condi¢cbes: SHA 1,0

mg e pH 5,0.
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Figura 23 - Velocidade da reacdo de reducdo dos ions Hg(ll) por SHA extraida do Rio
Negro-AM em funcgéo do tempo de reagdo. Condi¢des: SHA 1,0 mg e pH 5,0.
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Figura 24 - Influéncia da massa de ions mercurio(ll) adicionados e do tempo de reagédo na
velocidade da reacdo de reducdo de mercurio(ll) por SHA extraida do Rio Negro-AM.
Condig¢bes: SHA 1,0 mg e pH 5,0.
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5.5.2 — Influéncia da concentracao de substancias humicas aquaticas

As substancias humicas apresentam um grande espectro de sitios ligantes
inferindo & macromolécula consideravel capacidade de complexacdo de ions
metalicos, interacdes hidrofébicas, pontes de hidrogénio, forcas de Van der Waals e
complexos metalicos mistos. Em estudos de interacbes de metais com substancias
hamicas € necessario considerar as propriedades complexantes e redutoras das
macromoléculas hamicas.

A discriminacdo das fracbes metalicas complexadas/reduzidas por
substancias humicas pode ser descrita pela equacéo simplificada (1):

SHA-Hg <> SHA + Hg(ll) - Hg° (1)

Onde: SHA-Hg: espécie formada pela complexacdo e Hg®: espécie formada pela
reducao.

Em analogia ao coeficiente de reducdo utilizado para discriminacdo das
fracOes metalicas labil/inerte em estudos com resinas de troca ibnica (BURBA et al.,
1994 e BURBA et al.,, 1993), o processo de complexacao/reducdo de Hg(ll) por
substancias humicas aquaticas pode ser estimado utilizando o coeficiente de
reducdo (Kgr) definido como o quociente entre a razdo da massa de mercurio
reduzido (Hg®) em relacdo a massa de substancias hliimicas aquaticas adicionada ao
meio (SHA) pela razdo da massa de ions mercurio(ll) adicionado (Hg(ll)) em relacéo
ao volume total (V), descrito pela equacéao (l1):

Kr = (HQ®) / (SHA) (I
(Hg(1)) 7 (V)

De acordo com a equacao (Il), os valores de Kr podem ser utilizados para
investigar aspectos cinéticos e quantitativos do processo de redugdo de Hg(ll) por

SHA.
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A influéncia da massa de SHA no processo de reducdo em funcdo dos
valores de K € caracterizada na Figura 25 utilizando 1,0 ug Hg(ll) em pH 5,0. Neste
caso, os valores de Kgr e consequentemente o processo de reducéo decresce com 0
aumento da massa de SHA. Estes dados estdo de acordo com os dados
apresentados na Figura 22 e sugerem uma maior quantidade de sitios complexacao

especificos em relagdo aos sitios redutores na macromolécula humica

°
0,6 } '
x i "
! 0,4 ..‘
0,2
‘..
__________ @
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SHA, mg

Figura 25 - Influéncia da massa de substancias humicas aquaticas extraida do Rio Negro-
AM no processo de reducdo de mercurio(ll). Condic¢des: Hg(ll) 1,0 ug, pH 5,0 e tempo de
reagdo 24 horas.
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5.5.3 - Influéncia do pH

MATTHIESSEN (1998, 1996 e 1994) tem reportado uma correlacdo entre a
quantidade de mercurio(ll) reduzido por substancia himica sintética e o valor do pH.
A Figura 26 mostra a influéncia do pH nos valores do coeficiente de reducéo (Kg)
utilizando 1,0 mg de SHA e 1,0 ug Hg(ll). De acordo com ZARA et al. (2000),
EPHRAIM et al.(1996) e SWIFT (1989), a macromolécula humica apresenta
variacbes na conformacgéo estrutural em diferentes valores de pH. A conformacéo
estrutural condensada € favorecida em altos e baixos valores de pH, devido as
interacOes intermoleculares e intramoleculares, respectivamente. Em pH neutro a
macromolécula himica flexivel encontra-se com conformacdo estrutural estendida
devido as repulsfes intramoleculares. Nesta condigdo, os sitios redutores estdo mais
suscetiveis a reacdo de reducdo dos ions mercurio(ll) favorecendo o processo de
reducao.

Associado ao efeito da conformacéo estrutural o aumento do pH da solucéo
favorece o processo de complexacdo pois ocorre o decréscimo no grau de
hidratacdo dos ions Hg(ll) e diminuigdo na competicédo entre os ions HzO" e os ifons
Hg(ll) (STEVENSON, 1985). Entretanto, em altos valores de pH ocorre forte
competicdo entre a reacdo de complexacdo das substancias humicas e as reacdes
de hidrélise dos ions metalicos, em especial o mercurio levando a formacédo de
[Hg(OH),]*" (n=1; 2) (ALLARD & ARSENE, 1991). HELBURN & Mac CARTHY, 1994
relataram que em elevados valores de pH ocorre a ionizagcado dos grupos fendlicos

diminuindo a capacidade de reducao de Hg(ll) por SH.
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Figura 26 - Influéncia dos valores de pH no processo de reducdo de mercurio(ll) por
substancias hamicas aquaticas extraida do Rio Negro-AM. Condicdes: SHA 1,0 mg; Hg(ll)
1,0 ug e tempo de reacdo-24 horas.
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5.6 - Fracionamento das substancias humicas aquaticas

