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AVALIAGCAO DA Saccharomyces cerevisiae COMO AGENTE LIGANTE
NA TECNICA DE DIFUSAO EM FILMES FINOS POR GRADIENTES DE
CONCENTRAGAO (DGT) PARA A DETERMINAGCAO DE
METILMERCURIO

RESUMO

Sabendo-se do potencial de toxicidade do mercurio, mais especificamente
de sua forma organica, o metilmercurio (MeHg), faz-se necessaria a busca por
métodos analiticos eficientes e precisos para a determinagao e especiagao do
metal. A técnica de difusdo por gradiente em filmes finos (DGT) ja vem sendo
utilizada para tal fim de maneira eficiente tendo apresentado resultados
satisfatérios em diversos estudos. Porém, a utilizacdo de ligantes alternativos aos
convencionais, que tornem a aplicagdo da técnica menos custosa em termos
laborais e financeiros, faz-se importante para um monitoramento constante e
eficiente do metilmercurio no ambiente. No presente trabalho buscou-se avaliar o
potencial da levedura Saccharomyces cerevisiae imobilizada em agarose em
combinagdo com a poliacrilamida como agente difusivo para determinacao
seletiva de MeHg. Os resultados demonstraram-se positivo, com um coeficiente
de difusdo médio de 7,03 + 0,77 x 10°° cm? s'. Os resultados demonstraram
também baixa influencia do pH, forca ibnica e outros ions na reteng¢ao do analito
pelos dispositivos. As recuperagdes de Hg?* demonstraram-se insatisfatorios,
evidenciando a seletividade dos dispositivos.
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O mercurio € um metal conhecido pela sua toxicidade, sendo considerado
como de grande preocupagado, uma vez que a constante entrada deste metal no
meio ambiente e a ocupacao populacional tém colocado continuamente pessoas em
risco de contaminagao (HORVAT, 2001).

Calcula-se que apenas um tergco do mercurio presente no meio ambiente seja
proveniente da natureza (principalmente erupg¢des vulcanicas), sendo
aproximadamente dois tergos originarios de atividades antrépicas (USEPA, 1997).
Dentre as varias formas em que o mercurio chega ao meio ambiente, a mineragéo
tem papel de destaque, onde o mercurio aparece como subproduto da refinagdo de
metais como cobre, ouro, chumbo e zinco. Em paises como Colémbia, Venezuela e
Brasil, onde a mineracdo é muito comum, inUmeros casos de contaminag¢ao por
mercurio sdo conhecidos (WEINBERG, 2010).

No ambiente aquatico, o mercurio € transformado em metilmercurio (MeHq)
de maneira bidtica principalmente através de bactérias sulfato redutoras, podendo
ocorrer também metilagdo abidtica em ambientes ricos em matéria organica. Esta
metilagcdo pode acontecer tanto a partir do mercurio inorganico quanto do mercurio
metalico, evidenciando a participacdo da atividade garimpeira na formagao do
metilmercurio (BISNOTI e JARDIM, 2004). O MeHg é altamente soluvel e é
rapidamente absorvido pelos organismos por difusdo, ligando-se a proteinas de
forma relativamente estavel. A taxa de eliminacédo do composto pelos organismos é,
portanto, muito baixa e por este motivo o MeHg acaba sendo bioacumulado nos
organismos e biomagnificado ao percorrer os diferentes niveis da cadeia tréfica
aquatica quando um organismo € consumido por outro (HORVAT, 2001). Através do
consumo de peixes, mariscos e outros animais aquaticos o MeHg chega até o ser
humano, onde €& rapidamente absorvido através do intestino, de onde passa
rapidamente a corrente sanguinea, onde sera transportado para todo o corpo,
causando inumeros efeitos adversos em érgédos como o cérebro, coracao, rins, entre
outros (WEINBERG, 2010).

Alguns desastres causados pelo MeHg sao conhecidos. Dois casos bem
relatados sdo os envenenamentos por consumo de peixes € mariscos contaminados

com MeHg em Minamata e Niigata, no Jap&o respectivamente nas décadas de 1950



e 1960 onde a causa de centenas de mortes foi relacionada a esse composto
(HORVAT, 2001; WEINBERG, 2010; BISINOTI e JARDIM, 2004).

O MeHg é, portanto, a forma do mercurio mais danosa para a biota e diante
deste fato, faz-se necessaria a quantificagdo de forma especifica e eficiente do
metilmercurio para que decisbes mais eficientes na forma de lidar com a presenca
desta forma do metal no ambiente possam ser tomadas.

Nesse sentido a técnica de difusdo em filmes finos por gradientes de
concentracado (DGT) (DAVISON e ZHANG, 1994), que ja vem sendo utilizada para
medir concentragdes de diferentes metais e suas espécies em aguas, solos e
sedimentos aparece como uma possibilidade satisfatoria para tal perspectiva. A DGT
apresenta uma série de vantagens em comparagdo com outras técnicas analiticas
como capacidade de amostragem in situ, pré-concentragdo das espécies de
interesse, amostragem integrada durante o tempo (DAHLQVIST et al, 2002; GILLAN
et al, 2012; LI et al, 2007).

O dispositivo DGT convencional consiste principalmente de duas camadas.
Uma camada de ligante, convencionalmente a resina Chelex-100 imobilizada em um
gel de poliacrilamida (acrilamida (15%) e agarose (0,3 %)). Sobre esta, uma camada
permeavel, com porosidade controlada, chamada de difusivo, sendo também,
convencionalmente, um gel de poliacrilamida. As duas camadas séo fixadas a um
pistdo de polipropileno com um anel tendo uma abertura de 20 mm de diametro,
onde ocorre a difusdo dos analitos da solugédo para o interior do da camada mais
interna. Um filtro, geralmente de nitrato ou acetato de celulose € colocado sobre as
camadas de géis ligante e difuso, com fungcdo de proteger os géis de possiveis
danos ao longo da imerséo (ZHANG & DAVISON, 1995). A especiagao dos metais
depende das propriedades da fase ligante (ligacao seletiva de espécies diferentes) e
da camada difusiva (LI et al, 2007).

A técnica de DGT foi utilizada por para a determinacédo de MeHg em aguas
utilizando silica gel funcionalizada com mercaptopropil como agente ligante e o gel
de poliacrilamida como agente difusivo (CLARISSE e HINTELMANN, 2006;
CLARISSE et al, 2009). Hong et al, 2011 também utilizaram o DGT para o MeHg
utilizando também a agarose como camada difusiva e uma resina com grupos tiois

como agente ligante.



O presente trabalho pretende utilizar a técnica de DGT, propondo, porém,
outro material como agente ligante, sendo este a levedura Saccharomyces
cerevisiae.

