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RESUMO

De uma forma geral, esta Tese apresenta o estudo de validagdo e otimizagdo de técnicas de preparo de
amostras para a determinagdo de mercurio 1abil e sua fra¢do especiada (metilmerctrio - MeHg) em
ambientes de aguas pretas amazonicas. Inicialmente foi feita uma investigagdo operacional na literatura
com a finalidade de se obter o atual Estado da Arte das técnicas mais aplicadas. Com isso foram
selecionadas duas técnicas amplamente conhecidas e devotadas para determinagdo de mercurio total
(HgT), sendo clas: o Analisador de Merctrio Direto (DMA) e a Espectrometria de Fluorescéncia
Atomica a Vapor Frio (CV-AFS). Sendo assim, se fez necessario uma investigagdo mais detalhada sobre
o comportamento das espécies de mercurio na coluna d’agua conforme a varia¢ao da temperatura, além
do aporte de solidos em suspensdo e de matéria organica, os quais influenciam na permanéncia de
espécies de mercurio no compartimento hidrico. Esta Tese tem por objetivo aprofundar o estudo sobre
a influéncia dos sé6lidos em suspensdo na fragdo labil de mercurio (HgL) em amostras de agua do rio
Negro, além de verificar a influéncia do pH, da forga i6nica e presen¢a de interferentes nas
concentracdes de (MeHg) em um lago de agua preta formado por uma das nascentes do rio Taruma-
Acu, localizado no Km 923 da Rodovia BR 174. Tendo em vista o aprimoramento das técnicas foram
propostas condigdes especiais de contorno para que nao houvesse contaminagdo ou perda das amostras
com Hg. Dessa forma, devido a relagdo direta do metal estudado com o contetido dos s6lidos suspensos
totais (SST) foi proposta a modificagdo do método padrido com a redugdo de temperatura de secagem
dos filtros e analise da fragdo de mercurio 1abil (HgL). Nessa primeira parte do estudo, as analises foram
baseadas no comparativo entre os resultados das duas técnicas (DMA e CV-AFS), objetivando ressaltar
a eficiéncia do analisador direto de Hg na determinagdo de outras fragcdes do metal. Assim sendo, foi
demonstrado com sucesso que a determinagdo de HgL no conteudo de SST ¢ possivel via DMA, desde
que seja ajustada a temperatura e feita a limpeza adequada das vidrarias. Dando continuidade as
contribui¢des analiticas também foi estudada a técnica de difusdo em filmes finos por gradiente de
concentracdo (DGT) em amostragem in situ. Contudo, a aplicagdo desta técnica em aguas naturais ¢é
complicada devido a reduc@o da adsor¢do do amostrador tradicional para metais em baixo pH e baixa
condutividade elétrica. Esta parte do estudo, avaliou a variagdo das concentragdes retidas de MeHg no
periodo 24 e 120 h pela técnica DGT. As medi¢cdes DGT também foram feitas em solugdes padrao em
laboratorio para calculo do coeficiente de difusdo, influéncia do pH, forca idnica e interferentes na
reteng¢do de MeHg. Os resultados mostraram que técnica DGT pode ser estendida para aguas com pH e
condutividade menores, desde que sejam avaliadas as limitagdes da mesma, sendo uma ferramenta ttil
para o monitoramento em tempo integrado de concentracdes labeis em diferentes sistemas aquaticos.
Com base na proposta de reduzir o tempo e o custo da analise, bem como a geracdo de residuos através
da eliminagdo da etapa de eluigdo acida do gel ligante. Dessa forma, foi possivel desenvolver via
comparagdo (DMA e CV AFS). Assim, os resultados obtidos demonstraram que a determinagdo de
MeHg é possivel via DMA, o que representa uma importante contribui¢do para a especiag¢ao de Hg.

Palavras-chave: Solidos em suspensdo. Fragdo Labil. Especiacdo. DGT. Metilmercurio.



ABSTRACT

In general, this Thesis presents the study of validation and optimization of sample preparation
techniques for the determination of labile mercury and its spicy fraction (methylmercury - MeHg) in
Amazonian black water environments. Initially, an operational investigation was carried out in the
literature in order to obtain the current State of the Art of the most applied techniques. With this, two
widely known and devoted techniques for determining total mercury (HgT) were selected, namely:
the Direct Mercury Analyzer (DMA) and the Cold Steam Atomic Fluorescence Spectrometry (CV-
AFS). Therefore, a more detailed investigation on the behavior of mercury species in the water
column was necessary according to the temperature variation, in addition to the supply of suspended
solids and organic matter, which influence the permanence of mercury species in the water
compartment. This Thesis aims to deepen the study on the influence of suspended solids on the labile
fraction of mercury (HgL) in water samples from the Negro River, in addition to verifying the
influence of pH, ionic strength and presence of interferents in the concentrations of (MeHg) in a
black water lake formed by one of the sources of the Taruma-Agu river, located at Km 923 of the BR
174 highway. In order to improve the techniques, special contour conditions were proposed so that
there was no contamination or loss of samples with Hg. Thus, due to the direct relationship of the
studied metal with the content of total suspended solids (SST), it was proposed to modify the standard
method with the reduction of the drying temperature of the filters and analysis of the labile mercury
fraction (HgL). In this first part of the study, the analyzes were based on the comparison between the
results of the two techniques (DMA and CV-AFS), aiming to highlight the efficiency of the direct
Hg analyzer in determining other metal fractions. Therefore, it was successfully demonstrated that
the determination of HgL in the SST content is possible via DMA, as long as the temperature is
adjusted and the glassware is properly cleaned. Continuing the analytical contributions, the technique
of diffusion in thin films by concentration gradient (DGT) in in situ sampling was also studied.
However, the application of this technique in natural waters is complicated due to the reduction of
the adsorption of the traditional sampler for metals at low pH and low electrical conductivity. This
part of the study evaluated the variation in MeHg concentrations retained in the 24 and 120 h period
by the DGT technique. DGT measurements were also made in standard solutions in the laboratory
for calculating the diffusion coefficient, pH influence, ionic strength and interfering with MeHg
retention. The results showed that the DGT technique can be extended to waters with lower pH and
conductivity, provided that its limitations are evaluated, being a useful tool for the integrated
monitoring of labile concentrations in different aquatic systems. Based on the proposal to reduce the
time and cost of analysis, as well as the generation of waste by eliminating the acid elution step of
the binding gel. Thus, it was possible to develop via comparison (DMA and CV AFS). Thus, the
results obtained demonstrated that the determination of MeHg is possible via DMA, which represents
an important contribution to Hg speciation.

Keywords: Suspended solids. Labile Fraction. Speciation. DGT. Methylmercury.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4
Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1T

Rocha do mineral Cinabrio encontrada no Estado de Lara (San Jacinto)
VENEZUCLA. ...ttt
Ciclo Biogeoquimico de Merclirio no ambiente.............cceerrereeeeenirenenees
Principais interacdes das espécies quimicas do ciclo do Hg nos diferentes
compartimentos AMDICNLAIS. .......c..ecveerreerueerieerieereesseeseresteeseeseesseessesseesssennns
Esquema demonstrativo de funcionamento do DGT..........cccccocevinininenen.
Esquema de um dispositivo DGT.........ccoecveviieviieniieniieneciecieeeeeee e
Diagrama esquematico do sistema AFS para andlise de mercurio do
sistema TEKRAN® 2600..........cccovururrreuereiririeieieiniesesssesesesesesesssesssesesesesenes
Equipamentos CV AFS: A) modelo Tekran® 2600; B) modelo 10.045
Millennium Merlin Cold Vapor AAS System — P. S. Analytical..................
Esquema do processamento de amostra no DMA-80............ccceeveeeereennen.
Modelo do Analisador de Merctario por Combustao (DMA-80
MILLESTONE®)......vveeeeeeee ettt es e aeeenes

CAPITULO III

Grafo da conex@o das palavras-chave com trés citagoes..........ccveeveerrererennen.
Grafo unificado da conexdo das palavras-chave em linha do tempo com 3
citagOes das pesquisas nas bases de dados.........c.cccveevviecienieniecie e,
Maior componente no grafo de autores e coautorias com trés citagoes...........
Grafo unificado da linha do tempo da rede de autores e co-autores com até

2 cita¢des das pesquisas nas bases de dados.........ccceeeveeeieiienieenieniccieeieene,
CAPITULO IV

Grafo unificado da linha do tempo da rede de autores e co-autores com até
2 cita¢des das pesquisas nas bases de dados.........ccceeeveevieiieniienienienieeieene,
Grafo da conexdo das palavras-chave em linha do tempo com 2 citagdes
(Bases de Dados Unificadas) ........c.ceeeeeieeiienieeniienieeieecieereeree e
Maior componente no grafo de autores e co-autorias com 2 citagdes (Bases
de dados Unificadas) .......ccceeveeiieiieniicieiicciecteecite ettt s
Maior componente no grafo de autores e co-autorias em linha do tempo

com 2 citagdes (Bases de dados Unificadas).........ccceevrververeencrencieniennenne.

34

37

39

43
44

46

46

48

49

61

61

62

63

76

77

78

78



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 1

Figura 2

Figura 3

CAPITULO V

Fluxograma da sequéncia de etapas para o processamento das amostras de
SST com teor de HET.....ocuvivieiieiiecieceeceeee ettt
Curvas analiticas obtidas para Hg utilizando Espectrometro de
Fluorescéncia com Geragdo de Vapor Frio (Tekran®) e Analisador Direto
(DIMA-B0®) .vveeieeeieieeseeeese ettt ieeessae et sssses st esssssese s s st ssssesss e sesesesens
Curvas de caracteristica de operacdo do receptor (ROC) para o
comparativo entre DMA e CV-AFS, em relagdo a concentragdo de HgT no
CONLEUAO dE SST ...ttt
Curva de caracteristica de operacdo do receptor (ROC) para o comparativo
entre DMA e CV-AFS para SST, em relagdo a concentragdo de HgT...........

BoxPlot para Outliers encontrados nos resultados do DMA.........................
BoxPlot para Outliers encontrados nos resultados do CV-AFS....................

Resultados comparativos das médias obtidas para Hg labil em amostras de
STS dIZEridas.....ccveeevierieeiieieeie ettt ettt srebesbe e e esee e ensaessaens
Correlagdo entre as médias de HgL obtidas no DMA eno CV-AFS...............

AB - Superficies de Resposta em angulos diferentes para: teor soélidos
suspensos totais (SST ng mL™!) ao redor de valores 6timos de concentragdo

de HgL obtidos pelas técnicas instrumentais CV-AFS (ng mL') e DMA

CAPITULO VI

A) Preparo do gel difusivo de agarose; B) Secagem do gel em capela de
FIUXO LAMINAT......eitiiiiieee et
A) Preparo do gel ligante de levedura; B) Secagem do gel em capela de
fluxo laminar; Retalho do corte em gel dos quais foram tirados os discos e

D) Discos de gel ligante de levedura no diametro de 2,5 cm, prontos para

Imagens demonstrativas da montagem dos dispositivos DGT: A) Fase de
ligacdo de levedura; B) Fase difusiva de agarose; C) Membrana protetora

de nitrato de celulose. D) Dispositivo pronto para aplicac¢do; E) Montagem

103

111

115

115

116

116

117

118

120

134

135

136



Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

dos dispositivos ¢ F) Encaixe dos dispositivos na régua de acrilico para
AIMOSITAZEIN. ¢ cevetviiiiieeeeeeetittieeie e e e et ettt e e e eeeerettnaaeseeeseeeeetarsnaaeeeseeeeeennes
Imersao dos Dispositivos DGT em solugdo sintética de MeHg para analise
de especiacdo. A) Imersdo dos DGT’s; B) Protecdo para evitar perda de
MeHg por fotodegradagio ¢ C) Etapa de eluicdo dos discos de levedura em
mesa agitadora POTr 24 N....cveceiieiieiieiieeeeeeee e e
A) Localizag¢io da Area de Estudo do Lago da Nascente do rio Tarumi-
Acu (Google Earth); B) visdo panoramica do Ponto de Coleta e C) Local
da AMOSIAZEIN F77 STTU.....ceeeeeeeeii et
A) Imersdo dos dispositivos DGT nos tempos de 24 e 120 h na amostra de
agua natural; B) Filtragem de 50 mL das amostras para avaliar a
concentragdo de Hg dissolvido antes e depois da imersdo dos DGT’s...........
Massa acumulada em relacdo a concentragdo da solugdo de imersao versus
tempo para a Técnica DMA. Solugédo contendo 25 ng mL! MeHg em 0,05
mol L. Temperatura 23 °C. Imersdes até 120 h (432000 S) ......cocoeveveveneee.
Massa acumulada em relacdo a concentragdo da solucdo de imersao versus
tempo para a Técnica CV AFS. Solug¢io contendo 0,1 ng mL! MeHg em
0,05 mol L. Temperatura 23 °C. Imersdes até 120 h (432000 s) .................
Efeito das diferentes forgas idnicas testadas na capacidade de retengdo de
MeHg pela S. cerevisiae (MeHg 100 ng mL™, pH 5,5) w.ovovveveeevceceeeeeee
Efeito dos diferentes pH testados na capacidade de retengdo de MeHg pela
S. cerevisiae MeHg 100 ng ML, pH 5,5) ...ooviviiviieieieeeceeeeeeeeeeeeae
Efeito da interferéncia de metais na retengdo de MeHg pelo ligante S.
COF@VISTUC. ...ttt ettt e ettt e e ettt e e e e e ebeeeeaaaeens
A) BoxPlot DMA versus CV-AFS - 24h e 120h; B) BoxPlot DMA versus
CV-AFS =240 € 120Nt
Grafico de densidade e Q-Q comparando cada técnica para cada periodo
de tempo de execugdo. No lado esquerdo (AC), os resultados para periodo
de execugdo de 24h e periodo de execugdo de 120h no lado direito (DB)......
Grafico de densidade e Q-Q comparando no lado esquerdo (AC), os
resultados para periodo de execug@o de 24h e 120h no lado direito (Queima
Direta - DB versus Gel eluido - EG) ....cccooeciveiiiiiiiiicieeeeeee e
Curva de caracteristica de operacao do receptor (ROC) para o comparativo

entre DMA e CV-AFS para 24h e 120h, em relacdo a concentragdo de

138

140

141

144

144

146

147

148

152

154

155

157



Curva de caracteristica de operagdo do receptor (ROC) para comparativo
Figura 16 entre queima direta e géis eluidos para 0 DMA (periodo de 24h e 120h), 157

em relagdo a concentragdo de MeHg.........ccoovevviiiiiiiiiiciiccie e,



Tabela 1
Tabela 2

Tabela 1
Tabela 2
Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

LISTA DE TABELAS

CAPITULO 1T

Propriedades fisico-quimicas do MEIrCUriO..........ccervvereerieerieerresrerirenerenenes