Atualmente, sdo disponiveis no mercado ampla variedade de filtros de
membranas construidas com materiais relativamente inertes, com diferentes
porosidades e relativa precisao. Isto traz novas perspectivas para o desenvolvimento
de sistemas de fracionamento de macromoléculas com diferentes tamanhos
moleculares. Utilizando a técnica de fracionamento por ultrafiltragdo com membrana
de polyethersulfone, BURBA et al. (1995), estudaram a influéncia da concentracéo,
forca idnica e pH na distribuicdo de SHA. Caracterizaram que solucdes de SHA 1,0
mg mL" e pH 6,0 sdo as condicdes mais adequadas para o fracionamento
utilizando-se membranas de polyethersulfone (Sartocon® Micro). De acordo com o
esquema do sistema de fracionamento sequencial por ultrafiltracdo (SFSUF)
representado na Figura 08, a presséo € ajustada nos reguladores P1-P5 conectados
nos respectivos tubos os quais dao retorno ao material ndo filtrado e pode variar de
0,0 a 0,5 bar. Porém, para evitar vazamentos nas conexdes, optou-se por operar
com 0,3 bar de presséo. O conjunto bomba peristaltica (com cinco canais)/tubos de
Tygon® acoplado ao SFSUF, permite vazdo maxima de até 85 mL min™. Embora
seja uma vazao relativamente menor que a maxima especificada pelo fabricante, é
possivel trabalhar sem obstruir significativamente os poros das membranas
Sartocon® Micro, permitindo o fracionamento dos extratos hdmicos, inclusive das
fracbes com maiores tamanhos moleculares. A importancia de uma alta velocidade
do fluxo tangencial sobre as superficies das membranas € deslocar os compostos
acumulados evitando a obstrucédo dos poros. Entretanto, de acordo com ROCHA et
al. (2000) a eficiéncia de um sistema de filtracdo ndo esta relacionada sé com a
vazéo do fluxo tangencial mas, principalmente, com as pressdes exercidas nos tubos

0s quais dao retorno ao material n&o filtrado.
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5.7 — Caracterizacao das fragcdes humicas

5.7.1 — Distribuicao de carbono e aromaticiade

A grande variedade de tamanho molecular caracteristica das substancias
hamicas aquéticas, deveria, em principio, permitir a separacdo da amostra em
muitas fracdes especificas. Na pratica, devido as complexas associagdes
intermoleculares, é dificil obter fracdes com tamanhos moleculares especificos.
Entretanto, mesmo tratando-se de intervalos de tamanhos moleculares, o
fracionamento é um importante procedimento para melhor compreender importantes
propriedades fisicas e quimicas das SHA tais como solubilidade, comportamento de
adsorcao, capacidade complexante com ions metdlicos, propriedades &cido-base,
distribuicdo de grupos funcionais/estruturas reativas etc. (SWIFT, 1996).

A Figura 27 mostra a distribuicdo das fragcbes de SHA, com diferentes
tamanhos moleculares, em funcdo das respectivas porcentagens de carbono e
aromaticidade. A fragdo de menor tamanho molecular Fg (< 5 kDa) tem cerca de
quatro vezes mais carbono que a fracdo de maior tamanho molecular F; (> 100 kDa)
e as fragBes de tamanho moleculares intermediarios tém entre 10-20% de carbono.
Assim, apoés o fracionamento, pode-se estabelecer a seguinte ordem decrescente de
distribuicdo de carbono nas diferentes fragcbes: Fg > F, > F3 > F5 = F4 > F1. A perda
no balango de massa, cerca de 2-8 %, é atribuido a adsor¢cdo de matéria organica
na superficie das membranas do sistema de ultrafiltracdo (BURBA et al.,1995;
ROCHA et al., 1999). De acordo com ASTER et al. (1996) a extragdo de substancias
hamicas aquaticas utilizando XAD-8 causa um deslocamento sistematico de todas
as fracbes humicas comparado a amostra original, provavelmente devido a grande
variacédo do valor do pH durante o processo de extracdo (adsorcdo: pH 2,0; eluigéo:

pH 13,0).
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A espectrofotometria UV-VIS é uma técnica valiosa na identificacdo de
grupos funcionais cromoforos, uma vez que alguns compostos presentes nas SH
absorvem fortemente abaixo de 280 nm. Este comprimento de onda néo representa
a absorbancia maxima das SH, mas é onde ocorrem as transi¢des eletronicas do
tipo © - ©t, caracteristicas de compostos como acidos benzaoicos, derivados de anilina
e outros correlatos que sédo sub unidades da estrutura das substancias humicas
aguaticas. Entretanto, considerando a natureza complexa das substancias humicas
essa técnica ndo possibilita medir ou caracterizar um cromoforo em particular, mas
a sobreposicdo de absorbancias de varios grupos funcionais (STEVENSON, 1982).