A S. cerevisiae é um substrato biologico interessante, ja tendo sido avaliado
seu potencial para especiagdo e concentragdo de varios metais (BAG et al, 1998;
BAG, 1999; MAQUIEIRA, 1994; BISCARO et al, 2007), além disso, € um material
barato e encontrado faciimente e em grandes quantidades na sua forma desidratada
nos comércios locais (MENEGARIO et al, 2010). Seu uso ja foi testado com sucesso
anteriormente para a determinagéo seletiva de espécies de MeHg na presencga de
Hg?* (MADRID et al, 1995). Estudos preliminares realizados nos laboratérios do
Centro de Estudos Ambientais da UNESP - Rio Claro utilizando Saccharomyces
cerevisiae imobilizada em agarose mostraram a potencialidade de sua utilizagédo
como agente ligante na técnica DGT para a determinacdo de Cd(ll) e Pb(ll)
(MENEGARIO et al, 2010; MADRID et al, 1995; PESCIM et al, 2012). Deste modo,
considerando a capacidade da Saccharomyces cerevisiae para reter as espécies
quimicas descritas acima, pode-se considerar que a possibilidade da ampliacdo do

uso da levedura imobilizada em agarose.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Mercurio inorgéanico e DGT

Docekalova e Divis (2005) testaram o potencial de duas resinas para sua
utilizacdo como géis ligantes para o mercurio na técnica DGT, a Chelex 100 com
grupos iminodiacéticos e a Spheron-Thiol com grupos tidis, utilizando a agarose
como gel difusivo. O estudo realizado no rio Svitava monstrou maiores valores de
concentragédo de Hg quando utilizada a resina Spheron-Thiol (0.0116 £ 0.0009 ug
L=") em comparagéo a Chelex 100 (0.0042 + 0.0005 ug L™"). Os resultados obtidos
pelas duas resinas ficaram muito abaixo dos valores medidos diretamente no rio
(0.088 + 0.012 pg L™". Essa diferenca indica a seletividade dos dispositivos
utilizados por ions inorganicos e espécies instaveis, ndo sendo capaz amostrar

espécies organicas inertes e coloides.



Divis et al (2010) avaliaram o desempenho quatro diferentes géis ligantes
para determinacdo de mercurio na técnica de DGT, as resinas Chelex 100, Duolite
GT73, Lantosorb modificada, Sheron-Thiol, utilizando sempre a agarose como gel
difusivo. A Duolite GT73 demonstrou melhor capacidade de sor¢gédo para o mercurio,
porém todas as resinas demonstraram capacidade de sorgdo para amostragem em
longos periodos (semanas). Concentragdes abaixo de 5 ng L' puderam ser medidas
em periodos de imersdao 3 a 5 dias. A Duolite GT73 também foi considerada o
melhor gel ligante entre os quatro testados, por permitir trabalhar em uma faixa mais
larga de pH e boa capacidade para mensurar também o mercurio ligado em
complexos fortes. Todos os outros géis ligantes podem ser usados para medir o
mercurio em uma faixa de pH de 6 a 8 e, exceto a Spheron-Thiol, sdo capazes de
reter apenas espécies labeis de mercurio.

Fernandes-Gomez et al (2011) compararam diferentes configura¢gdes dos
dispositivos de DGT para determinagdo de mercurio biodisponivel em aguas. O
primeiro consistiu de Spheron-Thiol imobilizada em poliacrilamida como gel ligante e
a agarose (0,76 mm de espessura) como gel difusivo (C-DGT); o segundo, a silica
gel funcionalizada com 3-mercatopropil como gel ligante e a agarose (0,5 mm de
espessura) como gel difusivo (A-DGT); e a silica gel funcionalizada com 3-
mercatopropil como gel ligante e a poliacrilamida (0,4 mm de espessura) como gel
difusivo (P-DGT). O estudo foi realizado em aguas com e sem matéria organica
dissolvida (MOD). Os trés dispositivos se mostraram eficientes na agua sem MOD,
demonstrando a possibilidade de utilizagdo da poliacrilamida como agente difusivo,
uma vez que esta ndo compete com o gel ligante pela ligagdo com os ions de Hg?*.
Contanto, nas amostras com MOD a C-DGT nao foi eficiente para retengcdo do
analito. Dentre os dispositivos testados o P-DGT demonstrou maior linearidade com
o tempo (R? = 0,983 e 0,989 com e sem MOD respectivamente) e menor limite de
deteccao.

Gao et al (2011) testaram 4 resinas para a determinagcdo de mercurio, além
da resina Chlexe 100. Foram testadas as resinas SH-SBA (3-Mercaptopropyl
functionalized SBA-15), SH-PMO (3-mercaptopropyl functionalized ethenylene
bridged periodic mesoporous organosilica), a resina SQR (Sumichelate Q10R) e a
SH-KG (3-mercaptopropyl functionalized silica gel). Os estudos das mesmas como
geéis ligantes foram feitos utilizando-se a agarose como agente difusivo. A resina
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Chelex 100 ndo demonstrou linearidade entre a retencdo e o tempo enquanto as
outras 4 resinas mostraram resultados positivos, nao diferindo muito entre os valores
(coeficiente de difusdo em média 8.44 + 0.33x107% cm? s™'. A SH-PMO mostrou-se
ligeiramente melhor (maior taxa de retencédo) que as outras trés, seguida por SQR,
SH-SBA e SH-KG.

Zhou et al (2013) testaram um novo material ligante, baseado em silica gel
com grupos tidis funcionalizados para a técnica DGT, para a determinagao de Hg em
aguas. Como agente difusivo os autores utilizaram uma camada hibrida de amido
orgéanico/silica. O coeficiente de difusdo obtido foi de 0,09x 10°€ cm? s e a
capacidade de retengéo foi de 0,64 ug cm2. Este valor para o coeficiente de difusdo
esta abaixo quando comparado a estudos semelhantes realizados anteriormente. O
dispositivo proposto no estudo representa uma nova perspectiva para a técnica de
DGT, porém, estudos mais detalhados em condi¢cdes variadas sdo necessarios para
um melhor entendimento do método.

Szkandera et al (2014) utilizaram dioxido de titanio imobilizado em
poliacrilamida como agente ligante para a determinacao de diferentes espécies de
mercurio labil em sistemas aquaticos. Os estudos demonstraram pouca influencia do
pH e da forga ibnica sobre a eficiéncia dos dispositivos. Os estudos da influéncia da
substancia humica mostraram interferéncias muito baixas quando comparadas com
a resina Chelex-100 comumente utilizada. A aplicacdo do método em agua do mar é
limitada, uma vez que foi verificada grande influéncia de cloretos na retengcao do Hg
pelo ligante.