Classificagdo de COMPOSLOS METCUTIAIS. ... .eeveererreereererreereereeseereeseenns
CAPITULO V

Parametros de funcionamento do forno micro-ondas..........c..ceceeevevereenenne.
Parametros instrumentais (CV-AFS) para determinagdo de HgL................
Pardmetros de Analise do DMA-80........c.cccvvireriiiiiiniineneieieecrcscenne
Avaliagdo do sinal analitico para diferentes solugdes padrido de Hg na
auséncia de matriz para 0 DMA..........cccoiriiriiiieeeinieeesieseeessiesessesssssssessnsssens
Avaliagdo do sinal analitico para diferentes solugdes padrido de Hg na
presenga de matriz para 0 DMA.........ccoeeiiieieieieieeieieeieieeiieete et sns
Avaliagdo do sinal analitico para diferentes solugdes padrido de Hg na
auséncia de matriz para 0 CV-AFS.........ccoooioiriiieeeeceeeeeeeeeee e
Avaliagdo do sinal analitico para diferentes solugdes padrido de Hg na
presenga da Matriz para 0 CV-AFS..........ccoooiviierieeeeeeeeeeee et
Resultados obtidos para o Material de Referéncia Certificado — MRC........

Comparagdo dos resultados obtidos pelos dois analistas para o DMA.........

Comparagdo dos resultados obtidos pelos dois analistas para o CV-

CAPITULO VI

Parametros instrumentais (DMA e CV-AFS) para determinagdo de HgT.
Resultados das analises no DMA obtidos no teste de extragdo em fase solida
com o uso de discos de S. cerevisiae na retencdo de MeHg.

Recuperagido (ng mL™") dos analitos a partir de amostras sintéticas obtidos
com o método proposto. S + P = Agente ligante S. cerevisiae + gel difusivo

poliacrilamida; S + A = Agente ligante S. cerevisiae + gel difusivo agarose

Concentragdo in situ de MeHg (ng mL-1) determinada pelo método
proposto, concentragcdo de mercurio total e dissolvido mensurada em
amostras da nascente do rio Taruma-Acu (TA)....c.coevevveieeviieiiieeeeereee,

Resultado do p-valor para o teste de Dixon para detecgdo de outliers..........

34
35

102
104
105

108

109

109

110

112

113

113

132

143

149

150

156



Quadro 1

Quadro 2

Quadro 1

LISTA DE QUADROS

CAPITULO 111

Descrigdo dos processos de busca, selecdo e inclusdo dos trabalhos
cientificos na revisdo sistematica (Estado da Arte Internacional) ..........

Estado da Arte Internacional na especiacdo de Hg..........ccoeevvevvvenernnnns

CAPITULO IV

Analise dos resultados em destaque obtidos no Estado da Arte da
Especiagdo Operacional/Regionalizagdo (artigos, dissertagdes e teses)
publicados nas bases de dados (Periodicos Capes, Oasis, Google Scholar,

Web of Science, Science Direct, Scielo e Pubmed).................

59

64

85



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AAS - Espectrometria de Absor¢ao Atomica.
ANOVA - Anélise de Variancia.

AMA - 254 - Analisador Avangado de Mercurio.
BrCl - Cloreto de Bromo.

Cd - Elemento Quimico Cadmio.

CG-EM-EM - Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas.
(CH3COO);Hg — Acetato de Merctrio (II).
CH:Hg — Metilmerctrio.

Cu — Elemento Quimico Cobre.

CV-AFS - sigla em inglés “Cold Vapour Atomic Absorption Spectroscopy”, Espectrometria de

Fluorescéncia com Geragao de Vapor a Frio.

2D-PAGE - Eletroforese Bidimensional.

DESVPAD - Desvio-padrao.

DMA - sigla em inglés “Direct Mercury Analyzer”, Analisador Direto de Mercurio.
DOM - Matéria Organica Dissolvida.

DGT - Difusdo em Filmes Finos por Gradiente de Concentragao.

DRX - Difracao de Raios.

DSC - Calorimetria de Varredura Diferencial.

ESI-MS/MS - Espectrometria de Massas com lonizacao por Eletrospray.
ET-AAS - Espectrometria de Absor¢do Atomica com atomizagdo Eletrotérmica.

Fe - Elemento Quimico Ferro.

FI-CV-AAS - Injecdo em Fluxo com Geragdo de Vapor Frio acoplado a Espectrometria de Absorgao

Atomica.
FRX - Fluorescéncia de Raios X.
FT-IR - Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier.

GC-CV-AFS - Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Fluorescéncia Atdmica com

Vapor Frio.



GC-Py-AFS - Cromatografia gasosa acoplada a fluorescéncia atomica via reator pirolitico.
GF-AAS - Espectrometria de Absorcdo Atdmica em Forno de Grafite.

Hg — (do latim Hydrargyrum, que significa prata liquida) — simbolo do elemento quimico mercurio.
HgBr;— Brometo de Mercurio.

HgCl,— Cloreto de Mercurio.

Hgdiss - Mercurio Dissolvido.

Hg(ClO4):-xH,0 — Perclorato de Mercurio (II).

Hg(CN); — Cianeto de Mercurio (II).

HgF, — Fluoreto de Mercurio.

HgL — Mercurio Labil.

Hgl, — Iodeto de Mercurio.

Hg(NO3)2-H>0 — Nitrato Monohidratado de Mercurio (II).
HgO — Oxido de Mercurio (II).

Hg(SCN), - Tiocianato de Mercurio (II).

HgS - Sulfeto de Mercurio.

HgSOs— Sulfato de Mercurio (II).
HgT — Merctrio Total.

HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

ICP-EM - Espectrometro Optico de Emissdo Atdmica acoplado a Espectrometria de Massas.

ICP-OES - Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma acoplado indutivamente.
LD - Limite de Detecgdo.
LQ - Limite de Quantificacao.

MMHg — Monometilmercurio.
MRC — Material de Referéncia Certificado.
MeHg — Metilmercurio.

Mn - Elemento Quimico Manganés.

NaNO; - Nitrato de Sodio.

Pb - Elemento Quimico Chumbo.

pH — Potencial Hidrogenionico.

SDS-PAGE - Eletroforese Unidimensional.



SF-ICP-MS - Espectrometria de Massa com Setor Eletromagnético com Plasma Indutivamente

Acoplado.

SPE — Extracdo em Fase Solida.

SR-XREF - Fluorescéncia de Raios-X com Radiagdo Sincrotron.

SST — Soélidos Suspensos Totais.

TG/DTA - Termogravimetria/Analise Térmica Diferencial.

TIC - Tecnologia da Informagao ¢ Comunicacao.

TTA-CAAS - Decomposi¢do Térmica e Amalgamagdo juntamente com Absor¢do Atomica.
TXRF - Espectroscopia por Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total

Zn — Elemento Quimico Zinco.



INDICE

CAPITULO L ..ot s et 25
Introducio Geral, Hipdoteses € ObjJetivos.............cccocciiiiiiiiiiiiiiiii e 25
CAPITULO L ...ttt 26
1. INTRODUGAO GERAL ..ot eeeeve v es et ee s e sesees s e nenseseeseneneeaeneeseeeseas 26
2. HIPOTESES ...ttt et et sssee sttt f 88 28
BLOBJIETIVOS ...ttt ettt ettt et et ea et et e se e s beebesheeaeentanten s e besbesbeebeeneententeneeseesbenneene 29
3.0 OBJEtiVO GEFAL..............oueeeeeeeieeieeee ettt ettt e s bbb e e bt e s bt e e b et e e sate e be e e naeeeaes 29
3.2 OBJEtiVOS ESPECI[ICOS ........ccueeeeeeenieiieeiiieeeie ettt ettt sttt st e s e s sb e s sbe e e bt e e ae e s steesatesnbaeenaeeeees 29
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ctvimiimiimeimeiteessesssessssssssssssssessssssssssssssssssses s sssassssnees 29
CAPITULO L.ttt 32
Breve Historico e Revisdo Bibliografica do Mercurio...............cccoccooiiiiiiiiiiiii e 32
1. BREVE HISTORICO E REVISAO BIBLIOGRAFICA DO MERCURIO ..........ocovvvmreirirerienenns 33
oI MEFCHIFIQ ...ttt ettt et ettt sttt bt st s a bt e et e e s abe e sabe e s abeesat e e e bbesabeesabtesabeesabaesabeas 33
oL T FORLES ...ttt ettt ettt ettt e e st e e st e e s et e e e e s st e e e e st tee e sabteeesanbeeeesabaeeseabaeesnabeeeans 35
1.1.2 Ciclo biogeoquimico do MeErCurio ........................ccccueiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 37
1.2 Caracteristicas das AGUAS AMAZOMICAS ....................cc.ceveveeeeveeeeeresieresieesesseses s es s 39
1.3 MEUIMEECHIFIO ...ttt ettt ettt ettt st st e st e s bt e s ba e st e e st besabeesabaesbeesnbaesabeas 40
1.3.1 Bioacumulacio e BiomagnifiCAc@o ........................cccoecueeeenuineisieieeiieee et 41
1.3.2. Toxicidade do MetilmerCurio .....................ccccoooueeiiiiiouiiiiiiiieeeiie ettt s 41
2. TECNICA DE DIFUSAO EM FILMES FINOS POR GRADIENTES DE CONCENTRACAO
(DIGT) ettt ettt b ettt e bbbt e bt eh e bt et et e b e se e e bt e bt ebeeae et e ee e b e bt eh e e bt e aeen b et et e b nh e bt eneeaee 42
2.1 Especiagdo metilmercurio pela DGT RO Brasil......................coocoeeviivinieiiiiiiniiiniiesieesieesieesieesaee e 44
2.2 Espectrometria de fluorescéncia atomica com geragdo de vapor frio (CV-AES) ...........ccccoouveeueenn.e. 45
2.3 Analisador Direto de Mercurio......................coccooevueeniiinueiiiiieieeeieeee ettt ettt sre e 47
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........covuiiimiimeimeetesesesssesssesssssssssessssssssessssssssssessssssssassssnes 49
CAPITULO TTL ..ottt 56

Revisao Sistematica da Literatura e Estado da Arte sobre o Ciclo Biogeoquimico do mercurio e suas
propriedades fisico-quimicas, especiacio quimica e técnicas de amostragem e instrumentais de analise

L4 L 11 = QT 11 o [ TR 56
(7N . 8 1 01 70 1 SO 57
1. REVISAO SISTEMATICA DA LITERATURA .........cooovimieeeeeeeeeeecieseeeesses s es s ses s sssnns 57

1.1 Estado da Arte INLErRACIONAL.......................cccooeeeeeeeeieeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeesee et e e s e e se e e s e s e s s se s ans 60
2. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS............oouieoieiieeeeeieeeseesessesseesessassessessessassssssssessesssssesssssassesssssassens 68
LOF: 1 ) 1111 (130 1 OSSP PPTRPPRPPPRPPNE 71

Revisao sistematica da literatura com analise bibliométrica sobre Especiacio Operacional de Mercirio
na Amazonia: Um breve estudo de Regionalizagio..............cccooeviviiiiiiiiiiinininincccccecee e 71



CAPITULO TV ..ot e ettt ettt et et ee et et e et e e eeee e e et et e e e es et eeee et eeaseeeeeeeseneaeenaeeeens 73

LINTRODUGAOQ ...t ettt esa st esss s s s enas s nansanasnsenaneas 73
2. ESPECIACAQ OPERACIONAL ..........coooouiimieieieeiieseeite s sae s sssessss e 74
2.1 Metodologia Cientifica APliCada ........................c.cccoocuemeiniiniiiiiiiei et 74
2.2 Estado da Arte RegiONaL ......................cccoocuevuiiiiiieinieiiiiie ettt et 75
3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ.........ooouiiiiiiiirieieiseise st sssss s s 76
3.1 Andlise Comparativa das Bases de Dados...........................c.ccocoeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicicc s 76
3.2 Técnicas analiticas para a determinacdo das espécies de Hg.......................cccccocvvviiiiniiiinininnnnns 88
4. CONCLUSOES ......cooviiiiiiiiieieeiisecsiee ettt 90
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS............cooovuuiiiiriieeiiseiieseineseisessisessiessssse s ssisessons 91
CaPItULO V oo e 96

Determinacio de Mercurio Labil em amostras de Solidos Totais Suspensos em Aguas Naturais por
Analise Direta por Decomposicio Térmica comparando via Espectrometria de Fluorescéncia Atomica