TRAINA et al. (1990) estudaram a correlacdo entre medidas de absorbéancia
na regido do UV-VIS e a porcentagem de carbono aromatico, determinado por RMN.
Os resultados mostraram que a aromaticiade das substancias huamicas pode ser
estimada quantitativamente por espectrofotometria na regido do UV-visivel.
PEURAVUORI & PIHLAJA (1997) sugeriram que a relacdo entre a aromaticiade e a
razao E,/E3 (absorbancia em 250 e 365 nm) para material himico pode ser obtida de
acordo com a equagao:

aromaticiade = 52,509 — 6,780 E,/E3 (1

Isto implica que a diminuicdo do quociente E,/E; ocorre com 0 aumento da
aromaticiade das substancias humicas. Esses autores, correlacionaram aromaticiade
e tamanho molecular, utiizando RMN e cromatografia de exclusdo, com a
absortividade molar de SH. Mesmo o coeficiente de correlagdo linear ndo sendo
muito bom (r’=0,82), foi possivel notar que a quantidade de unidades aromaéticas
aumenta em funcdo do aumento do tamanho molecular. Utilizando a equacao (l), a
Figura 27 mostra que as fragbes com maior tamanho molecular (F; > 100 e F;: 50-

100 kDa) contem maior numero de estruturas aromaticas e uma gradual diminui¢éo
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de estruturas aromaticas nas fracdes com menor tamanho molecular. Isto pode ser
associado com a continua diminuicdo do tamanho molecular das frac6es F3; para Fg
e a presenca de maior numero de estruturas alifaticas. Recentes trabalhos com
substancias humicas aquaticas extraidas de amostra de agua superficial coletada no
Rio Itapanhau, localizado no Parque Estadual da Serra do Mar (Bertioga-SP),
mostraram similar distribuicdo de aromaticiade em fracdes com diferentes tamanhos

moleculares (ROCHA et al., 2000).
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Figura 27 — Distribuicdo das fracdes de substancias humicas aquaticas extraidas do Rio
Negro-AM, em fun¢éo do tamanho molecular e aromaticiade (F;: > 100 kDa; F;: 50-100 kDa;
Fs: 30-50 kDa; F4: 10-30 kDa; Fs: 5-10 kDa e Fg: < 5 kDa)
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5.7.2 — Espectroscopia naregido do infravermelho

Para informacfes qualitativas analises espectrométricas, tém sido de grande
utilidade na caracterizacdo de substancias humicas. Devido a mistura complexa de
moléculas organicas polieletroliticas, o comportamento espectroscopico das
substancias humicas representa a soma das respostas de muitas espécies
diferentes (AIKEN et al., 1985 ; KUCKUK et al., 1994; ROCHA et al., 2000).

Os espectros na regido do infravermelho das substancias humicas mostram
bandas largas provavelmente devido a sobreposi¢cdo das bandas de absorcdo dos
constituintes individuais da mistura heterogénea de grupos os quais constituem as
substancias humicas (ABBT-BRAUN, 1992).

A Figura 28 mostra os espectros na regido do infravermelho entre 400 cm™ e
4000 cm™ das fragbes humicas de F; a Fs. Em todos os espectros, observa-se uma
banda larga na regido de 3400 cm™ devido ao estiramento OH provavelmente em
ligacdo por ponte de hidrogénio. As bandas em ~2900 cm™ sdo observadas nos
espectros da maioria das SH, usualmente superpostas a banda larga de estiramento
O-H. Estas bandas sé&o atribuidas ao estiramento C-H dos grupos metil ou metileno
alifaticos. As bandas em ~1700 cm™ s&o atribuidas ao estiramento vibracional C=0
de grupos carboxilicos ou carbonilas ceténicas. A banda em ~1600 cm™ é atribuida
a vibracdo C=C de anéis aromaticos. Entre 1380 e 1440 cm™ notam-se bandas
devido a grupos C-H alifaticos e vibracdo O-H de &lcoois ou &cidos carboxilicos.

Todas as frag6es humicas de F; a Fg mostraram semelhantes espectros na
regido do infravermelho. Entretanto, de acordo com ABBT-BRAUN (1992), apesar
da pequena diferenca entre os espectros de SH, isto ndo significa que todos tenham

a mesma estrutura.
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ROCHA et al. (2000), utilizando espectroscopia na regido do infravermelho
relataram uma diminuicdo na intensidade da banda em 1720 cm™ e a extincdo da
banda em 1200 cm™ em substancias himicas aquéaticas complexadas com
mercurio(ll) em relacdo a amostra natural. Os autores inferiram que aparentemente
os ions mercurio(ll) sdo preferencialmente complexados por troca ibnica com o0s
hidrogénios dos grupos carboxilicos. PICCOLO & STEVENSON (1982) sugeriram
que em baixos graus de saturacdo do ion metalico provavelmente formam-se
ligacbes covalentes mas, a medida em que a concentracdo do metal aumenta,
aproximando-se da capacidade complexante da SH, tais ligacbes tornam-se
crescentemente ibnicas. Estes resultados indicam que outros grupos funcionais

contendo oxigénio, além de COOH, participam da ligacdo entre SH e o ion Hg(ll).
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Figura 28 — Espectros na regido do infravermelho das fracdes de substancias humicas
aquaticas extraidas do Rio Negro-AM (F;: > 100 kDa; F,: 50-100 kDa; Fs: 30-50 kDa; F4: 10-
30 kDa; Fs: 5-10 kDa e Fg: < 5 kDa)). Condicdes: 3,0 mg de fragdo humica, pH 5,0 e 100 mg
de KBr
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5.7.3 — Titulagédo potenciométrica