Colago et al (2014) utilizaram recentemente dispositivos DGT com a
membrana Whatman P81 como agente ligante e a agarose como agente difusivo
para a determinacdo de Hg?* em aguas. Os autores relataram recuperagdes de 97%
e coeficiente de difusdo de 7,8 + 0,5 10° cm? s'. Segundo os autores, o dispositivo
proposto demonstrou-se eficiente em uma larga faixa de pH e forga ibnica, apesar
de néo ser eficiente em forga idnica proxima ou superior a 0,1 mol L-'. A influéncia
de outros ions metalicos na retengcao do analito pelo dispositivo proposto foi baixa.
Os autores ainda relataram que no estudo realizado in situ, mesmo com
concentragdes de Hg?* muito baixas, os dispositivos foram capazes de quantificar o

analito devido a capacidade de pré-concentracido dos dispositivos DGT.
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2.2. Metilmercurio e DGT

Clarisse e Hintelmann (2006) ja aplicaram com sucesso técnica de difusdo em
filmes finos por gradientes de concentragédo para determinagcdo de MeHg em aguas
utilizando a silica gel funcionalizada com 3-mercatopropil e a poliacrilamida como
géis ligantes e difusivos, respectivamente. A quantificacao foi feita por ICP-MS
depois da derivatizacdo de MeHg com borato de tetraetila e pré-concentragdo no
adsorvente Tenax, seguido por separagdo cromatografica. Os resultados
demonstraram uma acumulagao eficiente (>75%) em pH 3-9 ([NaCl] 0,01 mol L") e
um forte efeito de matriz causado pela presencga de tiouréia. A tiouréia foi utilizada
juntamente com o acido hidrocloridrico para a eluicdo do analito, porém, este forma
complexos muito estaveis com o metilmercurio, interferindo na reacao de etilacao
utilizada no procedimento analitico. Para analisar o potencial de interferéncia, foram
realizados experimentos com diferentes concentragdes de tiouréia para a elui¢ao.
Os resultados mostraram a concentragdo maxima de 1,3 mmol L' como ideal para
uma eficiente eluicdo com pouco efeito de matriz na determinagao por ICP-MS.

Resultados positivos também foram obtidos na caracterizagao das espécies
de mercurio em solos através de HPLC-ICP-MS, utilizando agarose como gel
difusivo e testando as resinas Chelex-100 e Spheron-Thiol como possiveis ligantes.
Os estudos demonstraram recupera¢des melhores para a Spheron-Thiol (83-97%)
em relacdo a Chelex-100 (50-58%), sendo assim os experimentos seguintes foram
realizados utilizando-se apenas a Spheron-Thiol. A utilizagado da técnica de HPLC-
ICP-MS demonstrou boa separagao e sensibilidade para as espécies investigadas
(Hg?*, CHsHg* e CH3CH2Hg") (CATTANI et al, 2008).

A determinagdo de metilmercurio por DGT também foi utilizada com sucesso
para monitorar a especiacao de MeHg dissolvido em um lago boreal estratificado de
Ontario, no Canada. O estudo permitiu identificar as diferentes formas do MeHg no
epilimnio, metalimnio e hipolimnio deste lago (CLARISSE et al, 2009) . Outro estudo
foi realizado para medir a fragdo labil de MeHg dissolvida na agua intersticial em
sedimentos na Baia de Sao Francisco. Os resultados foram positivos e
demonstraram que o DGT tem potencial para predizer as taxas de metilacao nestes
sedimentos (CLARISSE et al, 2011). Também foram realizados estudos para testar o
potencial do DGT na substituicdo do mexilhdo Macoma balthica como bioindicador

da bioacumulagdo de MeHg em ambientes marinhos. Os resultados demonstraram
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bons resultados demonstrando que o DGT é capaz de prever razoavelmente a
absorcdo de MeHg pelo molusco, evidenciando a possibilidade da utilizagdo do
dispositivo como substituto para organismos sentinela (CLARISSE et al, 2012). Os
trés estudos utilizaram a silica gel funcionalizada com 3-mercatopropil como gel
ligante e a poliacrilamida como gel difusivo, quantificando o material por GC-ICP-MS.

Gao et al (2014) utilizaram a silica gel funcionalizada com 3-mercatopropil
como gel ligante, substituindo a poliacrilamida como gel difusivo pelo gel de agarose,
para a determinagdo de MeHg pelo DGT em aguas. Os autores testaram dois
processos para a extragao do analito do gel ligante: Um utilizando a tiouréia como
complexante e outro através de extracido acida A tiouréia demonstrou recuperacoes
muito baixas, enquanto a extracdo acida obteve recuperagdes do analito de 100%.
Apos a extracdo, seguiu-se a etilagcdo do MeHg liberado, permitindo assim a sua
determinacdo em concentragdes muito baixas através de cromatografia gasosa com
amostragem por headspace acoplado a AFS. O coeficiente de difusdao obtido no
experimento foi de 5,1 + 0,20 x 10-°cm? s™' e o dispositivo testado demonstrou pouca
influéncia das diferentes fogas ibnicas e pH.

Estudos recentes para a determinagao de 4 espécies de mercurio (mercurio
idnico - Hg?*, CH3Hg*, C2HsHg* e CeHsHg*) em aguas foram realizados utilizando a
agarose como gel difusivo e dois ligantes com grupos funcionais tidis imobilizados
em gel de poliacrilamida: a Duolite GT73 e a Ambersep GT74. A analise das
amostras liquidas ou dos géis de resina foi feita diretamente através de um
analisador de mercurio para amostras solidas com formagdo de amalgama e
posterior leitura por espectrometria de absor¢cao atdmica acoplado a geragdo de
vapor frio (CV-AAS). As variaveis do sistema foram avaliadas. A Duolite GT73
demonstrou alta capacidade de acumulagdo em condigbes muito alcalinas (pH > 8)
enquanto a Ambersep GT74 demonstrou alta capacidade de acumulacdo em
condi¢gdes muito acidas (pH < 3). A acumulagao de fenilmercurio foi bastante afetada
na presenca de cloretos enquanto a presenga de substadncia humica afetou as
acumulagdes na sequéncia CeHsHg* < CoHsHg* < CHsHg* < Hg?* devido a baixa
afinidade das espécies de mercurio organico pelos grupos funcionas da substancia
humica. Os coeficientes de difusdo encontrados para o Hg?* e o CHsHg* foram
bastante semelhantes (9,07 + 0,23 x 10 cm? s' e 9,06 + 0,30 x 10° cm? s

respectivamente) enquanto para o C2HsHg" e o CsHsHg" foram significativamente



13

mais baixos (6,87 + 0,23 x 10 cm? s e 3,86 = 0,19 x 10 cm? s' respectivamente)
(PELCOVA et al, 2014).

Fernandez-Gémez et al (2014) estudaram uma resina funcionalizada com
grupos tidis como agente ligante, comparando a agarose (A-DGT) e a poliacrilamida
(P-DGT) como agentes difusivos para a determinacdo de MeHg. Os autores
observaram diferengas significativas entre os valores do coeficiente de difusdo (D)
na presenca e auséncia de matéria organica dissolvida (MOD). Para o A-DGT, os
valores de D obtidos na auséncia e presengca de MOD foram de 3,15 x 10 e 2,68 x
10 cm? s respectivamente. Para o P-DGT, estes valores foram de 2,49 x 10 e
1,69 x 106 cm? s'. Os autores afirmam ainda que mesmo com um coeficiente de
difusdo maior para a agarose na auséncia e presenga de MOD, a poliacrilamida
parece ser uma escolha melhor para monitoramento de concentragées muito baixas

em aguas eutroficas.