Qe VAPOL FTH0....ooiiiiiiiiie ettt sa e s et e s a b e e s abe e sabeesabeesbteesabeesabeesabeesateesaneesane 96
CAPITULO V ..ottt e 98
LINTRODUGAOQ ...t ettt esa st esss s s s enas s nansanasnsenaneas 98
2. EXPERIMENTAL ..ottt sttt ettt s b e ne s et st e smeesn e e reenn e e resanenrnens 100
2.1 ReAZENLES € SOIUCOES .............ccouveeeeiieiiieieieeeeee ettt ettt sttt ae e e re e r e 100
2.2 ABOSIFAS ...ttt r e e b e r et a e s sre e s re e r e 101
2.3 Filtragem das amostras de dgua para obtengdo dos solidos em suspensdo totdis............................ 101
2.4 Digestio das amostras por MicCro-0ndas .........................cccccociicuiiiiiiiiiniiiiiiiniiiciic e 102
2.5 Determinacdo de Hg Labil por CV-AES ...........ccccoccoovimiiiiiiieieceseseeeee et 103
2.6 Determinacdo de Hg labil por analisador de combustiio DMA ......................ccccoevvrverveinveeneecnannen. 104
3. PARAMETROS DE VALIDACAO..........coocooieuireerieeieeeeesseesiesessssseesssses s ssssasssss s sssassss s sasssssees 105
3T Seletividden..................ooueeeiiiiiiiiiiiiiiiiieee e et sttt e 105
3.2 LiNeAridade..................cc.coooueeiiiiiiiiiiiiiiiiiee et 106
3.3 PreciSao (FEPEtitiVIAAAe)..................cc.eovvueeeiiiiiiiiiiiiieciieecit ettt sttt sttt e st e s saaesbeeeas 106
3.4 PreciSA0 iNLErMEdIAUiM .....................cccuoveereiniieiiciiiet ettt st et r e e eenesenen 106
3.5 Limite deteccio (LD) e limite de quantificacdo (LQ)....................ccccoovvuiviiiiiiniiiiiiiiniiiiiciicieee 106
3.6 Exatidio (Tendéncia/ReCUperag@io) ..................oocueoiueeieiiiieeieiiiiiiesiieesiie ettt snee e 107
3.7 RODUSLET € QULITEFS ...............coeovueeieeiieeiieeeese ettt ettt r et ee s s sreesr e e e eane s 107
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ..........ooooiiiieiiieeie e ee e sae e sesassas s sse s sesse s sesaesan 107
4.1 Pardmetros de ValidAQAO ......................ocuoovueiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieesee ettt 108
411 Seletividade................c..cooouueeiueiiiiiiiiiiiiiieee ettt bae e 108
4. 1.2 Linearidade.....................cc..cooueiiiiiiiiiiiiiiiiiii ittt ettt st 111
4.1.3 Precis@o (repetitivid@de)....................oocueeevuiiiiieiiiiniieeiie ettt sttt s site b s bae s b e sbeeenbeeens 112

4.1.4 PreciSA0 iNMIEFMEAIAVIA ...................ooeveeeeeeeiirveeeeeeeeeeiitieeeeeeeeesiisaaeeeeeeesestaaaeeeeeeesebbareeeeeessnsssreneeeeens 112



4.1.5 Limite deteccdo (LD) e limite de quantificac@o (LQ).............ccooouvevieieniiisiieeniiiiiesiieeniessieeeneeens 114

4.1.6 Exatiddo (Tendéncia/Recuperag@o) ....................cocoeevoueeiiueinueiiiieiiienieestesiieesieessieeesieessiaesseeeens 114
4.1.7 RODUSTET € OULIIEFYS ...ttt ettt sttt ettt s be e e aae e sbaeesaee s 114
5. CONCLUSOES .....coooimiiiiiiiiieiteie et 122
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS............coeoviiiiiriieeiieseiiessie st sssessssse s sisessssseeees 123
CAPITULO VI ..ottt 127
Otimizacio de método para determinac¢io de metilmercurio por Analise Direta usando a técnica de
Difusdo em Filmes Finos (DGT) em agua preta amazonica..............cccceceeveviineneninieieeieeeeneseseseeens 127
.................................................................................................................................................................. 127
CAPITULO VI ....cooiiiiiiiiriie ettt 129
L INTRODUGAOQ ...ttt st s st s st ens s s sesassnsasansansenans 129
2. EXPERIMENTAL ..ottt sttt sb e sr b st b e r e nbenre s 131
2.1 EQUIDAMENLOS € MALEFIALS ..............ccuveeveieiieeieiiieiniiee et st e e steestee st e steesteesbeesbeesabeesbeesabeesaneenane 131
2.2 ReAGENLES € SOIUCOES ............c..cooueeiieiiieiee ettt st sae e s r e r e e 132
2.3 Filtros de membrana, géis difusivos e de ligagao.......................ccooueeveeinuiiniiiiiiiiiiiiiieeeesieeseene 133
2.3.1 Filtro de MEMBYANQ..................cc.ooooeiiiiiiaiiiiiiiiiiie ettt ettt ettt ettt bt s e et sbaeennee e 133
2.3.2 Gl difUSivo............cc.coociiiiiiiiiiiiicii 133
2.3.3 Preparacgdo de discos de gel de ligacdo de agarose e levedura...........................cccovvvevecvacnennnns 134
2.4 Montagem de diSpoSitivos DGT ..................cccooeeieeieeniiiieniieseecteete ettt st sr e 135
2.5 Curvas de Imersdo para cdlculos do fator de eluicdo e coeficiente de difusdo................................ 136
2.5.1 Preparo da solugio estoque de MeHg 25 ng ML .............cocoooveeueenniieeeeiees e 136
2.5.2 Coeficiente de difulS@O0 ..................ooueeoveeeieiiiiiiiiiiiiiii ettt 137
2.6 Efeito da Forga ionica na reten¢@o do MeHSg ......................ccoeevueecuineiniinieiieneese e 138
2.7 Efeito do pH na reteng@o do MeHg .....................cc.cccoovuenienieesiieciinienieneesie ettt st 138
2.8 Efeito de Interferentes na reteng@o de MeHSg .......................ccccoovuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiccc e 139
2.9 Seletividade do Ligante S. cerevisiae MeHg e Hg (II) ...................cccccovviiiiiiiniiiiiiiniiiicicee 139
2.10 Determinacgio de MeHg no Lago de dguas pretas da nascente do rio Tarumd-Acgu ..................... 139
2.11 Tratamento eStatiStico de AAdOS ........................ccccocvoouivceinienieiiieciieieeeneese et 141
3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ.........ooouiriiiiieieieieesessessesses s es s ss s ssssaess 142
3.1 Otimizacao dos pardmetros de técnicas instrumentais para determinagdo de MeHg...................... 142
3.2 Testes de retengdo de MeHg com solugdo sintética e fator de eluic@o ......................ccocvevuennce.. 142
3.3 Curvas de Imersao e Coeficientes de difuS@o ....................cooueevcueiviiiiiiiiiiiiisiieeiiienie e 143
3.4 Efeito da forca ionica na retenc@o do MeHg ......................cccoouecueeiiincuinieeneeneeneniee et 145
3.5 Efeito do pH na reteng@o do MeHg.........................ccccooiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicct et 146
3.6 Efeito da interferéncia de Metais .........................ccccccoceiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 147
3.7 Seletividade do Ligante S. cerevisiae MeHg.....................ccccooeevuieeuircenienieiieneese e sreesre e 148

3.8 Determinacdo de MeHg em Lago de dguas Pretas .......................ccooceveeneeneenensiesineeneenneenennens 150



4. CONCLUSOES ... oeeeeeeeeteee e ettt et et et e e et ea et s ottt eeeeeeeeeaeseseneeea st atateeaeeeesesenessasananseteessenenenenenens 159

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.............coosvuiieiueiieieeeeeieseesees s s sesssessessessessass s sass s sesass s 160
CONSIDERACOES FINAIS DA TESE ...........ooiiiiiiieoeeceeeeeeeeeeee et saes s esa s 167
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS ........o.coooiiiiiiinieiisisses e sssssss s 169
APECIIAICE T ...ttt st e st e s bt e st e st e e e b e s be e e a b et e bt e e be e e abaeebee s beeebeesbeeeareas 170
APECIIAICE 2 ...ttt ettt sttt bt st s be e e b s bt e ea b et e b e e e b e e e b e e e be e s be e e beeebeeeareas 171
APCIIAICE 3 ... bt a e b s r ettt a e s b bt eae 172

APCIIAICE 4 ...t e h ettt a et s r b eae 173



CAPITULO1

Introducao Geral, Hipoteses e
Objetivos

Trecho do Igarapé Tarumi-A¢u Mirim localizado na Praia Dourada Marinho,
Manaus-AM. Fonte: Proprio Autor, 2020
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO GERAL

A relevancia do estudo da concentragdo de metais em ambientes aquaticos, em especial das
diferentes espécies de merctrio (Hg), reside no fato de que a maioria destas espécies se associa a
substancias htimicas ou mesmo ao material organico em suspensdo e de origem mineral € que sofrem
diversas transformag¢des quimicas que geram biomagnificacdo dessas substincias na biota aquatica

(VIEIRA et al., 2018; GOMES et al., 2019; HANSSON et al., 2019).

O interesse pelo estudo da distribui¢do de Hg no ambiente, principalmente no que se refere ao seu
ciclo biogeoquimico, se justifica por diversos fatores, como as elevadas concentra¢des, bem como a
permanéncia das suas espécies no ambiente aquatico. Sendo encontradas comumente em tecido de
peixes, que sdo consumidos com bastante frequéncia pela populagdo ribeirinha amazonica (KASPER et

al,, 2017).

A Amazonia possui uma extensa malha hidrografica que apresentam em sua maioria, 4guas escuras
com baixos valores de pH e bastante propicias a permanéncia de espécies de merctrio, favorecendo
assim, a metilagdo na formagdo de metilmercurio, que juntamente com o lancamento de efluentes
industriais e de mineracdo podem gerar problemas de maior impacto ambiental podendo causar

comprometimento em longo prazo dos cursos de agua e biodiversidade (MENEGARIO et al., 2017).

Neste sentido para se prevenir € minimizar possiveis transtornos relacionados aos efeitos deletérios
do mercurio, se faz necessario o gerenciamento de efluentes que contém mercurio evitando as condigdes
oxidantes em presen¢a de agua. A identificacdo de distribuigdo caracteristica ¢ predominante das
espécies de mercurio no ambiente aquatico, podem auxiliar na avaliagdo de possiveis fontes de
contaminagdo. O método instrumental existente mais utilizado para determinac¢do de Hg é baseado na
técnica de geragdo de vapor a frio acoplada com espectrometria de fluorescéncia atdmica (CV-AFS)

(KASPER et al., 2015).

Outras técnicas analiticas hifenadas também sdo usualmente empregadas e fornecem altos niveis de
detectabilidade da leitura dos ecluidos, com a Espectrometria de Massas com plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS) e a Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-MS).
Para que se avancem nas pesquisas com mercurio (Hg) se faz necessario o aperfeigoamento de
metodologias que permitam quantificar as espécies toxicas desse metal, em tempo relativamente curto,
com baixo teor de interferentes e boa reprodutibilidade (XU et al., 2017; MENEGARIO et al.,, 2017; LI
etal, 2019).

Uma das técnicas que vem se destacando nos ultimos anos, Analise Direta de Mercurio (ADM)
ou “Direct Mercury Analyzer” (DMA), sigla em inglés, cuja qual permite a analise de amostras solidas,

liquidas e gasosas. O tempo de andlise ¢ de apenas 5 minutos e nenhuma preparagdo de amostra ¢
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necessaria. A técnica é baseada nos principios de decomposi¢do térmica da amostra, amalgamagao de
mercurio ¢ detecgdo por absor¢do atomica. Sendo também muito pratica, facil de usar (JEDRUCH et

al.,2018; RESENDE et al., 2018, WANG et al., 2019, CHENURRI et al., 2020).

O DMA produz resultados independentes da matriz. O instrumento € calibrado usando padrdes
aquosos ¢ entdo analisa amostras sélidas orgéanicas e inorganicas. Também ndo sofre virtualmente
nenhum efeito de memoria. Esta maior estabilidade do sinal melhora a reprodutibilidade ¢ a
confiabilidade da analise, mesmo em baixas concentracdes. A calibragdo do instrumento dura meses de
operagao ¢ os resultados sdo estaveis ao longo do tempo (JEDRUCH et al., 2018; RESENDE et al.,
2018, WANG et al., 2019, CHENURRI et al., 2020).

Por outro lado, a técnica de Espectrometria de Fluorescéncia Atdmica com Geragao de Vapor
Frio (CV-AFS, sigla em inglés “Cold Vapour Atomic Absorption Spectroscopy”) permite a
determinagdo dos niveis de ultratragos de mercurio total em amostras ambientais preparadas em
laboratério (agua, biota, solo, sedimentos, cartuchos de gas, efluentes ¢ muito mais). Ela oferece
sensibilidade e flexibilidade incomparaveis para aqueles que requerem uma analise de mercurio total
verdadeiramente sensivel. Este método ¢ capaz de medir aguas e so6lidos digeridos com limites de
detecgdo mais de 10 vezes menores do que o necessario. Em sintese 0 DMA ¢é mais verde, em termos
de geracdo de residuos, do que o CV-AFS, mais rapido ¢ oferece melhores resultados (BUTCHER et
al.,2016; SINGER et al., 2016, NOH et al., 2019, WANG et al., 2019).

Kasper et al. (2015) destacaram em suas pesquisas que o ciclo do mercirio na regido amazonica
enfrenta dois problemas importantes: a complexa logistica de campo; e concentra¢des naturais que
podem ser muito baixas. Também existe uma grande dificuldade em acessar certos ambientes de coleta
muitas vezes impossibilitando a realizagdo de procedimentos analiticos in sifu. Dependendo da espécie
quimica que se deseja avaliar, as amostras podem ter um curto prazo de validade. Portanto, devem ser

rapidamente transportadas para o local de analise.

Bisinoti et al. (2007) destacaram que no Brasil, a regido amazonica ¢ a area mais estudada por
apresentar altos valores de HgT e, em alguns casos sdo encontrados, valores superiores a 0,2 pg L
permitidos pela legislagdo ambiental (CONAMA 357/2005) para ambientes de classe II, como os rios
amazonicos. No entanto, ainda ndo foram confirmados quais sdo os parametros limnologicos que
influenciam mais fortemente na dinamica do mercurio e se esta influéncia varia ao longo do ano
(BRASIL, 2005).