A titulacdo potenciométrica tem sido empregada no estudo de substancias
hamicas por varios pesquisadores, tanto para a determinacao de grupos funcionais
acidos, como para estudar a interagdo com metais (PERDUE, 1988; ALEIXO et al.,
1992). As curvas de titulagdo geralmente sédo sigmoidais devido as dissociacdes de
proton justapostas dos diferentes grupos funcionais COOH e OH fendlicos. O uso
das funcbes de Gran modificadas em linearizacdo de curvas de titulagdes
potenciométricas acido-base possibilita a determinacdo da concentracdo e pKa de
cada tipo de grupamento acido na macromolécula himica (GOMEZ et al., 1991).

Os métodos lineares sdo considerados mais simples do ponto de vista
matematico, por facilitar a elaboracdo dos calculos e possibilitar representacéo
grafica, a qual permite uma visualizagdo mais clara sobre o sistema em estudo
(ALEIXO & GODINHO, 1987; ALEIXO et al., 1992; MASINI et al., 1998).

De uma forma generalizada as fungbes de Gran modificadas s&o definidas

pelas equacodes Il e llI:

Acido forte (HAO):

FHAO = VHAOC, - V C, (1V)

N
FHAo = ([H™]- [OHT) (Vo+V) - = (_VlAHn -VAH(n-1) ) Co(KHAN (KHAR *+ [H'D) (V)
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Acidos fracos (HAn):

Fran=VHAN KHAN -V KHAR (V1)

Fran = [([H*] - [OH]) (Vo+V) (KHan+[HT1/Cp)l + (V-VHAo) [HT] +

n-1
[(VHA(n-1) - VHAO) KHANI - {_[12 (}/AHj -VAH(-1) ) (Kanj/(Kanj + [HTI)] +
j=1,n>
N
[ (VAHj - VAH(j-1) ) (Kanj/(Kanj + [HT))I} (KHan + [HT]) (Vi)

j=n+1

Onde:

Fhao: funcéo de Gran modificada para o 4cido forte HAo

Fuan: funcdo de Gran modificada para o acido fraco Han, com n variando de 1 até N
[H*]: concentracdo dos ions hidrogénio

[OH]: concentracdo dos ions hidroxila

Vo: volume inicial da titulagéo

Cy: concentracdo da base

Kuan: constante de ionizacdo do acido fraco HAn

Vua = Volume de equivalente;

Viaj € Kaj tém significado analogos aos termos Via € Kya

Os termos Vuao € Vuan que aparecem nas equages Il e IV, representam o
volume total de base forte para a neutralizacdo de cada componente acido presente.
Portanto, os volumes de base forte necessarios para neutralizar cada componente
acido presente pode ser definido como: (Vuai-vhao): (Vuaz-Vha1), (VHaz-Van2) -...(VHan-
Vhan-1)- Os termos Vyay € Kyay 0S quais aparecem na equagao V, tém significado
analogo aos termos Vpan € Kuan.

De acordo com dados da literatura as substancias humicas apresentam para
esse sistema de linearizacao seis grupos titulaveis (ALEIXO et al., 1992). Portanto, o

sistema de linearizacao apresenta N = 6.
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As funcbes de Gran modificadas sdo inicialmente calculadas
aproximadamente e em seguida os célculos sédo refinados. A funcdo de Gran

modificada aproximada para o &acido forte (Fuci) pode ser definida como:

Fo = ([H'1- [OHT) (Vo+V) (Vi)

O valor aproximado do volume de base forte necessario para neutralizar o
acido forte (Vucy) € calculado a partir do coeficiente linear da reta formada por Fyc
vs. V, utilizando-se os primeiros pontos da curva de titulagdo potenciométrica.

A funcé@o de Gran modificada aproximada para o primeiro grupo titulavel das
SHA (Fua1) € calculada utilizando os dois primeiros termos da equagéo V, o valor
aproximado do Vyc e Kpyar estimada. Os valores aproximados do volume de base
forte necessario para neutralizar o primeiro grupo acido titulavel das SHA (Vua1) € da
constante de ionizacdo deste grupo (Kua1) sdo calculados a partir do coeficiente
linear e angular da reta formada por Fuyai VS. V, respectivamente, utilizando-se os
primeiros pontos para valores de V > V.

Os calculos das fungcbes de Gran modificadas aproximadas para o restante
dos grupo titulaveis das SHA (Fua2 @ Fuas) S@o semelhantes ao calculo aproximado
da Fuas1, utilizando sempre os primeiros pontos para valores V>Vyan.1) aproximado e
introduzindo os valores aproximados obtidos anteriormente de Vici € Vian-1).