2.3. Especiagao de Hg usando AFS

Muitos estudos foram feitos utilizando-se diferentes técnicas para a analise de
especiacao de mercurio e sua quantificacao. A Tabela 01 cita as principais técnicas
utilizadas para este fim. Uma vez que é muito comum o uso de siglas quando trata-
se do assunto, a Tabela 01 também nos mostra as siglas e suas respectivas

técnicas.
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Sigla Técnica

Referéncia

Hydride Generation Cryofocussing Gas
HG-CT-GC-AFS .
Chromatography Atomic Fluorescence Spectrometry
Ethylation Cryofocussing Gas
Eth-CT-GC-AFS
Chromatography Atomic Fluorescence Spectrometry
Flow Injection Analysis Gas Chromatography
FIA-GC-CV-AFS
Cold Vapor Atomic Fluorescence Spectrometry
Cloud Gas Extraction High Performance
CPE-HPLC-CV-AFS Liquid Chromatography Cold Vapor Atomic
Fluorescence Spectrometry

High Performance Liquid Chromatography

HPLC-CV-AFS .
Cold Vapor Atomic Fluorescence Spectrometry
Flow Injection Analysis Capillary
FIA-CE-AFS
Electrophoresis Atomic Fluorescence Spectrometry
Flow Injection Analysis Capillary Knotted
FIA-KR-CV-AFS Reactor Cold Vapor Atomic Fluorescence
Spectrometry
Coiled Reactor Photochemical Vapor
CR-PVG-AFS
Generation Atomic Fluorescence Spectrometry
Multisyringe Chromatography Cold Vapor
MSC-CV-AFS yring grapny P
Atomic Fluorescence Spectrometry
Eletrochemical Cold Vapor Atomic
ECV-AFS
Fluorescence Spectrometry
Microwave-enhanced Vold Vapor Atomic
MCV-AFS
Fluorescence Spectrometry
High Performance Liquid Chromatograph
HPLC-CV-AFS 9 a araphy

Cold Vapor Atomic Fluorescence Spectrometry

STOICHEV et al, 2009

STOICHEV et al, 2009

TSENG et al, 2004

YU, 2005

Ll et al, 2005

WANG et al, 2006

WU et al, 2006

GAO et al, 2010

GUMAN-MAR, 2011

ZHANG et al, 2012

WU et al, 2012

LENG et al, 2012

A Tabela 02 mostra alguns estudos realizados com AFS para a especiagao de

mercurio, as principais espécies detectadas, seus limites de deteccdo e sua

aplicagao.
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Técnica LD Hg* LD MeHg LD EtHg Amostra Referéncia
. STOICHEV
HG-CT-GC-AFS 0,13 ng L™ 0,01 ng L™ - Agua.
et al, 2004
STOICHEV
Eth-CT-GC-AFS 0,22 ng L™ 0,2ng L™ - Sedimento
et al, 2004
Sedimento e TSENG et al,
FIA-GC-CV-AFS - 10 ng L™ -
agua 2004
CPE-HPLC-P-
2ng L 9ng L 4 ng L Biologica YU, 2005
CVAFS
Frutos do
HPLC-CV-AFS 190 ng L™* 270 ng L™ 260 ng L™ LI et al, 2005
mar
) WANG et al,
FIA-CE-AFS 100000 ng L~ 200000 ng L~ - Agua
2006
Biolégicase WU et al,
FIA-KR-CV-AFS 36ngL™ 2,0ng L™! -
Ambiental 2006
) GAO et al,
CR-PVG-AFS 4-8nglL™ 4-8nglL™ - Agua
2010
GUMAN-
90000 ng Bioldgica e
MSC-CV-AFS 110000 ng L™ 30000 ng L™ MAR et al,
L Ambiental
2011
Frutosdo ZHANG et al,
ECV-AFS 98 ng L' 73 ng L -
mar 2012
Biolégica e WU et a,
MCV-AFS 5ng L™ 5ng L™ - .
geoldgica 2012
LENG et al,
HPLC-CV-AFS 29 ng L™! 28 ng L™* 57 ngL™" Sedimento 2012

Hg = Mercurio inorganico
MeHg = Metilmercurio

EtHg = Etilmercurio

Com base nos dados da Tabela 02, é possivel notar que grande parte dos

trabalhos de analise de especiagcao de mercurio em AFS envolve o acoplamento de
cromatografia, liquida (YU et al, 2005; LI et al, 2005; LENG et al, 2012) ou gasosa
(STOICHEV et al, 2004; TSENG et al, 2004). A cromatografia liquida possui limites

de detecgcdo mais altos se comparada com a gasosa, necessitando de métodos de
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pré-concentragdo para atingir baixos limites de detecgdo, por exemplo, extragdo em
ponto nuvem (YU et al, 2005).

Dentre os métodos ndo cromatograficos, com excecgao da eletroforese capilar,
que nao apresentou limites de detecgao satisfatorios para aplicagdes ambientais
(WANG et al, 2006), os métodos propostos apresentaram bons limites de detecgao

(na faixa de ng L").

3. OBJETIVOS

Desenvolver um método para determinar MeHg in situ em aguas de rios
usando a técnica de difusdo em filmes finos por gradiente de concentragao (DGT)
baseado no uso da Saccharomyces cerevisiae imobilizada em agarose como agente

ligante.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Equipamentos e acessorios
- Espectrébmetro de fluorescéncia atébmica- AFS (Millenium Merlin, PS

Analytical, UK);
- Espectrémetro de emisséo éptica com plasma acoplado indutivamente (ICP
OES) (ICap 6300, Thermo Scientific, UK);

- Sistema de purificagdo de agua com resistividade final de 18,2 MQ cm-1
(Milli-Q, Millipore, USA)

- Dispositivos de DGT de polipropileno (pistdo e anel) (DGT Research Lda,
UK)

- Agitador magnético (Fisatom — modelo 752, Brazil)
- Agitador com movimento orbital (PR70, Hoeter Pharmacia Biotech, USA)

- Balanca analitica (AG 200, Gehaka, Brazil).
- Chapa de aquecimento (Te-018, Tecnal, Brazil).

- Pipetas automaticas (Gilson, France).
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-Vidrarias, acessorios de laboratorio e equipamentos de uso rotineiro em
laboratérios de quimica analitica, como, medidores de pH, micropipetas e

termbmetros.

4.2. Reagentes e solugoes

Preparo da solucéo-estoque de MeHg 100 mg L

A preparacgéo da solugédo de estoque de 100 mg L' de MeHg foi feita a partir
cloreto de metilmercurio (Aldrich). Foram diluidas 0,0130 g do soluto com 20 mL de
metanol, completando-se com agua ultrapura até 100 mL, formando assim uma
solugdo de 100 mg L' de MeHg em metanol 20% (v/v). A solugdo foi mantida
refrigerada e livre de luz, evitando assim a degradagdo do MeHg (FERNANDEZ-
GOMEZ et al, 2011).