Conforme Tafurt-Cardona et al. (2015), a analise de especiagdo de mercirio em um ecossistema
aquatico pode ser um problema, devido aos niveis muitos baixos, requerendo o uso de técnicas altamente

sensiveis, como a técnica de Difusdo em Filmes Finos por Gradiente de Concentragao (DGT) utilizada
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para uma melhor compreensdo da labilidade/biodisponibilidade que ocorre em ambientes aquaticos.
Possuindo uma grande vantagem de realizar amostragens in situ, evitando que a natureza ¢ a distribui¢do
das espécies de metal presentes na agua ndo sofram alteracdes, como ocorre em técnicas comuns de
amostragem ¢ armazenamento (ZHANG and DAVISON, 1995; CLARISSE et al., 2009; CLARISSE et
al., 2012; COLACO et al., 2014; PELCOVA et al., 2014; WANG et al., 2016; MENEGARIO et al.,
2017).

Porém, esta técnica apresenta algumas limita¢des durante sua aplicagdo, dentre elas, a interferéncia
de valores altos e baixos de pH, inviabilizando a aplicacdo desta técnica em aguas com elevadas ou

baixas condutividades elétricas (HANSSON et al., 2019).

2. HIPOTESES

O presente estudo teve como hipdteses centrais os seguintes questionamentos: Sera que €
possivel aprimorar as técnicas analiticas classicas e instrumentais para quantificagdo das espécies de
mercurio de tal modo que seja possivel a determina¢do de niveis tragos de concentragdo? Em pH e
condutividade elétrica baixos? Além da possibilidade de elimina¢do de uma das etapas do processo de
analise que reduziria o risco de perda ou contaminacdo utilizando a técnica de Analise Direta de
Mercurio? Sera possivel promover a redugdo de custo, tempo e geracdo de residuos? Serd possivel
determinar a concentra¢io de mercurio presente em solidos suspensos totais na agua de rio? E possivel
adaptar a técnica padrdo para determinagdo da concentragdo de sélidos suspensos totais para analise do
teor de Hg 1abil? Sera possivel o aprimoramento metodologico na especiagdo de mercurio, enfatizando
principalmente o estudo dos fatores (pH, forca idnica e teor de interferentes) que influenciam na
capacidade de retencdo de metilmercurio pela técnica de Difusdo em Filmes Finos por Gradiente de

Concentragdo (DGT)?
As areas de estudos consideradas para este trabalho foram:

» Rio Negro, por este rio ser responsavel pelo abastecimento publico da cidade de Manaus e,
portanto, motivo de preocupacdo devido as cargas poluidoras que recebe em seu trajeto,
principalmente esgotos domésticos e industriais oriundos da propria cidade.

» O lago de aguas pretas localizado no Parque Ecologico EcoForest Adventure em propriedade
particular localizada no Km 923 da BR 174 — AM. Esta area foi escolhida por apresentar
atividade antropica e ser um ambiente de baneabilidade e de recreagdo, além de possuir uma
barragem devido a constru¢do de uma ponte de acesso da rodovia que podem gerar algum

impacto ambiental.
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A presente Tese de Doutorado foi organizada na forma de Capitulos redigidos conforme as normas
ABNT, 2020. Consistindo em uma Introdugdo Geral e Objetivos, Estado da Arte e Revisdo

Bibliografica, Resultados e Discussdo (em formato de artigos).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

v Validar dois métodos alternativos para determinacgdo de Hg labil e total em solidos suspensos
totais (SST) e para a determinac¢do de MeHg pela técnica de DGT em ambiente de aguas pretas
amazonicas utilizando o estudo comparativo de duas técnicas analiticas: Espectrometria de

Fluorescéncia Atomica de Vapor Frio (CV-AFS) e Analise Direta de Mercurio (DMA).

3.2 Objetivos Especificos

1. Realizar uma revisdo sistematica da literatura e demonstrar o atual Estado da Arte a nivel
Regional, Nacional e Internacional sobre as técnicas empregadas para analise de mercurio e
especiagdo na Amazonia, destacando as fontes de origem natural ¢ os impactos ambientais
gerados pela agdo antropica;

2. Investigar a influéncia dos so6lidos em suspensdo no rio Negro como fontes potenciais de

deposito de Hg 1abil por meio do processo de otimizagdo da técnica convencional;

3. Validar dois métodos analiticos diferentes com sedimento certificado de referéncia
internacional (CNS301- “Trace Elements on Fresh Water Sediment” (Sigma Aldrich/USA))
para determinacdo de Hg labil em SST;

4. Analisar os seguintes pardmetros de desempenho: Seletividade (Efeito de Matriz); Linearidade;
Sensibilidade (Faixa de trabalho e Faixa linear); Exatiddo (Comparagdo de Método;
Tendéncia/Recuperacdo); Precisdo (repetitividade); limite de deteccdo (LD) e limite de
quantifica¢io (LQ) e Robustez (indice de Youden) e Outliers (Teste de Dixon ¢ BoxPlot),
conforme especificado pelo (INMETRO, 2020);

5. Analisar a influéncia do pH, forga i6nica ¢ teor de interferentes sob a concentragdo de MeHg
pelo uso da técnica de difusdo em filmes finos por gradiente de concentra¢do (DGT) em

ambiente de aguas pretas amazonico (nascente do Rio Taruma-Ac¢u — AM).
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CAPITULO 11

Breve Historico e Revisao
Bibliografica do Mercurio

A imagem acima destaca um homem que trabalhava na fabricacio de chapéus sem nenhum
equipamento de protecao, o que o colocava em risco de envenenamento por mercurio, método este
muito popular no século XIX. A doenca do Chapeleiro Maluco ou Sindrome do Chapeleiro Maluco
(personagem de Lewis Carroll, em Alice no Pais das Maravilhas), é um distirbio neurolégico que
afeta todo o sistema nervoso central, bem como um complexo de sintomas, derivado de
envenenamento por mercurio, conhecido como Eretismo. A Sindrome esti associada aos
chapeleiros do século XIX devido a etapa de curtimento do couro dos chapéus em que eles
utilizavam vapor de mercurio metalico para atender aos requisitos da elegincia.
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CAPITULO IT
1. BREVE HISTORICO E REVISAO BIBLIOGRAFICA DO MERCURIO

1.1 Mercurio

O mercurio apresenta coloragdo prateada, e sua abreviatura “Hg” vem do latim Hydrargyrum
(prata liquida). E considerado um dos elementos mais toxicos presentes no ambiente em nivel mundial
(UNEP, 2013). Desde a antiguidade, egipcios, chineses, fenicios e gregos ja o utilizavam para a extragao
do ouro. Tumbas egipcias datadas de 1500 a.C. continham o cindbrio, principal minério do qual se extrai
0 mercurio, cuja composi¢cao ¢ de Sulfeto de Mercurio (II) — HgS. Por desconhecerem as caracteristicas
deletérias inerentes ao mercurio, varios povos da antiguidade o usaram como remédio para diversos
males, como doencgas dos olhos, ouvidos, pulmdes e intestinos. Na China Antiga, varios imperadores
morreram vitimas do mercurio, pois bebiam o metal acreditando que o mercurio prolongava a vida. Na
Roma Antiga, o mercurio era usado como cosmético ¢ unguento medicinal para problemas de pele
(AZEVEDO, 2003).

Na idade média, as naturezas fisica e quimica do Hg ainda eram desconhecidas ¢ misteriosas.
Antonie Lavoisier foi o primeiro a reconhecer o mercirio como elemento quimico, no final do século
XVIII. O hidrargirismo ou mercurialismo (intoxica¢do cronica por Hg), datada como uma das mais
antigas doengas profissionais conhecidas, foi descrito por Pope em 1665, embora Paracelso ja o tivesse
mencionado em 1567 (AZEVEDO, 2003). Ramazzini também relatou a condigdo dos mineiros de Hg,
e depois de um século foram apontados os problemas de satde de trabalhadores nas indutstrias de chapéu
de feltro. Em 1865, C. L. Dogson (conhecido pelo pseudonimo Lewis Carroll) escreveu “4s aventuras
de Alice no Pais das Maravilhas”, em que o carater do chapeleiro maluco ¢ um bom exemplo da
intoxicacao de mercurio (MAILMAN, 1980).

Encontra-se de forma natural, em baixas concentragdes ¢ com variadas propriedades quimicas
e fisicas distribuido por toda a crosta terrestre. Presente em pelo menos 25 minerais, mas a Unica forma
economicamente explorada € o cindbrio que ocorre em depositos em areas com atividade vulcanica
recente, em veios e fraturas minerais, e proximo a fontes de aguas termais conforme rocha do mineral

representada na Figura 1 (AZEVEDO, 2003).
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Figura 1. Rocha do mineral Cinabrio encontrada no Estado de Lara (San Jacinto) Venezuela.

Cinabrio

Fonte: Acervo Pessoal, Proprio Autor, 2019.

O mercurio esta presente na forma inorgdnica em aguas superficiais e subterrdneas em
concentragdes inferiores a 0,5 mg L' (OMS,1993). Na Tabela 1 sdo apresentadas algumas de suas

propriedades fisicas e quimicas.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do mercurio.

PROPRIEDADES CARACTERISTICAS

Cor/ Forma Branca prata, liquido a temperatura ambiente ¢ a
0°C
Odor Inodoro
Densidade 13 579 g cm? (25°C)
Ponto de Fusao -38, 87 °C (234 K)
Ponto de Ebulicao 356, 72 °C (630 K)
Pressao de Vapor (25°) 2x10~ mmHg
Solubilidade em Agua Insoluvel em agua e em HCI diluido, HBr, HI,
H,SO, diluido, solivel em HNO;
Solubilidade em Solventes Orgénicos Soluvel em H>SO4, lipidicos

Fonte: Adaptado de AZEVEDO, 2003.

O merctrio pode existir em trés estados de oxidagdo: O mercirio metélico ou elementar (Hg")
possui baixa solubilidade em agua, altamente volatil a temperatura ambiente e, sendo uma das espécies
predominantes na atmosfera devido sua estabilidade, pode ser transportado por longas distidncias. As
duas formas oxidadas, o ion mercuroso (Hg (1)), o qual consiste no cation divalente (Hg,*"), é instavel

nos diferentes ambientes e oxida rapidamente ao ion mercurio (Hg?").

Fatores como o pH, forca idnica, potencial redox, concentragdes de matéria organica dissolvida,

oxigénio dissolvido, sulfatos e solidos suspensos, sdo importantes porque controlam a especiacao do



35

mercurio em solugdo e contribuem para diferenciar ou tipificar o mercurio no ambiente (GABRIEL ¢

WILLIAMSON, 2004).

Em 2000, a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (“International Union of Pure and
Applied Chemistry” - IUPAC), recomendou a seguinte defini¢do: “Especiagdo é o termo geralmente
utilizado para representar a distribuicdo de um elemento entre as espécies quimicas definidas num

sistema” (TEMPLETON et al., 2000).

As diferentes formas de um elemento quimico e suas combinag¢des sdo conhecidas como
"espécies". As principais espécies de mercurio sao o mercurio elementar (Hg0), e as formas inorgénicas
(Hg?") e orgnicas (MeHg) (AZEVEDO, 2003). A Tabela 2 apresenta uma classificagdo dos compostos

mercuriais, proposta por Lindqvist e colaboradores (1984).

Tabela 2. Classificacdo de compostos mercuriais.

CLASSIFICACAO COMPOSTO

Volateis (Hg®); (CH3):Hg

Hg*", HgX*, HgX4* (em que X= OH’, CI;, Br), HgO em

Espécies Reativas Particuladas particulas aerossois e complexos de Hg?" com 4cidos
Soltiveis em Agua organicos

MeHg, CH3HgCl, CH3HgOH e outros organomercuriais,

Espécies ndo Reativas Hg(CN),, HS e Hg?" ligado ao enxofre em fragmentos de
matéria hiimica.

Fonte: AZEVEDO, 2003.
1.1.1 Fontes

O merctrio é gerado no ambiente por processos naturais ¢ antropicos. As emissoes naturais na
atualidade sdo menores em comparagdo com as emissdes antropicas; em todo o mundo estima-se que
durante o ultimo século as emissdes antropicas triplicaram as concentracdes de Hg na atmosfera e na

superficie do oceano (MANSON et al., 1994).

As fontes naturais incluem atividade geotérmica, a evaporagdo das superficies de terra e 4gua,
degradagdo de minerais, intemperismo natural de rochas, erup¢des vulcanicas e incéndios florestais,
sendo responsaveis por cerca de 10 % da estimativa de 5.500 - 8.900 ton de Hg atualmente a ser emitidos

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

Atualmente investigagdes mais detalhadas das emissdes de Hg na interface agua/atmosfera
sobre a bacia do rio Negro mostram que as emissdes de mercurio pelo processo de difusdo na interface
agua/atmosfera sdo da ordem de 60 vezes inferior a quantidade de Hg que se deposita na bacia por via

umida atmosférica (ZARA et al. 2017).
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A industria de cloro-alcali foi a mais citada para as possiveis fontes emissoras de Hg, ¢ a
atividade que sobressaiu foi a que faz uso de produtos quimicos e libera Hg para o meio ambiente, tanto
na forma gasosa como por efluentes e residuos dessa atividade (REGIER et al., 2013; POLECHONSKA
& SAMECKA-CYMERMAN, 2016; TURULL et al., 2017).

A minerac¢do foi a segunda fonte emissora mais citada, porém ela é considerada mundialmente
uma das grandes liberadoras de Hg para o ambiente (LACERDA et al., 1991; OLIVERO & SOLANO,
1998; YANG et al., 2002; MISHRA et al., 2008; MARRUGO-NEGRETE et al., 2010; NUNEZ et al.,
2011; LOMINCHAR et al., 2019).