A funcdo de Gran modificada refinada para o acido forte (Fuc) € calculada
com todos os valores aproximados de volumes de equivaléncia e constantes de
ionizacdo estimadas, utilizando V<Vyc aproximado. Os calculos refinados das
funcdes de Gran modificadas para os grupos titulaveis das SHA (Fya1 @ Fuas) S0
semelhantes ao calculo refinado de Fyc, utilizando os pontos na regido de Vuan-1)

refinado <V < Vyan+1) aproximado, os valores refinados de Vi € Vuan-1), 0S valores
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aproximados de Vuan+1) € 0S valores estimados de Kyan. Nesses calculos as
substancias humicas aquaticas foram consideradas como uma mistura de monoacidos.

As funcdes de Gran modificadas foram aplicadas as curvas de titulacdo
potenciométrica das fragcbes humicas de F; a Fg utilizando o programa computacional
Microsoft Excel, versédo 7.0 de acordo com o diagrama representado na Figura 29

As Figuras de 30 a 35, mostram as curvas de titulacdo potenciométrica e as
funcbes de Gran modificas para as fracdes humicas com diferentes tamanhos
moleculares. A utilizacdo de programas de planilhas de calculos com geracao
simultanea de graficos possibilitou melhor resolucdo desse célculo interativo. Os
valores dos volumes de equivaléncia para cada componente (Fya1 @ Fuas) das
fracbes humicas (F; a Fg) sé@o indicados pela interseccdo da reta correspondente a
funcdo de Gran modificada com o eixo do volume de NaOH adicionado.

O material hdamico apresenta seis grupos titulaveis, sendo que as
componentes Fuyai, Fuaz € Fans sdo atribuidas a grupos carboxilicos, Fans € Fuas a
aminas secundarias ou terciarias e Fuas a grupos fenodlicos (ALEIXO et al., 1992;
PAXEUS & WEDBORG, 1985).

Os resultados da titulagdo potenciométrica das fracbes humicas, obtidas por
ultrafiltracdo de substancias humicas aquaticas extraidas do Rio Negro-AM, (Tabela
09) indicam que na estrutura das SHA os grupos oxigenados mais abundantes séo
0s grupos carboxilicos (48,3-60,4 %) e fendlicos (23,7 a 33,0 %). De acordo com
ALEIXO et al. (1992) a soma dos grupos carboxilicos e hidroxilas fendlicas é
denominada de acidez total. O teor de acidez da matéria organica dissolvida tem
importantes efeitos sobre o pH e biodisponibilidade de metais em sistemas aquaticos

(CABANISS, 1991).
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A heterogeneidade dos grupos funcionais em funcdo do tamanho molecular
sugere diferentes mecanismos de complexacdo de ions metalicos as fracdes
hamicas. Em recente trabalho ROCHA et al. (2000) utilizando SHA extraida do Rio
Itapanhad, localizado no Parque Estadual da Serra do Mar, relataram diferentes
distribuicdes de ions metalicos (Cd, Mn, Hg, Ni, Co e Cu) em funcdo dos tamanhos
moleculares das fragdes. A correlacdo dos resultados desse trabalho com os dados
apresentados por ROCHA et al. (1999) utilizando SHA extraida do Rio Negro-AM,
mostra que 0 mesmo metal apresenta diferente distribuicdo em funcdo dos

tamanhos moleculares em amostras de origens diferentes.
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Volume de NaOH 0,132 mol L1; E (mV)

Calculo refinado de F,

VHCI

Va1 € Kyas

Viaz € Kyaz

Viaz € Kuas

Calculo aproximado de Fq Viya | Vi, ADTOX.<V > Vi, BPFOX
! | Viazs Kiazi Viazi Kuazi Vias:
Calculo aproximado de Fy, Kiazi Viaas Kiiagi Vias: Kigas:
V > Vo aproximado Viag € Kigag Viuae Kuag (@proximados)
[
|
! | Calculo refinado de F,,
Calculo aproximado de Fy,, Vi refin.<V >V, aprox.
V >V, aproximado Viaz € Kinz Viars Knars Viaz: Kuazs Viass
| | [ s
' HA6: MHA6
Calculo aproximado de Fyj3 |
V > Vya, aproximado Viasz € Kyag
| | Calculo refinado de F,,
I Vi refin.<Vv >V, .5 aprox.
Calculo aproximado de Fyju4 Vinz: Kinz: Viaag: Kingi Vianas
V > Vx5 aproximado Viaz € Kyag Kpagi \_/HAS; Khas: Vias: Kuae
| | (aprommadosl,)
| |
Calculo aproximado de Fy,. Calculo refinado de Fyj,
V >V, aproximado Vias € Kias Viao refin.<Vv >V, aprox.
| | \IéHABE \K/HA3E \léHA4; Khaa: Vias:
| HA5: Y'HA6r "MHA6
Calculo aproximado de Fy.4 (aproximados)
V > Vs aproximado Vine € Kine I

Calculo refinado de Fy,,
Va3 refin.<Vv > V. aprox.

Vias Kiags yHAS; Kuas: Viae:
Kia6 (@proximados)

Viaas € Kijag

Calculo refinado de Fp5
Va4 refin.<V > V.o aprox.