Preparo da solugcédo de KBrO3z (0,0333 mol L1)

A solugédo de brometo de potassio foi preparada semanalmente segundo
procedimento descrito no manual PS Analytical (PS Analytical, 2002). Foram diluidos
1,39 g de KBrOs (Merck) em 250 mL de agua ultrapura.

Preparo da solucao de KBr (0,2 mol L)

A solugdo de bromato de potassio foi preparada mensalmente segundo
procedimento descrito no manual PS Analytical (PS Analytical, 2002). Foram diluidos
5,95 g de KBr (Merck) em 250 mL de agua ultrapura.

Preparo do KBr-KBrOs
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A solugdo brometo de potassio — bromato de potassio utilizada para a
oxidagao das diferentes espécies de mercurio para Hg (Il) foi preparada diariamente

misturando-se partes iguais de KBr e KBrOa.

Preparo da OHNH3CI (12%m/v)

A solucdo de hidroxilamina utilizada para a neutralizagdo do excesso de KBr-
KBrOs foi preparada semanalmente segundo procedimento descrito no manual PS
Analytical (PS Analytical, 2002). Foram diluidos 12 g de cloridrato de hidroxilamina

(Mallinckrodt) em 100 mL de agua ultrapura.

Preparo dos padrdes de MeHg

Os padrées de metilmercurio utilizados nas curvas analiticas foram
preparados conforme procedimento descrito no manual PS Analytical. Foram
preparados padrdes de 0,25 -0,5-1,0-2,0-4,0 - 5,0 — 10,0 mol L-'. Em frascos
de 50 mL adicionou-se os volumes de MeHg correspondentes as respectivas
concentragdes, em seguida foram adicionados 7,5 mL de HCI 33% (m/v) e 1 mL de
KBr/KBrOs, completando-se o volume para 50 mL com agua ultrapura. Os padrdes
sdo deixados para reagir durante 30 minutos. Apds este periodo foram adicionados

30 pL de OHNHsCI 12% (m/v) e as amostras sdo entéo levadas a leitura.

Preparo da solucdo de SnCl> 2%(m/v)

A solugao de cloreto estanoso 2% (m/v) utilizada para a redugao do Hg (ll) na
geracao de vapor frio foi preparada segundo o método descrito no manual PS
Analytical, 2002. Para o preparo de 500ml de SnCl22% foram diluidas 10 g de SnCl2
(Caledon) em 225 mL de HCI 33% (v/v). Em seguida a solugéo foi aquecida para que
haja a completa dissolugao do SnCl2, completando-se posteriormente até 500 mL

com agua ultrapura.

Preparo do reagente branco
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A solugéo do reagente branco utilizada na geragao de vapor frio foi preparada
segundo o0 método descrito no manual PS Analytical, 2002. Para o preparo de 1 L de
reagente branco foi preparada uma solugdo com 150 mL de HCI 33% (m/v), 20 mL
de solugédo KBr/KBrOs e o restante do volume de agua ultrapura. Esta solugéo foi
deixada para reagir durante 30 minutos e apos este periodo foram adicionados 600
ML de OHNHsCI 12% (m/v)

Preparo dos discos de S. cerevisiae (agente ligante)

A preparagcdo do gel de levedura foi realizada dissolvendo-se a agarose
(Pharmacia Biotech AB) (0,9 g, 3% m/v) em 50 mL de agua em banho-maria (80°C)
e adicionando-se S. cerevisiae desidratada (6 g, 20% m/v) sob agitacdo com bastéo
de vidro. Em seguida a suspensao foi transferida para o molde de vidro com
espagadores de 0,6mm (Figura 1) e mantida em repouso até atingir a temperatura
ambiente. A l&mina de gel formada foi cortada na forma de discos de 25 mm de
didmetro e 1 mm de espessura (Figura 2). Os discos foram entdo lavados e
preservados a 4°C em agua purificada até sua utilizagao.

Figura 1 - Fundidor
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Figura 2 - Discos de levedura

Preparo do gel de poliacrilamida (agente difusivo)

O gel de poliacrilamida é vendido comercialmente por DGT Research LTD
sendo obtido em forma de Iaminas de, com 0,8 mm de espessura. A partir da lamina
sdo cortados discos de 2,5 cm de didmetro. Os discos sdo entdo armazenados em
solugdo NaCl 0,05 mol L', por pelo menos 24h, podendo ser utilizados apos este
periodo.

Preparo do nitrato de celulose (filtro)

O filtro de nitrato de celulose (Sartorius Stedim Biotech Ltda) utilizado no
estudo é encontrado na forma de discos de 2,5 cm de diametro com porosidade de
0,45 pym e espessura entre 115-145 ym.

Os filtros passaram por processo de descontaminagao: imersao dos filtros em
solugdo de HNO3 1 mol L' por 24 horas, em seguida lavados com agua deionizada

até o pH da solugéo de lavagem chegar proximo da neutralidade (pH 5,5 — 7,5)
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Apo6s o processo de descontaminacao os filtros foram acondicionados em
solugéo de NaCl 0,05 mol L.

4.3. Principios da técnica DGT

Na técnica DGT (DAVISON e ZHANG, 1994), um dispositivo & imerso no
sistema a ser monitorado (por exemplo, no mar ou em um rio) durante um intervalo
de tempo definido. A quantidade dos ions acumulados é recuperada do dispositivo,
determinada por uma técnica analitica apropriada e usada para quantificar as

concentracdes das espécies labeis no sistema.

Espécies labeis podem ser ions livres hidratados ou espécies (organicas ou
inorganicas) fracamente complexadas que podem se dissociar rapidamente. Para o
avaliagcbes ambientais e controle de contaminagdes o estudo da fracao labil dos
metais se faz importante por estar diretamente relacionado a biodisponibilidade
destes metais (ZHANG e DAVISON, 1995).

A técnica DGT se baseia na 12 lei de difusao de Fick. O fluxo (F) dos ions que

difundem da camada do gel difusivo para a resina é dado pela eq. 1:
F=D(C,-C")/Ag (1)

onde D é o coeficiente de difusdo do gel, Cb é a concentracdo do ion labil na
solugdo externa, C’ é a concentragcao do ion livre na resina e Ag € a espessura do
gel difusivo. Se os ions estiverem em rapido equilibrio com a resina e apresentarem
uma forte ligagdo, a concentracdo C’ sera zero, caso nao ocorra a saturagdo da

resina, assim temos a eq, 2:
F=DC,/Ag (2)

Sendo a definigao de fluxo F =M/ At, onde M é a massa do ion, A a area da

janela do dispositivo e t o tempo, podemos reescrever a eq. 2 :

M = DC,tA/Ag (3)
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Determina-se a massa M do ion e calcula-se a concentragdo Cp do metal na

solugéo externa (solugéo onde dispositivo foi imerso) com a eq. 4:
C, = MAg / DtA (4)

A massa do ion acumulada M no disco de gel com resina € obtida através da

equacao (5).
M = Ce (Veluente +nge|)/ fe (5)

onde Ce é a concentracédo do ion determinada no eluido, Vemente € 0 volume
de eluente adicionado ao gel com resina, Vger € 0 volume do gel com resina e fe é o

fator de eluigao para cada ion.