Na ultima década a mineracdo artesanal de ouro nos paises em desenvolvimento teve um
crescimento (TOMIYASU et al., 2013; OLIVERO-VERBEL et al., 2015). Segundo reportado por
Oliveira (2021) em estudos realizados na Colombia a mineracao foi tida como a principal fonte emissora

do Hg e em 75% dos estudos realizados na Espanha também relataram a mesma fonte.

Segundo Wang et al. (2014), as diferentes formas de uso e ocupago do solo podem determinar
quais substancias sdo carreadas para os ambientes aquaticos como vestigios de metais. As atividades
antropicas sobre solo contribuem para o aumento de metais toxicos no meio ambiente. No estudo de

Oliveira (2021), 87,38% das fontes emissoras de Hg estavam relacionadas as atividades antropicas.

O mercurio pode ser encontrado em concentragdes variaveis, em quase todos os ambientes
geologicos. E encontrado em varios tipos de rochas, com mais frequéncia em calcario, arenito,
serpentina, andesita, basalto, riolita, feldspato alcalino e quartzo e principalmente associado ao cinabrio

como sulfeto de mercurio.

Existem os chamados cinturdes geoquimicos de mercirio, 0s quais na sua capa superior as
concentragcdes de mercurio excedem significativamente os valores médios. Em algumas partes dos
cinturdes, a acumulagdo de grandes quantidades de mercurio levou a formagao de depdsitos exploraveis

(UNEP, 2013).

No inventario de emissoes globais antrdpicas de mercurio, realizado pela UNEP (2013), estima-
se que em 2010, aproximadamente 1.960 ton das emissdes, foram geradas pelas atividades humanas,
representando cerca de 30% da quantidade de HgT na atmosfera anualmente. Baseando-se nas avaliadas
de emissoes globais, as emissdes para aguas e solos no Brasil sdo estimadas em cerca de 50% das
emissdes atmosféricas. Calcula-se também que o total de Hg emitido para o meio ambiente atinja cerca

de 100 ton anuais, tendo diminuido significativamente nas ultimas duas décadas (MMA, 2011).
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As principais fontes de emissdo ocorrem através da queima de carvdo, mineragdo, fundicdo e
produgdo de ferro e metais ndo ferrosos, producdo de cimento, mineracdo artesanal de pequena escala
de ouro, residuos de produtos de consumo em geral (baterias, tintas, interruptores elétricos e dispositivos
eletronicos, termometros, medidores de pressdo arterial, lampadas fluorescentes, pesticidas, fungicidas,
medicamentos, cosméticos, amalgama dentaria), na industria do cloro e alcalis, onde a tecnologia de
células de mercurio pode ser utilizada na produgdo de cloro e de soda caustica. Novas fontes ndo
incluidas nos inventarios passados sdo as emissdes provenientes da produgdo e emissdo de aluminio

primario, queima de gas natural e refino de petréleo (UNEP, 2013).

1.1.2 Ciclo biogeoquimico do mercurio

O ciclo biogeoquimico de merctrio ¢ caraterizado pelas varias rotas que este elemento pode
seguir no ambiente. De modo geral destaca-se sua liberagdo do solo e da agua para atmosfera, seu
transporte esta seguido da deposicdo atmosférica na 4gua e no solo. Quando em contato com o solo ou
sedimento, pode ocorrer sor¢do do mercurio na forma insolivel seguida de metilagdo/desmetilagao,

reiteracdo deste na atmosfera ou bioacumulagido na cadeia alimentar aquatica (BISINOTI et al., 2004).

Como mencionado anteriormente o mercurio participa de uma série de processos complexos em
diferentes compartimentos ambientais (dgua, ar, solo e biota). Dependendo dos componentes do
ambiente, o mercurio desenvolve uma série de transformagdes quimicas, existindo assim, diferentes
espécies quimicas com diferentes propriedades (BISINOTI et al., 2004). A Figura 2 ilustra os diferentes

ambientes onde ocorre o ciclo biogeoquimico do mercurio.

Figura 2. Ciclo Biogeoquimico de Mercurio no ambiente.
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Segundo Mason et al. (1994) e Morel et al. (1998), o mercirio emitido naturalmente para a
atmosfera se apresenta, principalmente, na forma de vapor de Hg’ insolivel em Agua e com baixa
reatividade, o qual ¢ retido na atmosfera e transportado através de grandes distancias. Na presenca de
ozobnio ¢ oxidado e precipitado em uma fracdo significativa de mercurio reativo (Hg?"), sendo mais

soluvel em 4gua, podendo ser reemitido para a atmosfera como Hg’.

O oceano recebe cerca de 90% de Hg através da deposi¢do atmosférica imida e seca. Quando
oxidado, cerca de 60% do merctrio total ¢ depositado no solo e 40% na agua. Uma vez na agua, o
mercurio reativo pode formar grande quantidade de complexos e de quelatos com material organico,
particulas em suspensdo, carbono organico dissolvido e também, pode ter ligacdes covalentes com o
carbono e formar compostos chamados organomercuriais (em especial as formas MeHg e DMeHg),

além de apresentar uma forte sor¢do pelo material humico (AZEVEDO, 2003).

Estudos realizados por Gabriel e Williamson (2004) mostraram que a adsor¢ao do mercurio pela
matéria himica aumenta com o pH baixo e que a razdo para isso poderia ser devido a uma grande
concorréncia de outros elementos competindo com o Hg, o que influenciaria nessa adsor¢do. Segundo
Bisinoti, (2004), a quantidade de Hg*" diminui quando é fixado a matéria orgénica, sobretudo ao material

hamico.

No fundo dos oceanos ¢ depositado na forma insolavel sulfeto de mercurio (HgS), o que dificulta
o processo de metilagdo com periodos de retengdo mais longos (UNEP, 2005). Desta forma a liberagéo
gradual do merctrio pode se estender por periodos mais longos com possiveis langamentos para a

superficie das aguas.

Dependendo das condi¢des ambientais como pH e condutividade (aumentando a solubilidade,
mobilidade e disponibilidade do mercurio) e a presenca do complexo ion mercurio (II)-acido humico
(Hg?"-AH) no solo, aumenta ou diminui a metilagio do mercurio (WASSERMAN, 2002 apud
BISINOTI et al., 2004). Por outro lado, o mercurio oxidado (Hg") pode complexar também com outros
ions presentes, como o cloreto, ¢ formar cloreto de merctrio (II) (HgCl,), que depositara na agua e no
solo, podendo formar MeHg, ou se volatilizara e retornara para a atmosfera, na forma de merctrio

metalico, MeHg ou dimetilmerctrio.

Mais do que 85% do estoque total de merctirio na biota de aguas doces esta na forma de MeHg,
no entanto, nas aguas este valor raramente ultrapassa 10 % e, em sedimentos, varia de 0,1 a 1,5 % do
estoque total (BISINOTI et al., 2004). Devido a sua baixa concentragdo no ambiente, o estudo deste
composto ¢ de grande importancia pelos efeitos adversos que causa a saude do homem. A Figura 3
ilustra as principais reagdes que podem ocorrer no ciclo do Hg no sedimento, agua e atmosfera, com

grande influéncia da ac@o de bactérias e da luz solar.
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Figura 3. Principais interagdes das espécies quimicas do ciclo do Hg nos diferentes compartimentos

ambientais.
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Fonte: (LEOPOLD, FOULKES & WORSFOLD, 2010.)

1.2 Caracteristicas das Aguas Amazonicas

As aguas dos rios s@o o produto de interagdes fisicas e quimicas ocorridas durante o processo
de infiltracdo e escoamento nessas areas. Na regifo amazonica, as relagdes entre a quimica dos sistemas
fluviais e a geologia de suas areas de influéncia sdo nitidas. De acordo com Oliveira et al. (2001) na
regido amazonica reconhecem-se trés tipos de aguas, segundo caracteristicas visuais como cor e

transparéncia: brancas, claras e pretas.

As aguas pretas, encontradas no Rio Negro e na maioria dos seus afluentes, apresenta coloragéo
escura, com uma transparéncia de 1,30 a 2,30 m. S2o aguas na sua grande maioria acidas, com valores
de pH entre 3,8 ¢ 4,9. A elevada acidez deve-se a presenca de grandes quantidades de substancias
organicas dissolvidas, tal como acidos humicos e filvicos, provenientes da drenagem de solos arenosos

cobertos por vegetagdo conhecida como campinarana ou caatingas amazonicas.

A importancia de estudos mais detalhados acerca do ciclo de merctrio em ambientes de aguas
pretas ou escuras, tais como o rio Negro ¢ demais tributarios se deve ao fato dos mesmos possuirem
caracteristicas que permitem a permanéncia das espécies de mercurio na agua, principalmente a

formag@o da espécie orgénica, o metilmercurio (MeHg).

Devido a alta quantidade de matéria organica dissolvida nessa agua, os agentes organicos

complexantes soliveis em agua, tais como humatos e fulvatos, que podem quelar as espécies soluveis e
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insolaveis na agua (BRITO, 2015). A decomposi¢do de matéria organica consome oxigénio dissolvido,
o que resulta em condi¢des hipdxicas ou anoxicas na coluna d'agua e altas concentragdes de carbono

organico dissolvido (TUNDISI e TUNDISI, 2008).

O déficit de oxigénio favorece a metilagdo do mercurio e, consequentemente, a absor¢do deste
pela biota. Entender a entrada do merctrio no meio aquatico, ¢ sua metilagdo, oferece suporte para
discussoes sobre sua bioacumulagdo pela biota aquatica. A comunidade planctonica desempenha papel
chave nos processos de bioconcentragdo ¢ biomagnificagdo do merctrio. O fitoplancton se contamina

através da adsorgdo e absorgao de espécies de mercurio dissolvidas na agua (FISHER e HOOK, 2002).

1.3 Metilmercurio

As condigdes propicias a metilagdo (e. g., anoxia e alta atividade microbiana), associadas a
grande lixiviag@o das margens recentemente inundadas, que mobilizam merctrio e matéria organica dos
solos inundados, fazem com que a biota dos reservatérios tenha um aumento nas concentragdes de
mercurio logo ap6s o seu enchimento. Em geral, apds alguns anos estas concentragdes tendem a

diminuir, podendo retornar aos niveis naturais (KASPER, 2014).

A produgio e bioacumulagido de metilmercurio (MeHg) ndo dependem somente da abundancia
de mercurio inorganico no meio aquatico, mas também de um conjunto complexo de fatores, tais como:
o pH, forga i6nica, potencial redox, concentragdes de matéria organica dissolvida, oxigénio dissolvido,
sulfatos e solidos suspensos, sdo importantes porque controlam a especiagdo do mercurio em solugéo e

contribuem para diferenciar ou tipificar o mercurio no ambiente (GABRIEL ¢ WILLIAMSON, 2004).

Este ciclo ¢ caracterizado por varias rotas que este composto pode seguir no ambiente. Dentre
elas, destaca-se a sua liberacdo do solo e da agua para atmosfera, seu transporte nesta seguido da

deposicdo atmosférica das espécies de merctrio para a agua e solo.

Quando em contato com solo ou sedimento, pode ocorrer sor¢do do mercurio na forma insoluvel
seguida de metilagdo/desmetilacdo. O ciclo ¢ completado pelas rotas de precipitagdo, bioconversdo em
formas volateis ou soluveis, reintegracdo deste na atmosfera ou bioacumulacdo na cadeia alimentar

aquatica ou terrestre.

Estudos em rios temperados demonstraram que os parametros limnologicos sdo importantes
controladores do transporte ¢ da metilagao do mercurio (BALOGH et al., 2004; BRIGHAM et al., 2009;
BRADLEY et al., 2011). Segundo Kasper et al. (2017) na regido amazodnica, ainda niao foram
confirmados quais sdo os parametros limnologicos que influenciam mais fortemente na dindmica do

mercurio e se esta influéncia varia ao longo do ano.



41

1.3.1 Bioacumulacgdo e Biomagnificacdo

O merctrio organico, uma vez metilado, é rapidamente incorporado pela biota e por apresentar
um longo tempo de residéncia em organismos, aumenta sua concentragdo ao longo do tempo de
exposi¢do (bioacumulacdo) e, consequentemente, se incorpora a cadeia trofica. Cerca de 90% do Hg

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

O MeHg ¢ a forma mais toxica do mercurio, o que lhe confere uma alta biodisponibilidade no
ambiente, sendo armazenado e reciclado por longos periodos antes de ser removidos por processos

naturais, tornando-se um risco a saude dos seres vivos.

Aparentemente, quase 100 % do Hg ¢ bioacumulado em peixes predadores na forma de MeHg,
a maior parte deste se encontra nos tecidos dos peixes formando ligagdes covalentes com os grupos
sulfidrilos das proteinas, resultando em uma vida média de eliminagdo longa (cerca de dois anos)
(UNEP, 2013). Desta maneira, se gera um enriquecimento seletivo de MeHg, quando se passa de um

nivel tréfico inferior a um superior.

Segundo Almeida et al. (2009) com base em dados da literatura sobre a distribui¢ao de Hg em
solos, aguas, sedimentos, biota ¢ os seres humanos que vivem na Bacia AmazoOnica, mostraram
evidéncias de que a exposi¢cdo humana a contaminagao por Hg néo esta diretamente relacionada com a
emissdo de Hg para uma area especifica, mas sim com os processos biogeoquimicos complexos ao nivel

do ecossistema controlando a mobilidade Hg e sua biodisponibilidade.

1.3.2. Toxicidade do Metilmercurio

O ciclo biogeoquimico do Hg teve grande importancia nas Gltimas décadas apos surgirem varios
acidentes com diferentes espécies quimicas do merctrio nos mais distintos ambientes. Estas espécies
diferem grandemente nas suas propriedades bio-fisico-quimicas tais como toxicidade, solubilidade, ¢

taxa de bioacumulacdo pelos organismos.

O principal caminho para a exposi¢do humana é o consumo de peixe contaminado e outros frutos
do mar, onde o mercurio organico na sua forma MeHg, é acumulado na biota aquatica e biomagnificado

na cadeia alimentar (UNEP, 2013).