Vias: Kuas: Vias: Knas
(aproximados)

Vias € Kias

Calculo refinado de F ¢
Vijaq refin.<Vv >V, . aprox.
Viae Kuag (@proximados)

Vias € Kiia

Figura 29 — Diagrama de blocos mostrando o fluxograma dos célculos das fun¢des de Gran

modificadas.
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Figura 30 — Curva de titulagdo potenciométrica e fungéo linear da titulagdo da fracdo humica
F, (> 100 KDa). Condi¢des: 20 mL de solucéo 203,6 mg C L™*; NaOH 0,132 mol L™; forca
i6nica 0,1 mol L™; atmosfera de nitrogénio e agitacdo magnética a 25 °C
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Figura 31 — Curva de titulagdo potenciométrica e fungéo linear da titulagdo da fracdo humica
F, (50-100 kDa). Condicdes: 20 mL de solucdo 190,15 mg C L™; NaOH 0,132 mol L*; forca
i6nica 0,1 mol L™; atmosfera de nitrogénio e agitacdo magnética a 25 °C

ZARA, L. F. Tese/Doutorado - CAPES - 1Q Ar. - UNESP



Resultados e discussdo 90

-200 -200
@®©
o
@®
o
-100 | -100 &
= c
- 0r 0 ©
i O
]
o
100 F -100 ’§
c
>
LL

-200 -200

1 1 1

7,5

8,0

8,5

9,0

9,5

Volume de NaOH, mL

10,0

10,5

Figura 32 — Curva de titulacdo potenciométrica e fungéo linear da titulagdo da fracdo humica
Fs (30-50 kDa). Condicdes: 20 mL de solucdo 181,75 mg C L™*; NaOH 0,132 mol L™; forca
i6nica 0,1 mol L™*; atmosfera de nitrogénio e agitacdo magnética a de 25 °C
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Figura 33 — Curva de titulagdo potenciométrica e fungéo linear da titulagdo da fracdo humica
F4 (10-30 kDa). Condicdes: 20 mL de solucdo 101,45 mg C L™*; NaOH 0,132 mol L™; forca
ibnica 0,1 mol L™*; atmosfera de nitrogénio e agitacdo magnética a 25 °C
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Figura 34 — Curva de titulacao potenciométrica e funcéo linear da titulacdo da fragcdo humica

Fs (5-305 kDa). Condicdes: 20 mL de solucdo 71,50 mg C L™*; NaOH 0,132 mol L?; forca
idnica 0,1 mol L™*; atmosfera de nitrogénio e agitacdo magnética a 25 °C
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Figura 35 — Curva de titulagdo potenciométrica e fungéo linear da titulagdo da fracdo humica
Fe (< 5 kDa). Condig¢6es: 20 mL de solucéo 89,35 mg C LY NaOH 0,132 mol L forca ibnica
0,1 mol L™*; atmosfera de nitrogénio e agitacdo magnética a 25 °C
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Tabela 07 - Resultados obtidos na titulacdo potenciométrica das fracbes humicas

com diferentes tamanhos moleculares obtidas por ultrafiltracdo de substancias

humicas aquaticas extraidas do Rio Negro-AM.

Fracdo humica pKa meq g~C Grupos caracteristicos % Grupos
2,82 1,169 + 0,017 16,3
4,55 1,550 + 0,034 Carboxilicos 21,5
F1 5,55 1,239 + 0,028 17,2
(> 100 kDalton) 6,88 0,794 + 0,014  Aminas secundarias ou 11,0
8,82 0,529 + 0,013 terciarias 7,4
9,76 1,912 + 0,038 Fenodlicos 26,6
2,79 1,192 + 0,018 14,5
4,45 1,517 + 0,027 Carboxilicos 18,4
F2 5,35 1,264 + 0,020 15,4
(100-50 kDalton) 6,97 1,049 + 0,023 Aminas secundarias ou 12,7
8,95 0,566 + 0,014 terciarias 6,9
9,67 2,640 + 0,041 Fenolicos 32,1
2,78 1,406 + 0,015 17,1
4,41 1,670 + 0,025 Carboxilicos 20,2
Fs 5,38 1,485 + 0,034 18,0
(50-30 kDalton) 6,91 0,844 + 0,020 Aminas secundarias ou 10,2
8,84 0,669 + 0,013 terciarias 8,1
9,82 2,182 + 0,033 Fenodlicos 26,4
2,79 1,884 + 0.023 21,3
4,43 1,668 + 0,032 Carboxilicos 18,9
Fa 5,41 1,783 + 0,037 20,2
(30-10 kDalton) 7,10 0,667 + 0,015 Aminas secundarias ou 8,3
8,65 0,551 + 0,013 terciarias 5,8
9,73 2,312 + 0,024 Fenolicos 25,5
2,83 2,084 + 0,036 22,7
4,55 1,079 + 0,021 Carboxilicos 11,7
Fs 5,45 1,308 + 0,028 14,2
(10-5 kDalton) 6,97 1,260 + 0,029 Aminas secundarias ou 13,7
8,68 0,431 + 0,009 terciarias 4,7
9,93 3,033 + 0,035 Fenolicos 33,0
2,80 2,431 + 0,044 28,4
4,43 1,470 + 0,027 Carboxilicos 17,1
Fe 5,50 1,228 + 0,027 14,3
(<5 kDalton) 6,91 0,812 + 0,019 Aminas secundarias ou 9,5
8,81 0,598 + 0,013 terciarias 7
9,87 2,035 +0, 019 Fenolicos 23,7
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5.8 - Reducao de mercurio ionico por fracdes humicas