4.4. Procedimento de eluigao

Apés a retirada dos dispositivos de DGT das solugdes, os dispositivos sao
desmontados, sendo o nitrato de celulose e a poliacrilamida descartados. Os discos
de levedura foram entdo lavados e colocados, todos no mesmo momento, em tubos
de 15ml contendo 5ml de HCI 1 mol L' e mantidos sob agitagdo durante 24h. Este

procedimento visa a recuperacao de todos os ions retidos nos discos de levedura.

4.5. Pré tratamento das amostras

Apos o processo de eluicdo, os discos foram removidos de seus respectivos
tubos e entdo centrifugados a 4000 rpm durante 10 minutos. Apds a centrifugagéo, 1
mL de cada solugdo contida no tubo foi retirado (da parte superior da solugéao,
evitando a agitagéo e o contato com o precipitado) e colocado em tubos de 50 mL. A
cada tubo de 50 mL com 1 mL de solugdo de MeHg (ja eluida e centrifugada), foram
adicionados 7,5 mL de HCI 33% (v/v), 1 mL de solugdo KBrOs/KBr, completando-se
o conteudo com agua ultrapura até 50 mL (diluicdo de 50x). As solugbdes foram

deixadas para reagir durante 30 minutos e apds este periodo foram adicionados 30
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ML de OHNHsCI. Apos este procedimento, as amostras foram entdo levadas para a
leitura por CV-AFS.

4.6. Montagem dos dispositivos DGT

Os dispositivos foram montados em capela de fluxo laminar, minimizando
assim o risco de contaminagao, colocando-se sobre o pistdo de polipropileno (parte
inferior do dispositivo) um disco de gel de levedura (agente ligante), sobre este um
disco poliacrilamida (agente difusivo) e sobre ambos um filtro de acetato de celulose.
Os discos foram fixados por uma luva de polipropileno (parte superior do
dispositivo), com abertura de 20 mm de diametro, permitindo assim a difus&do dos

ions para dentro do dispositivo (Figura 3).

Figura 3 - Dispositivos do DGT

4.7. Imersao de 48h

Para a construgcado da curva de imersao e o calculo do coeficiente de difusao
foram preparados 4 L de solugdo de 100 ug L' de MeHg (Forga I6nica de 0,05 mol
L-! ajustada com NaCl e pH 5,5 ajustado com HCI e NaOH). A solugéo foi mantida
em constantemente sob agitagcdo em incubadora a 23 + 1 °C (Figura 4) durante 24h

para estabilizagao.
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Ap06s o periodo de estabilizagdo foram imersos 8 dispositivos DGTs montados
conforme procedimento descrito anteriormente. Os dispositivos foram mantidos
imersos durante 4, 12, 24 e 48h, retirando-se dois dispositivos em cada um dos
tempos de imersao. Apds a retirada, os DGTs foram desmontados, sendo o nitrato
de celulose e a poliacrilamida descartados. Os discos de levedura sao entédo lavados
e colocados em tubos de 15 mL vazios para posterior eluigao, 1 dispositivo por tubo.

Figura 4 - Imersao dos dispositivos

4.8. Calculo do coeficiente de difusao.

O coeficiente de difusao foi calculado segundo a eq. (6)
D = (aAg).(CaS)™ (6)

Onde D é coeficiente de difusdo (cm? s); a € o coeficiente angular da reta
definida pela relagdo massa do ion retida por unidade de tempo (ngq s'); Ag é a
espessura do agente difusivo (cm), Ca € a concentragdo do metal livre ou labil na

solugéo de imersdao (mg L-') e S é a area do orificio da cdmara (cm?).
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4.9. Efeito da Forga I6nica na capacidade de ligagao da S. cerevisiae
Efetivo

Para o experimento que visou avaliar a influéncia da forca i6nica foram
preparadas 4 solugdes de 2 L de MeHg 100 ug L (pH 5,5 ajustado com HCI 0,1 mol
L' e NaOH 1,0 mol L"). As solugbes foram preparadas com as seguintes forgas
idnicas: 0,1 mol L1 — 0,05 mol L-' — 0,005 mol L' — 0,0005 mol L-'. Para o ajuste das
forgas idnicas das solugdes de imerséo foi utilizada solugdo de NaCl 2,0 mol L. A
solugédo foi mantida em constantemente sob agitagdo em incubadora a 23 + 1 °C

(Figura 4) durante 24h para estabilizagao.

ApOs o periodo de estabilizagcdo, em cada uma das solugdes foram imersos 3
dispositivos DGT preparados conforme procedimento descrito anteriormente, que
ficaram imersos durante 6h, sendo todos retirados no final deste periodo. Apds a
retirada, os DGTs foram desmontados, sendo o nitrato de celulose e a poliacrilamida
descartados. Os discos de levedura sdo entao lavados e colocados em tubos de 15

mL vazios para posterior eluicdo, 1 dispositivo por tubo.

4.10. Efeito do pH na capacidade de ligagao da S. cerevisiae

Para o experimento que visou avaliar a influéncia do pH foram preparadas 4
solugdes de 2 L de MeHg 100 ug L' (Forga idnica 0,05 mol L-! ajustada com NaCl
2,0 mol L"). As solugdes foram preparadas com os seguintes pH: 3,5 - 5,0 — 6,5 —
8,5. Para o ajuste do pH das solugdes de imersao foram utilizadas solugées de HCI
1,0 mol L' e NaOH 0,1 mol L. A solucdo foi mantida em constantemente sob

agitacdo em incubadora a 23 + 1 °C (Figura 4) durante 24h para estabilizacao.

Apobs o periodo de estabilizagdo, em cada uma das solugdes foram imersos 3
dispositivos DGT preparados conforme procedimento descrito anteriormente, que
ficaram imersos durante 6h, sendo todos retirados no final deste periodo. Apos a

retirada, os DGTs foram desmontados, sendo o nitrato de celulose e a poliacrilamida
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descartados. Os discos de levedura sao entdo lavados e colocados em tubos de 15

mL vazios para posterior eluicdo, 1 dispositivo por tubo.

4.11. Teste de Interferentes

Para avaliar a influéncia de interferentes na retengdo de MeHg pela S.
cerevisiae foram conduzidas imersdes dos dispositivos S. cerevisiae + poliacrilamida
em solugdes de Mn, Cu, Zn, Fe, Pb e Cd. As imersdes ocorreram durante 6h em
solugdes de 1L de MeHg 10 ug L' (pH = 5,0; Forga lénica = NaNOs 0,05 mol L
com cada um dos elementos (Mn, Cu, Zn e Fe = 100 ug L"; Pb Cd = 1000 ug L"). A
determinacdo da concentragcdo dos interferentes foi feita por Inductively Coupled

Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP-OES).