Devido a sua afinidade com aminoacidos, nos mamiferos, o MeHg acumula-se
preferencialmente no sistema nervoso central e sua alta toxicidade em humanos, leva a disfungdo neural,
distarbios visuais como escotomas (visao turva) e redugdo do campo visual, ataxia (baixa coordenagdo

para andar), parestesia (insensibilidade na pele), neurestenia (dor nos nervos), perda da audigdo, disartria
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(dificuldade na articulacdo das palavras), deterioragdo mental, tremor muscular, distirbio da motilidade

e, nos casos de exposi¢do grave, paralisia e morte.

Verificou-se que certas regides do cérebro sdo particularmente sensiveis aos efeitos toxicos do
MeHg, a saber, o cortex cerebral (especialmente o cortex visual) e a camada granulosa do cerebelo,
causando mais danos ao desenvolvimento de embrides, os quais s3o cinco a dez vezes mais sensiveis

que os adultos (EPA,1997 apud BISINOTTI, 2004).

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

de exposicado (MMA, 2012).

O caso de contaminagdo por compostos organicos de Hg que mais repercutiu, ocorreu no Japao
na baia de Minamata em 1953. A industria responsavel por esse desastre foi a Shisso Fertilizer Co Ltd.,
que produzia 0 MeHg como um subproduto do processo de produgdo do acetaldeido. Estes residuos
eram despejados na Baia de Minamata, contaminando a biota aquatica local. Os danos causados a
populacdo de Minamata pela ingestao de alimento contaminado por MeHg eram disturbios neurologicos
caracterizados pela paralizagdo de membros, entorpecimento de dedos labios e lingua, sendo

denominada doenga de Minamata (SILVA et al. 2017).

Outro episodio tragico que também alertou a comunidade cientifica quanto aos perigos da
toxicidade dos compostos organicos de Hg, foi o caso ocorrido em 1997 da morte de uma pesquisadora
americana, Karen Wetterhaln da Universidade de Dalmouthn que morreu alguns meses depois que uma

gota de dimetilmercurio atravessou sua luva latex (BAIRD e CANN, 2012).

Levando-se em consideragdo o alto risco de contaminacgdo e efeitos deletérios irreversiveis e
letais pela exposicdo ao MeHg e outras espécies organicas, se faz necessario que os analistas tomem
cuidados especiais durante 0 manuseio dos compostos organicos de Hg, recomenda-se o uso de luvas

nitrilicas, pois estas sdo impermeaveis a forma metilada do Hg.

2. TECNICA DE DIFUSAO EM FILMES FINOS POR GRADIENTES DE CONCENTRACAO
(DGT)

A técnica de difusdo em filmes finos por gradiente de concentra¢do desenvolvida por Davison
e Zhang (1995) esta fundamentada na 1* Lei de Fick, na qual um fluxo F de ions metalicos da solugdo

ou da amostra se difunde através do gel de agarose ou poliacrilamida em direcdo ao material ligante,
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formando um gradiente de concentra¢do. Na Figura 4 se ilustra graficamente a difusdo molecular do

analito.

Figura 4. Esquema demonstrativo de funcionamento do DGT.
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Fonte: Adaptado de ZHANG e DAVISON (1995).

O fluxo de ions metalicos (F) através do gel pode ser determinado de acordo com a Equagao 1.
F=D(Cb-C)/Ag (Equagdo 1)

Sendo: D = coeficiente de difusdo do ion no interior do gel difusivo Cb = concentracdo da
solugdo; C = concentragdo do analito livre na interface com o material ligante e Ag = espessura do gel

por onde ha difusdo do ion.

Se considerarmos que o equilibrio entre os ions da solucdo/amostra e o material ligante é
alcangado rapidamente e, se a ligacdo entre eles for intensa ndo ocorrendo saturagdo da fase ligante, a
concentragdo C’ tendera a zero ¢ a Equagao 1 podera ser escrita da seguinte forma, conforme a Equagédo
2:

F=DCbh/ Ag (Equagdo 2)

O fluxo dos analitos pode ser calculado também por equagdo de fluxo F = M.(At)!, onde M é a
massa do analito, A ¢ a area da janela do dispositivo e t o tempo de imersdo dos dispositivos. Podemos
combinar esta formula com a (Equagdo 2), expressando-se assim a massa M do analito em estudo como,

na Equacdo 3:
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M = DCitA/Ag (Equag@o 3)

A determinagdo da massa M ¢é possivel depois do processo de elui¢do, seguido do analise para
determinar a concentracdo Ce do ion na solucdo eluida. Considerando o volume do acido usado na
elui¢do Ve, o volume do disco Vr e o fator de eluigdo fe. A massa M do analito retida no dispositivo

DGT ¢ obtida conforme a Equacdo 4 (ZHANG; DAVISON, 1995):
M = Ce.(Ve+Vr).fe! (Equacio 4)
Determinada a massa M num tempo de imersdo determinado (t), podemos calcular a
concentragdo Cb do analito na solugdo/amostra através da Equagdo 5.
Cb = MAg/DtA (Equacdo 5)

O dispositivo DGT convencional consiste basicamente em 3 camadas, um ligante, a resina
Chelex-100 imobilizada em um gel de poliacrilamida-agarose e, sobre esta, uma camada permeavel ou
difusivel, com porosidade controlada, um gel de agarose e, por cima deste, um filtrante de nitrato ou

acetato de celulose para proteger as camadas de gel de material particulado.

As duas camadas sao fixadas a um pistdo de polipropileno com um anel contendo uma abertura
central de 20 mm de diametro, onde ocorre a difusdo dos analitos da solug@o para a camada mais interna,
o agente ligante (ZHANG e DAVISON, 1995). A Figura 5 ilustra a disposi¢do das camadas que

conformam o dispositivo DGT.

Figura 5. Esquema de um dispositivo DGT.
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Fonte: Adaptado de ZHANG e DAVISON, 1995.

2.1 Especiagao metilmercurio pela DGT no Brasil

Considerando que o uso da S. cerevisiae imobilizada em agarose pode ser estendido para a

determinacgdo de outros metais, particularmente, para especiacdo do MeHg. Tafurt-Cardona et al. (2015)
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utilizaram a levedura S. cerevisiae imobilizada em gel de agarose como fase de ligagao e poliacrilamida
como camada difusiva no gel difusivo pelo uso da técnica (DGT) para determinagdo seletiva de
metilmercirio (MeHg). A abordagem proposta foi empregada com sucesso para medigdes in situ no rio
Negro (Manaus-AM, Brasil), classificado como ambiente de aguas pretas amazodnicas. Os testes de

implanta¢do mostraram boa linearidade na absor¢do de massa até 48 h (3276 ng).

Tafurt-Cardona et al. (2015) ao acoplar a técnica DGT a espectrometria de fluorescéncia
atdmica a vapor frio, o método tem um limite de deteccdo de 0,44 ng L™ (fator de pré-concentragio de
11 para implantagdo em 48 h). Coeficiente de difusdo de 7,03 + 0,77 x 107® cm? s a 23°C em gel de
poliacrilamida (pH = 5,5 e forga i6nica = 0,05 mol L' NaCl). Foram avaliadas a influéncia da forga
idnica (de 0,0005 mol L' a 0,1 mol L™! de NaCl) e do pH (de 3,5 a 8,5) na captagdo de MeHg. Para esse

intervalo, recuperacdes de 84-105% e 84-98% foram obtidas para forga idnica e pH, respectivamente.

A potencial interferéncia devido a presenga de Cu, Fe, Mn, Zn também foi avaliada, mostrando
boas recuperagdes (70-87%). A seletividade da abordagem proposta foi testada por implantagoes em
solugdes contendo MeHg e Hg (II). Os resultados obtidos mostraram recuperacdes de 102-115% para

MeHg, enquanto a captacao de Hg (II) foi insignificante (TAFURT-CARDONA et al. 2015).

2.2 Espectrometria de fluorescéncia atomica com geragdo de vapor frio (CV-AFS)

A técnica de Espectrometria de Fluorescéncia Atomica com Geragdo de Vapor Frio, apresenta
baixa interferéncia de matriz, baixos custos de operagdo, além de oferecer recursos analiticos
interessantes, tais como baixo limite de detec¢do (abaixo de 1 ng L!) e ampla faixa de calibragio linear
(de ng L' amg L), é considerado um dos detectores mais sensiveis para a determina¢do de mercurio
no ambiente, comparavel a detec¢do com o ICP-EM e Espectroscopia por Fluorescéncia de Raios X por
Reflexdo Total — TXRF (Total Reflection X-Ray Fluorescence Spectroscopy) (BLOOM, 1989;
SANCHEZ et al., 2010).

Na CV-AFS, o ion mercurico contido numa solugdo da amostra ¢ reduzido a mercurio elementar
a partir de um agente redutor adequado (cloreto de estanho (II) em meio acido, assim, € posteriormente
carregado por uma corrente de gas (Ar), borbulhada através da solugdo, para a célula de absorcao; ou
seja, o vapor formado pela reagdo ja é o proprio vapor atomico, que € introduzido no feixe optico, onde
os atomos de mercurio podem ser excitados por uma fonte apropriada, por exemplo, uma lampada de
descarga de merctrio, onde ocorre ressonancia de emissdo e absorcdo através da geragdo de vapor frio
(Tekran, 2020). A Figura 6 apresenta o arranjo 0ptico esquematico para a medida de mercurio e a Figura
7- AB apresenta o modelo CV-AFS do Equipamento Tekran® 2600 (A); modelo 10.045 Millennium
Merlin Cold Vapor AAS System (B).
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Figura 6. Diagrama esquematico do sistema AFS para andlise de merctrio do sistema TEKRAN® 2600.
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Fonte: Adaptado de EPA 1631 E, 2002.

Figura 7. Equipamentos CV-AFS: A) modelo Tekran® 2600; B) modelo 10.045 Millennium Merlin
Cold Vapor AAS System — P. S. Analytical.

Fonte: A) Laboratorio de Quimica Analitica e Ambiental — INPA; B) Centro de Estudos Ambientais —
CEA\UNESP — Rio Claro -SP. Proprio Autor, 2018.
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A técnica de fluorescéncia atdmica oferece grandes vantagens em termos de linearidade e niveis
de detecgdo, o que tem melhorado em fungdo da qualidade das lampadas empregadas como fontes da

excitacdo (TAKASE et al., 2002).

A geragdo quimica de vapor, além da separagdo do analito da matriz, eficiéncia de introdugéo
da amostra, aumento da seletividade pela redug¢do de interferentes, obtengdo de baixos limites de
detecgdo, pode ser acoplada a diferentes técnicas, sendo elas: a espectrometria de absor¢do atdmica

(AAS), ICP-OES, ICP-MS (SUVARAPU & BAEK, 2017).

Varios estudos de especiacao de mercurio pela AFS envolvem o acoplamento de cromatografia
liquida ou gasosa (STOICHEYV et al., 2004 e TSENG ef al., 2004) sendo mais dispendioso, por precisar
de métodos de pré-concentragdo para atingir baixos limites de deteccdo (YU et al., 2005; SUVARAPU
& BAEK, 2017).

A técnica AFS apresenta também limitacdes, como espalhamento, supressdo da fluorescéncia e
emissdo de fundo, que dependem dos niveis de impurezas das amostras (TAKASE et al., 2002). Além
disto, grandes volumes de solucao, o estado de oxidacao do analito, a forma do composto assim como o
pH da solugdo e a concentragio dos reagentes podem ser criticos. A cinética da reagdo e liberacao dos
vapores pode ser afetada por fatores fisicos da solucdo, particularmente o merctrio que ¢ sensivel a

reacdes de troca, que pode causar perdas e contaminagdo (SUVARAPU & BAEK, 2017).

2.3 Analisador Direto de Mercurio

Torrezani (2016) destaca que a técnica via analise direta de mercurio consiste em um método
de decomposi¢do térmica, amalgamagdo ¢ espectrometria de absor¢do atOmica. A amostra ¢ seca ¢
decomposta térmica e quimicamente no forno. Os produtos de decomposicdo sdo carreados por um fluxo
de oxigénio até a secdo catalitica do forno, onde a oxidagdo é completada e compostos como halogénios
e Oxidos de nitrogénio e enxofre sdo aprisionados. Os produtos de decomposi¢cdo remanescentes sdo
levados ao amalgamador que aprisiona seletivamente o mercurio. Ele esquenta rapidamente, liberando
vapor de mercurio. O fluxo de oxigénio leva esse vapor para células de absorbancia posicionadas no
caminho 6ptico de um espectrometro de absor¢@o atdmica de comprimento de onda nico (Figura 8). A
absorbancia (altura de pico ou area de pico) ¢ medida a 253,7 nm em fun¢@o da concentragdo de mercurio

(US EPA, 1998).
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Figura 8. Esquema do processamento de amostra no DMA-80.
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Fonte: Adaptado de (MILLESTONE, 2020).

O DMA-80 (Figura 9) em sua nova versdo integrou perfeitamente uma ampla gama de
aplicacdes e industrias, sendo utilizado para a determinacdo de mercurio em aplicagdes ambientais,
como testes de solo, aguas residuais, sedimentos e residuos e na industria de alimentos, onde o teste de

peixes ¢€ a principal aplicacdo (MILLESTONE, 2020).
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Figura 9. Modelo do Analisador de Merctrio por Combustdo (DMA-80 Millestone®).

Fonte: Laboratorio de Analises Minerais — LAMIN, Servigo Geoldgico do Brasil — CPRM, Manaus —
AM. Proprio Autor, 2020.

E um sistema de analise direta de escolha em muitos laboratorios em todo o mundo. O sistema
permite ao operador analisar em praticamente qualquer matriz da amostra - liquidos, solidos e gases -
sem a necessidade de qualquer preparagio de amostras. [sso ndo s6 economiza seu tempo de laboratorio,

mas pode resulta em economias substanciais de custos - até¢ 70% quando comparado a técnica de CVAA.