A Figura 36 mostra a quantidade de mercuario reduzido na presenca de
diferentes fracbes humicas ajustadas para 368 ug de carbono, equivalente a 1 mg
de substancia humicas aquaticas, em pH 5,0. As fracbes F, e Fs mostraram
elevadas capacidades de reducdo de Hg(ll), possibilitando a reducdo de
aproximadamente 34% dos ions mercurio adicionados. Entretanto a fracdo Fg
reduziu apenas 7% do Hg(ll) e as fracdes Fi, F; e F4, de 17-25% dos ions mercurio
adicionados. De acordo com a distribuicdo das fracoes de SHA, com diferentes
tamanhos moleculares (Figura 27), as frac6es F, e Fs correspondem a cerca de 33
% do carbono das substancias humicas aquaticas. Portanto, pode-se inferir que as
propriedades redutoras das substancias humicas aquaticas estdo diretamente
relacionadas com as fracbes humicas com tamanho molecular de 50-100 kDa (F») e
1-5 kDa (Fs). Estes valores de capacidade de reducdo de mercurio(ll) estdo de
acordo com os dados apresentados na Figura 22, onde independente da massa de
Hg(ll) adicionado, ap6s 24 horas de reacdo em pH 5, apenas 36% do Hg(ll) é
reduzido pelas substancias humicas aquaticas.

O processo de reducdo de Hg(ll) por fragbes das SHA é fortemente
influenciado pelo tempo de reacgdo durante as 24 horas iniciais. As Figuras 37 e 38
mostra que todas as fracbes apresentam o mesmo mecanismos de reducdo de
mercurio(ll) composto por duas etapas, apresentando reacdes de primeira ordem em
relacdo aos fons mercurio(ll) de 0,002 min™. Este valor esta de acordo com os dados
da Figura 24, a qual indica o0 mesmo mecanismo de redugcdo de mercurio(ll) por
substancias hamicas aquéticas, possibilitando inferir que o processo de
fracionamento por ultrafitracdo ndo altera a matriz ambiental com relacdo as

propriedades redutoras.
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Durante a etapa | ocorre a reducdo de 50-55 % da quantidade de ions
mercurio reduziveis, enquanto que o restantes sao reduzidos na etapa Il. Portanto
as fracbes humicas apresentam o mesmo processo de reducdo independentemente
do tamanho molecular e da heterogeneidade da composicdo de grupos funcionais
carboxilicos e fendlicos apresentada na Tabela 07.

BURBA et al. (1994) relata que as interacbes de ions metalicos com
substancias humicas sdo geralmente controladas por fatores termodinamicos e
cinéticos, ndo podendo ser descritas utilizando constantes de estabilidade
convencionais. A analise das equacdes das retas das fracbes humicas (F; a Fg)
apresentadas na figura 38 impossibilitam a determinacdo das constantes de
velocidade e tempo de meia vida da cinética de reducdo de mercurio(ll) pelas
fracbes humicas, respectivamente. Possivelmente este fato esta associado a
influéncia de fatores termodindmicos no processo de complexacdo e reducdo de
mercurio(ll) pelas fracdes humicas nas 3 horas iniciais.

A Figura 40 mostra que a quantidade de mercurio reduzido na presenca das
fracbes humicas €& fortemente influenciada pela razdo dos grupos
fendlicos/carboxilicos (calculada apartir dos dados da Tabela 09) e pela
concentracdo de enxofre, indicando um complexo equilibrio entre os processos de
complexacdo e reducdo de ions mercurio por substancias humicas aquaticas. As
fracbes humicas F3; e F, contém quantidades similares de grupos fendlicos,
entretanto a fracdo F, contém 10% a mais de grupos carboxilicos quando
comparado a F3. Este fato, diminui em 30% a quantidade de mercurio(ll) reduzido
pela fracdo humica F4, evidenciando a competicdo entre o0s processos de

complexacao e reducéo.
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ALLARD et al. (1991) sugeriram que os ions mercurio(ll) sdo complexados e
posteriormente reduzidos pela transferéncia intramolecular de elétrons dos grupos
quinonas para os ions Hg(ll). ROCHA et al. (2000) utilizando espectroscopia na
regido do infravermelho relataram que aparentemente os ions mercurio(ll) séo
preferencialmente complexados por troca ibnica com os hidrogénios dos grupos
carboxilicos. HELBURN & MacCARTHY (1994) relataram similares propriedades
redox do acido humico com uma mistura sintética de diferentes grupos fendlicos e
propuseram essa mistura como modelo para substancia humicas.