4.12. Teste de Especiagcao
Foram realizados trés experimentos utilizando-se diferentes dispositivos na

tentativa de obter a especiacdo do mercurio.

No Teste 1 foram preparadas 3 solugbes de 3 L cada: Hg?* (30 ug L' de
Hg?*), MeHg (30 ug L' de MeHg) e Mistura (30 ug L' de Hg?* + 30 ug L' de MeHg).
As solugdes foram mantidas em incubadora a 23 °C. O pH (5,0) e a forga Ibénica
(0,05 mol L' NaCl) foram mantidos para as trés solugdes. Foram imersos trés
dispositivos DGT montados com S. cerevisiae + poliacrilamida. Os dispositivos
ficaram imersos por um periodo de 6 horas. Apds este periodo os dispositivos foram
retirados, desmontados e os ligantes seguiram entdo para o procedimento de

eluicdo, conforme descrito no relatério anterior.

O teste 2 seguiu o procedimento realizado no Teste 1, com exceg¢ao do ajuste
da forga l6nica. Neste experimento, a Forga I6nica foi ajustada para 0,05 mol L' de
NaNOs (removendo o NaCl da solugao). Esta modificagao foi realizada uma vez que
verificou-se que nesta concentragdo de NaCl, o mercurio liga-se ao ClI, formando
uma molécula anidnica (BOSZKE et al, 2002), podendo levar assim, a resultados
distorcidos. Levando-se este fato em consideragdo, para todos os experimentos
subsequentes, a forga I6nica foi ajustada com NaNOs.
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No Teste 3 os dispositivos foram imersos por 4h. Foram preparadas 3
solugbes de 3 L cada: Hg?* (75 ug L' de Hg?*), MeHg (75 ug L' de MeHg) e Mistura
(75 ug L' de Hg?* + 75 ug L' de MeHg). As solugbes foram mantidas em incubadora
a 23 °C. O pH (6,5) e a forga I6nica (0,05 mol L' NaNO3) foram mantidos para as
trés solucdes. Neste experimento foram imersos dois dispositivos DGT montados

com S. cerevisiae + poliacrilamida.

Nos experimentos com mercurio, verifica-se uma grande diminuicdo da
concentragcédo do elemento no momento final da imersdo em relagdo ao momento do
preparo da solugcao devido a adsor¢ao do elemento a superficie dos recipientes e
dispositivos. Na tentativa de minimizar as dificuldades causadas por este efeito,
todos os dispositivos (apenas pistdo e capa, sem os discos) e suportes foram
mantidos imersos nas suas respectivas solugdes durante 24h. Apds este periodo, os
materiais sao retirados das solugdes, os dispositivos sdo montados e a imersao é
realizada. Este procedimento minimiza as diferengas entre concentragdo do
mercurio no momento inicial e final da imerséo dos dispositivos, permitindo-se assim,

uma quantificacdo mais precisa do analito.

4.13. Determinagao de MeHg por CV-AFS

. Para a determinagédo de MeHg foi utilizado o espectrometro de fluorescéncia
atbmica equipado com detector de Hg Merlin. O gas de arraste e de secagem
utilizado foi o argonio. Para a determinagdo do MeHg e do Hg?* nos experimentos
conduzidos foi utilizado o espectrémetro de fluorescéncia atdmica equipado com

detector de Hg Merlin. O gas de arraste e de secagem utilizado foi o argénio.

A geragao de vapor frio foi montada utilizando-se o cloreto estanoso (SnClz2)
2% m/v para a reducdo do Hg (Il) e reagente branco preparado conforme

procedimento descrito no manual PS Analytical (PS Analytical, 2002).

Todas as medidas utilizadas foram baseadas nas leituras relativas a altura de

pico.
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4.14. Condigcoes de operagao do CV-AFS

A Tabela 03 apresenta os principais parametros utilizados nas analises pelo
CV-ICP-OES.

Tabela 03 - Condi¢oes de operagao do CV-AFS

Condic¢oes de Operagido CV-AFS

Vazao do gas de arraste (Ar) 0,3L/min
Vazao do gas de secagem (Ar) 2,5L/ min
Vazéo do branco/amostra 5,6 mL / min
Vazéo do redutor 2,8 mL / min
Ganho 10
Delay time 15s
Analysis time 30s
Memory time 20s

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Curvas de Imersao

As figuras 5 e 6 mostram, respectivamente, as curvas de imersao, em solugao
de MeHg, durante 48 e 6 horas. Os dados estao expressos em relagdo massa retida
/ concentragao da solugéo (M/C) em fungéo do tempo de imerséo. Este experimento
foi realizado com dispositivos DGT utilizando a S. cerevisiae imobilizada em agarose
(gel ligante) e a poliacrilamida (gel difusivo). Uma vez que houve uma pequena
variagcao na concentracdo das solucdes de imersao, preferiu-se expressar os dados
utilizando-se a curva de massa retida/concentragcao da solugdo em fungao do tempo
de imersao, ao invés da curva de massa retida em funcdo do tempo de imersao
comumente utilizada, permitindo assim uma normaliza¢gdo dos dados considerando a
variacdo da concentragao da solucao. Esta variacdo da concentracdo da solugao de
imersao, encontrada em imersdes em laboratorio, principalmente, para solugbes de

mercurio, ndo € um problema pratico, pois ndo ocorre em imersoées in situ.
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Figura 5 - Curva de imerséo 48h (MeHg 100 ug L™'; pH 5,5; F1 0,05 mol L)
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Figura 6 - Curva de Imerséo 6h (MeHg 100 ug L™'; pH 5,5; FI 0,05 mol L)
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A retengdo do analito foi significativa (média de 75,03 ng MeHg h') e
linearidade da relagdo M/C em fungédo do tempo foi bastante alta (R? = 0,9954 e
0,9917 para as imersdes longa e curta, respectivamente), evidenciando que o Mehg
€ quantitativamente retido pelos discos de S. cerevisiae imobilizada em agarose e
confirmam a possibilidade de utilizagdo do material proposto na técnica de DGT para
a determinacdo de MeHg em sistemas aquaticos. Os valores dos coeficientes de
difusdo obtidos na imersé&o longa e curta foram de 8,08 + 0,32 x 10 cm?s'e 7,91
0,51 x 108 cm? s (23 °C), respectivamente. Os dois valores ndo apresentam
diferencga significativa entre si e ambos estdo préoximos aquele obtido por Pelcova et
al, 2014(9,6 £ 0,3 x 10 cm? s'). Os valores obtidos também sdo superiores em
relagdo a outros experimentos com MeHg e DGT realizados anteriormente (5 — 5,26
cm? s (GAO et al, 2014; CLARISSE e HINTELMANN, 2006; CLARISSE et al, 2009;
HONG et al, 2011)

As determinagdes usando CV-AFS foram caracterizadas por um limite de
detecgado instrumental de 8,1 ng mL-' (LD = 3 x SDuranco). Considerando um fator de
pré concentracao de 8,43, obtido com imersdes de 48 horas, pode-se se estimar um
limite de deteccdo para a associagdo da DGT com AFS-CV de 0.96 ng mL-'. Estes
valores evidenciam a possibilidade de aplicagdo da técnica para a determinagao

quantificacdo do analito em concentragdes muito baixas.