Este trabalho tem como principal objetivo otimizar técnicas para determinagdo das espécies de

Hg 1abil, HgT e MeHg em ambientes de aguas pretas amazonicos.
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CAPITULO III

Revisao Sistematica da Literatura e Estado da Arte sobre o Ciclo Biogeoquimico do
mercurio e suas propriedades fisico-quimicas, especiacio quimica e técnicas de

amostragem e instrumentais de analise de mercurio

Trecho do Rio Negro, Proximo a Refinaria de Petroleo (REMAN), Porto da Ceasa,
Manaus-AM. Fonte: Préprio Autor, 2020.
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CAPITULO 111

1. REVISAO SISTEMATICA DA LITERATURA

A revisdo do Estado da Arte foi realizada mediante critérios de sele¢do previamente
estabelecidos. A pesquisa norteou-se sobre o Ciclo Biogeoquimico do mercurio e suas propriedades
fisico-quimicas, especia¢do quimica e técnicas de amostragem ¢ instrumentais de analise de merctrio
que permitam evidenciar o atual Estado da Arte. A pesquisa caracterizou-se pela abordagem quali-

quantitativa.

Conforme sugerido por Skoog et al. (2015) uma das primeiras questdes a serem respondidas,
antes do inicio de uma analise, ¢ “Qual seria o maior erro que podemos tolerar em um resultado?”. A
resposta para esta questdo geralmente determina o método escolhido e o tempo requerido para completar
a analise. Por exemplo, os experimentos para determinag@o de mercurio em uma amostra de agua de rio
excedem a um certo valor e podem ser feitos frequentemente de forma mais rapida que aqueles para
determinar a sua concentragdo especifica exatamente. Aumentar a exatiddo de uma determinagéo por
um fator de dez vezes pode tomar horas, dias ou até mesmo semanas de trabalho arduo. Desse modo ¢
crucial evitar a perda de tempo para gerar dados mais confiaveis que o necessario para o trabalho que se

quer realizar.

Nesse sentido, a problematica deste estudo esta centrada no seguinte questionamento: Sera que
¢ possivel aprimorar as técnicas analiticas classicas e instrumentais para quantificagdo das espécies de
mercurio de tal modo que seja possivel a determina¢do de niveis tragos de concentragdo? Em pH e
condutividade elétrica baixos? Além da possibilidade de elimina¢do de uma das etapas do processo de
analise que reduziria o risco de perda ou contaminagao? Sera possivel promover a reducdo de custo,

tempo e geragdo de residuos?

Para tal investigagdo, foram adotados os seguintes bancos de dados eletronicos: Web of Science,
PubMed, Science Direct e Scopus. Realizou-se a busca avangada contemplando a procura em bancos de
dados pelos seguintes descritores:

Web of Science e PubMed: TS=(("MERCURY* SPECIATION*" OR SPECIATION* OR
"MERCURY ANALY*" "MERCURY TRACE ANALY*") AND (MERCURY* OR
"METHYLMERCURY*" OR "METHYLATION*" OR "MERCURY* PROPERT*" OR
BIOACCUMULATION* OR BIOMAGNIFICATION* OR "MERCURY* TOXICITY*" OR
"BIOGEOCHEMI*") AND (DGT OR "DIFFUSION TECHNIQUE GRADIENT*" OR "THIN FILM
DIFFUSION TECHNIQUE GRADIENT*" OR "Diffusive gradients in thin-film*" OR "Diffusive
gradients in thin-film* (DGT)" OR "THIN FILM*" OR CVAF* OR "COLD VAPOUR ATOMIC
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SPECTROSCOP*" OR DMA OR "DIRECT MERCURY ANALYZ*") AND ("WATER*" OR
"RIVER*" OR "LAKE*" OR "FRESH WATER*"));

Science Direct: ((SPECIATION) AND (MERCURY OR "METHYLMERCURY") AND
(DGT OR CVAFS OR DMA) AND ("WATER" OR "RIVER" OR "LAKE" OR "FRESH WATER"));

Scopus: TITLE-ABS-KEY ("MERCURY*
SPECIATION*" OR speciation®* OR "MERCURY ANALY*" "MERCURY TRACE
ANALY*" OR mercury) AND TITLE-ABS-KEY (dgt OR "DIFFUSION TECHNIQUE
GRADIENT*" OR "THIN FILM DIFFUSION TECHNIQUE GRADIENT*" OR "Diffusive
gradients in thin-film*" OR "Diffusive gradients in thin-film* (DGT)" OR "THIN
FILM*" OR cvaf* OR "COLD VAPOUR ATOMIC SPECTROSCOP*" OR dma OR "DIRECT
MERCURY ANALYZ*") AND TITLE-ABS-KEY
("WATER*" OR "RIVER*" OR "LAKE*" OR "FRESH WATER*") AND PUBYEAR > 2015.

Os quais foram combinados entre si, sendo realizada a selecdo dos estudos em concordancia
com as perguntas norteadoras, de acordo com os critérios de elegibilidade previamente estabelecidos:
adequagdo ao problema de estudo, ensaio ou desenho experimental publicados em inglés nos ultimos 5
anos (2015-2020). Com o auxilio do gerenciador de referéncias Mendeley excluiu-se as publicagdes que
ndo se enquadravam na tematica do estudo, bem como os trabalhos duplicados.

Em todas as bases de dados pesquisadas foram encontrados um total de 623 artigos, dos quais
11 foram excluidos por estarem duplicados, 515 foram excluidos por ndo se adequarem ao problema da
pesquisa e 97 artigos foram selecionados para leitura e analise qualitativa. A estes manuscritos foram
adicionadas duas dissertagdes e trés teses provenientes de estudos originais ¢ em conformidade com a
problematica da pesquisa. Todos os estudos selecionados abordavam técnicas analiticas classicas e
instrumentais para quantificacdo das espécies de mercurio, ciclo biogeoquimico do mercurio,

compartimentos ambientais e toxicidade. O Quadro 1 apresenta as etapas da analise sistematica.
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Quadro 1. Descrigdo dos processos de busca, selecdo ¢ inclusdo dos trabalhos cientificos na revisdao

sistematica (Estado da Arte Internacional).

Web of Science (91), PubMed (17), Science Direct (464) e Scopus (51)
= (Total: 623 artigos)
8
2]
=
N
E Banco de Teses e Dissertagdes
~ (3 Teses e 2 dissertagdes) = Inclusos na
Revisdo Bibliografica
. . 11 artigos excluidos por
612 Artigos Avaliados [ >
15 g repetigao
4
” 4
97 Artigos Avaliados e 3 Teses 515 artigos excluidos apos
e 2 dissertagdes lidos na integra |:> leitura de titulos e abstract
para critério de elegibilidade
: 4
=
&
=
2
o - Numero de artigos excluidos: 82
= - Desfecho principal nao analisado: 29
- Intervengdo incompativel: 4
- Amostra incompativel: 10
- Comparagao incompativel: 33
- Tipo de estudo incompativel:6
: U
Z
=
E Numero de artigos incluidos
na revisao sistematica:
15

Fonte: Proprio Autor, 2020.
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1.1 Estado da Arte Internacional

Esta revisao sistematica analisou a evolugdo do campo de pesquisa em especiagdo de mercurio,
rastreia o desenvolvimento dos temas da pesquisa e revela a evolucdo da rede de pesquisa através de
analise da literatura central e periddicos que aparecem de 2015 a 2020. A pesquisa girou em torno do
uso da técnica de gradiente difusivo em filmes finos para medigdes in situ, revisao do progresso do

fracionamento quimico, especiagdo e biodisponibilidade do mercurio em agua.

Foi utilizado a ferramenta “VOSviewer” para visualizar a rede de dados. Primeiramente foram
importados os dados das bases: “Scopus”, “Science Direct”, “PubMed” ¢ “Web of Science” para o
“Mendeley” e através da analise bibliométrica e de rede foi criado um sistema quantitativo de imagem
da evolucdo de campo e da comunidade de pesquisa que oferece aos pesquisadores uma visdo geral
sustentada e que pode ajudar a identificar novos segmentos nesta linha de especiacdo com aplicagdes
tecnologicas até a escala nano. Além de apenas mostrando a rede em um grafico, o tamanho dos nos foi
usado para indicar centralidade do grau, significando que nds maiores sdo os artigos citados com mais

frequéncia.

A largura dos links ilustra a for¢a do vinculo entre os artigos citados. O quanto mais espesso for
o link, mais frequentemente os dois artigos sdo citados juntos, indicando que suas pesquisas estdo
relacionadas. Ao serem agrupados, os artigos ficam mais proximos no grafico, se estiverem co-citados

com frequéncia. Os resultados em forma de grafos sdo apresentados nas Figuras 1 e 2.

Com a unificagdo das pesquisas das bases de dados (Figura 1) com trés citacdes podemos
perceber que em trabalhos mais recentes houve uma maior ocorréncia de palavras-chave, tais como:
“mercury”, “methilmercury”, “speciation” e “arsenic” em concordancia com o grafo de linha do
tempo (Figura 2) que apresentou a maior incidéncia das mesmas palavras-chaves, além do destaque nas
cores verde escuro, verde claro e amarelo para “mercury”, “methilmercury”, “speciation”, “arsenic”,
“adsorption” e “methylation” entre os anos de 2016 e 2018. Por meio da analise dessas conexdes em
rede foi possivel verificar o emprego de mais metodologias voltadas a popularizagdo do uso de
dispositivos ou amostradores passivos para especiagdo de metais, em especial voltadas a popularizagdo
da especiagdo do mercurio, aprimorando assim o desenvolvimento e otimizagdo de técnicas analiticas
voltadas para a aplicagdo de novos materiais ligantes e complexantes com maior resisténcia e
durabilidade, inclusive empregando a tecnologia nano. O que fortalece a nova tendéncia de aplicacdo de
novas metodologias voltadas a instrumentag@o analitica com base empirica em pré-preparo de amostras,
miniaturizac¢do de analises quimicas, redu¢do na manipulagdo de amostras e sustentabilidade associada

a quimica verde.



Figura 1. Grafo da conexao das palavras-chave com trés citagdes.
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Figura 2. Grafo unificado da conexdo das palavras-chave em linha do tempo com 3 citagdes das

pesquisas nas bases de dados.
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Outra analise realizada foi em rela¢do a rede social formada pelos autores encontrados, que
possibilitou perceber a interagdo entre entes diversos dentro de um universo. Através desta analise foi
percebido que a grande maioria dos autores encontrados contribuiu com apenas com um trabalho,

conforme apresentado na Figura 3.

Figura 3. Maior componente no grafo de autores e coautorias com trés citagdes.
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Fonte: Proprio Autor, 2020.

Através da andlise da Figura 3, merecem destaque os trabalhos realizados no Instituto de
Geoquimica, Academia Chinesa de Ciéncias, China, cuja maior concentragdo ocorre em dois dos
autores: Feng, Xinbin (na cor azul) e Qui, Guangle (na cor vermelha), para a maior componente
conectada do grafo de rede social dos autores. Este fator demonstra que a parceria entre esses autores
contribui para a formagdo dessa grande componente no grafo social, apesar da endogenia académica. Os
demais autores que formam noés (conecgoes mais acentuadas) sdo da Australia: “University of Southern
Queensland”, Rinklebe, Jorg (em azul); “Mined Land Rehabilitation Centre, University of
Queensland”: Noller, Barry (em verde) e Beijing, China: “Tsinghua University”, Liang, Peng (em

amarelo).
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No grafo de redes de autores e co-autorias em linha do tempo (Figura 4) foi possivel visualizar
uma tendéncia no aumento de publicagdes principalmente a partir de meados do primeiro semestre de
2017 ¢ 2018 no grupo dos pesquisadores (Gu, Chunhao; Wo, Sheng-Chun, Noller, Barry, Ruiz; Diez,
Sergi; Feng, Xinbin ¢ Liang, Peng. Enquanto os pesquisadores (Liang, Longchao, Lu, Qinhui, Wang,

Jianxu, Diez, sergi e Wong, Ming Hung) contribuiram para as publicagdes mais atuais do ano de 2019.

Figura 4. Grafo unificado da linha do tempo da rede de autores e co-autores com até 2 citagdes das

pesquisas nas bases de dados.
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Além disso foi feita uma analise critica sobre os resultados encontrados nessa busca. Dentre os
trabalhos analisados, houve uma percepgdo de que a maior parte dos mesmos ressalta que a maioria das
etapas dos experimentos de especiagdo sdo realizadas dentro do laboratdrio. Por outro lado, também
apresentam propostas metodoldgicas com abordagem contextualizada das espécies quimicas do

mercurio que podem ser utilizadas para minimizar a manipulacdo da amostra.

A principal motivagdo se deve ao fato de que os autores justificam que essas técnicas sdo as
mais aparentes e quando utilizadas na amostragem in sifu tornam-se mais acessiveis de serem aplicadas.
No entanto, todos os autores pesquisados enfatizam as diferengas entre os processos aplicados em

ambientes reais e em como eles sdo facilmente aplicados em laboratoério, o que ndo retrataria a
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dificuldade técnica relacionada a cada ambiente que podem influenciar os processos quimicos
complexos, tais como: condi¢des de temperatura, ferramentas utilizadas e as complexas interagdes

quimicas associadas a esses processos.

Desse modo estdo destacados abaixo no (Quadro 2) os estudos que passaram nos critérios de
selegdo para compor esta revisdo sistematica e que contextualizam a aplicac@o da técnica de difusdo em

filmes finos para especiagdo de mercurio nos tltimos 5 anos.

Quadro 2. Estado da Arte Internacional na especiagdo de Hg.