Portanto, de acordo com a Figura 39, o aumento da quantidade de grupos
fendlicos em relacdo aos grupos carboxilicos infere as fragcbes das SHA a seguinte
ordem crescente de eficiéncia de reducdo de Hg(ll): Fs < F4 < Fi;F3 < Fs, Fy,
evidenciando que as propriedades redutoras das substancias humicas aquaticas
estdo diretamente relacionados com o0s grupos fendlicos constituintes da
macromolécula humica. MATTHIESSEN (1996) em estudos cinéticos de reducédo de
ions mercurio por substancias humicas, relatou uma diferenca distinta entre o
modelo aplicado a substancias humicas sintéticas e a substancias humicas naturais,
devido a heterogeneidade dos grupos funcionais e a presenca de enxofre. PICCOLO
& STEVENSON (1982) utilizando estudos espectroscopicos sugeriram que outros
grupos funcionais contendo oxigénio, além de COOH, participam da ligacdo entre
substancias humicas e ions mercurio. A Figura 39 mostra que o aumento de
concentracdo de enxofre e a diminuicdo da razao dos grupos fendlicos/carboxilicos,
ou seja, o0 aumento da concentracdo de grupos carboxilicos na estrutura da
macromolécula himica, aparentemente favorece o processos de complexacao dos
ion mercurio e, consequentemente causa a diminuicdo da capacidade de reducéo de

Hg(ll) por SHA.
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Figura 36 — Quantidade de ions mercurio reduzido pelas fracdes de substancias humicas
aquaticas extraidas do Rio Negro-AM (F;: > 100 kDa; F,: 50-100 kDa; Fs: 30-50 kDa; F4: 10-
30 kDa; Fs: 5-10 kDa e Fg: < 5 kDa). Condic6es: fracdes humicas: 368 ug de carbono, Hg(ll):
1,0 ug e pH 5,0.
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Figura 37 — Mecanismo de reducéo de mercurio(ll) pelas fracbes de substancias himicas
aquéticas extraidas do Rio Negro-AM. Condices: fracdes humicas: 368 pg de carbono,
Hg(ll): 1,0 ug e pH 5,0.
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Figura 38 — Cinética de reducgéo dos ions mercurio(ll) pelas fragcdes de substancias humicas
aquédticas extraidas do Rio Negro-AM (Etapa 1). Condic¢des: fracbes humicas: 368 pg de

carbono, Hg(ll): 1,0 ug e pH 5,0.
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0,701 (FHA2)y=-0,0012x +2,417 r= 0,999 (FHAS) y = -0,001x + 2,442 £ 20,099
(FHA3) y = -0,0011x + 2,300 r = 0,997 (FHAG) y = -0,001x + 1,622 r= 0,087
250 350 450 550 650
Tempo, mim

Figura 39 — Cinética de reducgéo dos ions mercurio(ll) pelas fra¢cdes de substancias humicas
aquéticas extraidas do Rio Negro-AM (Etapa Il). Condicdes: fracbes humicas: 368 ug de

carbono, Hg(ll): 1,0 ug e pH 5,0.
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Figura 40 — Influéncias da razdo dos grupos fendlicos/carboxilicos e concentragdo de
enxofre na quantidade de ions mercurio reduzido pelas fracdes de substancias huamicas
agquaticas extraidas do Rio Negro-AM (F;: > 100 kDa; F,: 50-100 kDa; F3: 10-50 kDa; F4: 5-
10 kDa; Fs: 1-5 kDa e Fg: < 1 kDa). Condic@es: fracBes humicas: 368 ug de carbono, Hg(ll):
1,0 ug e pH 5,0.
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6 - Conclusdes

e Os sistemas desenvolvidos para analise por injecdo em fluxo acoplado a espectrometria
de absorcdo atdbmica com geracdo de vapor de mercurio a frio apresentaram elevada
sensibilidade para determinacdo de traco de mercurio em amostras de interesse agro-
industrial e ambientais.

e A eficiéncia da reducdo de Hg(ll) por SHA é fortemente influenciada pelo valor do pH do
meio, concentracdo de SHA. Entretanto independe da razéo Hg(ll)/SHA.

e A cinética de reducado de Hg(ll) por SHA apresenta mecanismo de primeira ordem com
constante de velocidade de aproximadamente 0,002 min™.

e O processo de reducao de Hg(ll) pelas fragbes humicas com diferentes tamanhos
moleculares ocorre em duas etapas, apresentando rea¢des de primeira ordem em relacao
aos fons mercurio(ll) de 0,002 min™ (ty, = 60 min) e 0,0006 min™ (ty», = 450 min),
respectivamente.

e O fracionamento por ultrafitracdo ndo altera a matriz ambiental com relacdo ao
processo de reducéo de mercurio(ll) por substancias humicas aquaticas.

e A de reducdo de mercurio(ll) é fortemente influenciada pela razdo dos grupos
fendlicos/carboxilicos e pela concentracdo de enxofre na estrutura da macromolécula
hdmica, indicando um complexo equilibrio entre os processos de complexacédo e reducao
de ions mercurio por SHA.

e Os resultados evidenciam que as propriedades redutoras das substancias humicas
aquaticas estdo diretamente relacionadas com os grupos fendlicos constituintes da

macromolécula humica.
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