5.2. Coeficiente de Difusao S. cerevisiae
Os experimentos subsequentes demonstraram uma pequena variagao nos

valores do coeficiente de difusdo. Sendo assim, foi estabelecido um novo valor para
0 mesmo, levando em conta o valor médio e a variagdo do mesmo em todos os
experimentos. A Tabela 4 exibe os valores do coeficiente de difusdo obtidos em

cada experimento.
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Tabela 04 - Coeficientes de Difusdo (D) determinados nos diferentes
experimentos realizados no laboratério. Curvas de imersao, efeitos do pH e

forca idnica e estudos de especiagao

Expe
D 23°C (cm? s™)
rimento

8,08 x 106
7,91 x 106
6,24 x 10°
6,62 x 106
6,64 x 106
6,69 x 106

oo OB WODN -

Média 7,03 x 10

SD 0,77 x 106

O valor médio do coeficiente de difusdo obtido foi de 7,03 £ 0,77 x 10 cm? s
a 23 °C. Este resultado esta proximo aos valores obtidos em trabalhos anteriores de
determinacao de MeHg pelo DGT (Tabela 05).

Tabela 05 - Coeficientes de difusao obtidos em trabalhos anteriores

Trabalho D (cm?s™)

CLARISSE e HINTELMANN, 2006 5,0 x 106
GAO et al 2014 5,1+0,2x10°
PELCOVA et al 2014 9,6 £0,3x10°

3,15x 10®

FERNANDEZ-GOMEZ, 2014
2,68 x 106
Média 5,1 x 10

Desvio padrio 0,27 x 10
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5.3. Efeito da Forga I6nica na capacidade de ligagao da S. cerevisiae

Os resultados sobre a influéncia da Forga I6nica e do pH na capacidade de
retengcdo da S. cerevisiae imobilizada em agarose para o MeHg foram apresentados
normalizados em funcdo do pH 5,0 e da Forga I6nica = 0,005 mol L' NaCl. Os
dados foram expostos desta forma uma vez que estes parametros foram definidos
como os ideais de aplicagdo do método e foram aqueles utilizados na maioria dos
experimentos subsequentes. Os dados expostos na sequéncia utilizam o coeficiente
de difusdo médio dos experimentos (7,03 + 0,77 x 10% cm? s). As figuras 7 e 8
demonstram respectivamente a influéncia do pH e da Forga I6nica na capacidade de

retencéo da S. cerevisiae imobilizada em agarose para MeHg.

“*7 Recuperagio de MeHg
1,1 -
= ]
S I
S 10 - | =
E b
E 0,9 - -
= 038 - l

0.7
1,00 2,50 4,00 5,50 7,00 8,50 10,00

pH

Figura 7 - Efeito dos diferentes pH testados na capacidade de ligagcado da S. cerevisiae
(MeHg = 100 pg L™; forga iénica = 0,05 mol L' NaCl)



33

1,20 Recuperagao de MeHg
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Figura 8 — Efeito das diferentes forcas ionicas testadas na capacidade de ligagao da S.
cerevisiae (MeHg = 100ug L. pH = 5,0)

Foi verificada uma baixa influéncia do pH e da Forga I6nica na capacidade de
retencao do ligante. Os valores de pH testados demonstraram recuperacdes de 84 a
98%, enquanto as Forcas |6nicas testadas demonstraram recuperacdoes de 84 a
105%. Estes valores evidenciam a capacidade de aplicacdo do método em uma

larga faixa de pH e Forga l6nica.

5.4. Teste de interferentes

A Figura 9 apresenta os resultados obtidos no teste para avaliagdo do
potencial de interferéncia do Mn, Cu, Zn, Fe, Pb, Cd, na retencdo de MeHg pelo

ligante S. cerevisiae.
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- Efeito da interferéncia de metais na determinac¢do de CH3Hg+
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Figura 9 - Efeito da interferéncia de Mn, Cu, Zn, Fe, Pb e Cd na retengdao de MeHg pelo
ligante S. cerevisiae

As recuperagbes de MeHg obtidas no experimento (70-87%) demonstram
baixa interferéncia do Mn, Cu, Zn e Fe na retencdo do analito pelo ligante. Em
relagcdo ao Pb (62 + 5 %) e ao Cd (54 + 6 %), foi verificada recuperagdes abaixo do
esperado, indicando influéncia destes elementos na retencédo de MeHg pela S.
cerevisiae. E provavel que estes elementos, por estarem em concentragdo mais alta
que o MeHg, estejam competindo fortemente pelos sitios de ligagdo da levedura,
uma vez que o ligante ja foi utilizado com sucesso para a determinagdo dos dois
elementos (PESCIM et al, 2012; MENEGARIO et al, 2010)

5.5. Testes de Especiagao

A Tabela 06 exibe os resultados obtidos nos testes de especiagao realizados

no periodo.
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Tabela 06 - Recuperagdes dos analitos pelos ligantes nos testes de especiagao

[DGT] [Sol] [Sol] Hg?* + [DGT] Hg?" +
[Sol] Hg?* - [DGT] MeHg
Teste Hg MeHg MeHg MeHg
(Mg L) (Mg L) (Mg L) (Mg L) (Mg L) (Mg L)
0,06 +
T1 30,5 +6,5 0.03 29,3+1,3 16,2+0,7 50,4 + 1,2 18,5+ 2,0
T2 16,5£53 02+004 30,7+73 27,7+46 67,5+ 1,0 33,4 5,7
0,01 %
T3 23,5+39 0.01 76648  734+7,1 87,6 3,5 64,0 + 4,0

T1 =Teste 1; T2 = Teste 2; T3 = Teste 3

Os resultados obtidos com a S. cereivisiae demonstraram baixissima retencao
de Hg?* (< 1,0%) pelo ligante em todos os 3 testes realizados. A recuperagéo de
MeHg no teste 1 ficou abaixo do valor esperado. Este resultado justifica-se pelo fato
de, neste experimento, as amostras nao terem sido centrifugadas antes da leitura,
havendo muita matriz no sobrenatante das amostras, levando a uma supressao no
sinal na hora de leitura. Nos demais testes os resultados mostraram-se positivos
(recuperagdes acima de 90%), evidenciando a seletividade dos dispositivos

propostos, confirmando os resultados obtidos anteriormente.

6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos evidenciam a eficiéncia da S. cerevisiae como agente
ligante seletivo para o MeHg na técnica DGT, permitindo a sua utilizagdo de forma
eficiente em uma ampla gama de condi¢des. A seletividade do dispositivo para o
MeHg em relagdo ao Hg?* evidenciam ainda a possibilidade de utilizagéo futura dos

dispositivos propostos em estudos de especiacao de mercurio.
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