Autor, Tipo de Variaveis Técnicas Vantagem Desvantagem/
Ano Amostra estudadas empregadas Possivel
otimizacio
Pode haver
problemas de
perdas e
Crom;st(());g;aﬁa A qualidade da contaminacao,
. HgT e MeHg; & \ matéria orgénica durante a
Fernandez . acoplada a . . ~
. " . Monitoramento . dissolvida (DOM) execucdo das
-Gémez et | Aguas naturais fluorescéncia ~ ,
de N endo a etapas. Porém,
al. (2015) ~ atOmica via . .
fotodegradacao N quantidade ¢ mais pode ser
de MeHg reator pirolitico importante contornado
' (GC-Py-AFS). X
usando ensaios
com padrdes de
referéncia.
Extracdo de
amostras com
HCI podem levar
Analisadores a baixas
direto de Hg recuperacdes de
Azemard provaram ser uma MeHg;
. alternativa viavel Poderia ser
¢ Analisador ara estudos de reduzido o tempo
Vassileva ‘ . HgT e MeHg; avancado de p . - .p
Aguas naturais . HgT em matrizes de extragdo;
(2015) mercurio . . , .
ambientais, além ensaios de
(AMA - 254) o ~
de possibilitar a | recuperagdo com
analise da fragdo material de
especiada referéncia
também. certificados
Cont. (.N.[ RC) N
repetitividade das
Quadro 2 .~
medigoes.
Os resultados A pesquisa de
relatados bioacumulacao
Especiacdo de fornecer pistas de plancton Hg e
rmts s | Mellg i s
fitoplancton ¢ OXISCED GC - CV-AFS . e
Gosnell e zooplancton dissolvido, absorcdo de Hg e investigada.
Manson P temperatura, MeHg Futuras pesquisas
(2015) salinidade para o e estudos de
fitoplancton e modelagem
zooplancton. devem basear-se
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nesses resultados
iniciais para
elucidar ainda
mais o ciclismo
em mar aberto de
Hg e MeHg.

Nao foram feitas
as medigoes in

Houve uma situ durante as
melhor condi¢des de
compreensao pulso de
entre as ligagdes inundagdo das
do processamento planicies.
singerar | Sedimenose | M| Gecvars | Moot |4 dimeio b
al. (2016) Biota m (USEPA 1630) 1640 p
curio) sobre ser critica para
legado de longo avaliar possiveis
prazo da locais onde a
atividade de produgdo de
mineragao na MMHg
cadeia alimentar. provavelmente
ocorrera com
frequéncia.
Efeitos de matriz/
Nova aborfiagem Efeitos de
de pré- g
~ memoria que
Destaque para | concentragdo de -,
Destaque para DGT na amostras por resultam em viés
Estudo de determinacdo de L rasp nos resultados,
.~ especiacao, gradientes ~
Butcher revisdao em HgTe ~ T uma corregdo do
. - extragdo em difusivos em .
(2016) diferentes especiagdo em 1 uso da area do
matrizes amostras fase solida filmes fino ¢ ico em vez da
ambientais (SPE), CV- (SPE) realizada paltura do pico
AFS, ICP-MS. com silica e 0P
, pode ajudar a
nanoparticulas de .
ouro resolver, além do
) uso de MRC.
O papel do acido
htimico na
fotodegradacao
Os resultados de MeHg ¢ um
. . paradoxo, devido
. evidenciaram que \ ~
Kim, Won N . a por¢ao
a reagdo mediada e
e Zoh or radicais & o cromoforica do
(2017) Efeito da DOM p rincipal DOM. Para
Aouas naturais na GC-CV-AFS meréanisrlslo de desmistificar essa
& fotodegradacdo | (USEPA 1630) ~ questao, foi feito
fotodegradagao .
de MeHg o estudo do efeito
de MeHg, ~
Cont. especialmente na da concentracao
Quadro 2 p de DOM sobre
presenca de MW ~
<3.5 kDa fotodegradacao
’ ’ de MeHg usando

diferentes pesos
moleculares de
DOM.
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Biofilme se nao
tratado reduz até

Empregados O tratamento cercade 35% a
Diez e Influéncia do testes de anti- absorcao de Hg
Giaggio biofilme na microcosmos e incrustamento pela DGT. DGT
(2018) Aguas naturais retencdo de de campo, ndo afeta a tratado com
MeHg pelo DGT; AMA- medigdo precisa | nanoparticulas de
DGT 254. de Hg pela DGT. prata
inibe o biofilme
sem perda de taxa
de difusdo.
O método de Calibrar o
HgCl,, HgBr, fracionamento em .
. ~ método com
Hgl,, Hg(CN),, cinco etapas nao .
MRC e evitar a
(CH3COO):Hg, consome tempo; situacio
Jedruch et Microfauna Hg(NO3)2-H,0, custo-beneficio ¢
. DMA-80 . frequente de
al. (2018) marinha Hg(SCN),, do que métodos ~
. ) auto-combustao
Hg(ClO4), xH> alternativos, pois
~ de produtos
O, HgS, HgF», nao requer o uso OreAnicos
HgO, HgSO4 de ganicos
durante a analise.
reagentes.
O sistema ¢ uma
. Pode apresentar
alternativa boa e roblemas de
. - HS-Trap-GC- de baixo custo | pro! .
Gorecki Amostras Determinagdo \ injecdo e na linha
(2018) biologicas de MeH Meétodo AFS aos caros de transferéncia
& & (USEPA 1630) sistemas
automatizad do GC para o
utomatizacos AFS.
comerciais.
O método ndo
requer preé- Requer cuidado
Rezende et Amostras de Especiacdo de tratamento das no tratamento
al. (2018) sedimento P Me}QI DMA-80 amostras ¢ ¢ térmico e uso de
) & aplicavel a MRC.
amostras sélidas
homogéneas.
Os DGT’s podem . Para o
implantagdes
~ ser empregados :
Retengdo de ara avaliar o maiores que 3
HgT a longo DGT, p imDactos semanas a DBL
Noh et al. Agua natural prazo, camada CV-AFS rO\If)éveis a pode ser afetada
(2019) limite difusiva | (USEPA 1631) provave tanto pelo fluxo
cenarios
(DBL) N quanto pela
climaticos :
superficie de
futuros. o~
difusdo.
Esta claro por
DGT: Os resultados que os DG~Ts ca
. destacam a filtragdo
Cont. Espectrometria . . .
Quadro 2 de Massa com importincia e produzem
dificuldades na resultados
Coluna d’aguae | Hg inorganico Setor interpretacao semelhantes para
Bratkic, . P > | Eletromagnétic -
sedimentos labil e MeHg de HgT, mas ndo
Klum e o com Plasma . o
. biodisponibilidad | para o MeHg na
Gao Indutivamente e; ou seja, as agua do mar, nem
(2019) Acoplado (SF- > Ou sGja, & g
razdes das por que existe
ICP-MS). . . R
incongruéncias uma situago

oposta
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entre avaliacdes em aguas de
fisico-quimicas e poros de
biolégicas. sedimentos.
Os resultados A z}t1y1dade
antropica pode
mostraram que o
HeT afetar
¢ niveis de McHg parcialmente a
Amostra nos musculos dos biomagnificagio
biologica DMA-80 eixes variando de Hg, ¢ outros
Wang et o8 HgT e MeHg (USEPA 7473) p estudos
(tecido de entre (29,57 - ~ .
al. (2019) . GC-CV AFS 1 530 necessarios
peixe) 56,03)ng g, .
.S para examinar os
peso umido), .
, mecanismos de
comparavel a A
. transferéncia de
maioria dos He na
estudos na China. 8
cadeia alimentar .
Amostradores in ~
nos dores i A formagéo de
situ podem ser . .
Biofilmes reduzir
~ DGT; ferramentas -
Solugdes a taxa de difusdo
o Cromatografia poderosas para
sinteticas com . [
Taylor, . . em Fase de avaliar
Tiras de Hg, MeHg, iHg . consequentement
Beckman , g Purga e contaminantes em ~
polimeros; (mercurio ~ . e, a absorcao de
¢ Burgess Agua natural e inorgénico) Retengdo ambientes Hg pela DGT
(2019) gua & (MERX-M estuarinos, pois gperaiut,
sedimentos. nanoparticulas de
Brooks Rand) fornecem uma cata podem
e (ICP-MS) média de prata p
~ evitar a taxa de
concentragdo dos o
. perda da difusdo.
contaminantes.
Foi estabelecida . .
. Mais pesquisas
uma ligagdo entre ~ .
. sd0 necessarias
a especiacao ara brovar a
sedimentar de Hg para prov
. . D especiagdo de Hg
Chennuri | tecido bioldgico e sua .
, - . ~ em diferentes
etal. (gastropodes) e HgT, Hg labil bioacumulagao .
. . DMA-80 ; matrizes
(2020) sedimentos no sedimento, em um organismo S
. TIPS, bioldgicas de
superficiais MeHg séssil (Pirenella .
! sistemas
cingulate) em um .
. . estuarinos
ambiente tropical .
. tropicais.
sistema de
manguezais.

Fonte: Proprio Autor, 2020.

Os resultados dos autores selecionados na revisdo sistematica que estdo apresentados no
(Quadro 2) ilustram claramente que a especiagao do mercurio evoluiu da teoria coerente para uma
pesquisa pratica através de uma base sistematica e ligagdo de diversos topicos. A rede de coautoria
mostra que a comunidade académica de especiacdo de Hg esta distribuida em todo o mundo e que a
colaboragdo internacional é generalizada. E valido destacar que alguns autores em estudos mais recentes
(Resende et al., 2018; Jedruch et al., 2018; Wang et al., 2019 e Chennuri ef al., 2020) denotam com uma
riqueza de detalhes a aplicacdo do instrumento DMA na especia¢do de Hg, desde que sejam seguidas

algumas condigdes especiais de contorno. Os Efeitos de matriz/ Efeitos de memoria podem resultar em
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viés nos resultados, uma corre¢ao do uso da area do pico em vez da altura do pico pode ajudar a resolver,
também podem haver problemas de perdas e contaminagdo, durante a execugao das etapas ¢ o uso de
Material de Referéncia Certificado e controle de temperatura podem contornar esses possiveis
problemas. E neste trabalho serdo observados o uso da técnica DMA no estudo de determinagdo de Hg
labil em sdlidos suspensos totais (Capitulo V) e no estudo de especiagdo de MeHg associado a técnica

DGT (Capitulo VI).
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Capitulo 1V

Revisao sistematica da literatura com analise bibliométrica sobre Especia¢io

Operacional de Mercurio na Amazonia: Um breve estudo de Regionalizaciao
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Nuvem de palavras sobre especiacdo de mercirio em forma de Erlenmeyer gerado pelo software
WordArt online. E classificado como um método heuristico de analise. Em uma visualizacio do
tipo, cada palavra tem seu tamanho regido pela relevancia em determinado corpus de texto.

Geralmente se trata de contagem simples das ocorréncias de determinada palavra no texto.
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Abstract

Specification procedures are used to assess the impact of metal species in situ or on representative
environmental matrices. And in order to standardize them, a compilation of a series of articles,
dissertations and theses was made from various databases covering the last 20 years in order to promote
the popularization of the most used procedures that include studies on mercury speciation in the Amazon
and how the validation parameters of contributions analysis contribute to ensure the reproducibility of
research results. This study briefly discusses, through a systematic literature review, the procedures used
and their applications, reviewing the importance of the network of authors and co-authors and an

academic endogeny for the maintenance of quality control in chemical speciation analyses.

Keywords: Mercury. Operational Speciation. Chemical Validation. Metalomics.

Resumo

Os procedimentos de especiacdo sdo amplamente usados para avaliar o impacto das espécies de metais
in situ ou em amostras representativas de matrizes ambientais. E de modo a padroniza-los, foi feita uma
compilacdo de uma série de artigos, dissertagdes e teses de varias bases de dados abrangendo os tltimos
20 anos de modo a promover a popularizacdo dos procedimentos mais empregados que comtemplam
estudos de especiagdo de mercurio na Amazonia e de que maneira os parametros de validagdo de analises
quimicas contribuem para assegurar a reprodutibilidade dos resultados das pesquisas. O presente estudo
discute por meio de uma revisao sistematica da literatura, de forma breve, os procedimentos empregados
e suas aplica¢des, revisando a importancia da rede de autores e coautores ¢ a endogenia académica para

a manuten¢do do controle de qualidade nas analises de especiagdo quimica.

Palavras-Chave: Mercurio. Especiacdo Operacional. Validagdo Quimica. Metaldmica.



73

CAPITULO IV

1. INTRODUCAO

O contexto de pesquisa cientifica atual demanda por uma melhoria continua das técnicas
analiticas aplicadas na determinacdo de espécies de Hg e que utilizem uma base sustentavel e
ambientalmente amigavel atrelada a Quimica Verde. Além de requerer o pleno desenvolvimento de
habilidades e competéncias do proprio analista para operacionalizagdo dos instrumentos de analise cada
vez mais automatizados e robustos, proprios da Era Digital 4.0 (KUROWSKA-SUSDOREF et al. 2019;
LENOIR, SCHRAMM, and LALAH, 2020).

Kasper et al. (2014) reforga tal contexto quando menciona que conforme o desenvolvimento de
técnicas analiticas houve também a necessidade de melhoria dos protocolos de analise, com o intuito de
evitar a contaminacdo das amostras ou possiveis perdas do analito de interesse, ja expostos as condigdes

desfavoraveis no ambiente de amostragem.

Nesse sentido tém se buscado estratégias modernas de melhorar a amostragem com aplicac¢do
de técnicas ultra-limpas, além de minimizar inconveniéncias inerentes a seus sistemas de processamento
das amostras, pois em via de regra qualquer contaminagdo pode deteriorar o resultado da analise devido
aos baixos niveis de concentra¢do em que o analito ¢ encontrado no ambiente (LEOPOLD, FOULKES,

and WORSFOLD, 2010).

Considerando entdo a importancia dos diferentes compartimentos ambientais como sumidouros
e reservatorios de contetido de mercurio, os ambientes aquaticos amazonicos atuam principalmente
como reatores biogeoquimicos em varios processos ambientalmente importantes, os quais contemplam
as fontes naturais e antropicas do metal, bem como os processos bidticos e abioticos (e.g.,
armazenamento, biodisponibilidade, mobilidade, transferéncia das diferentes espécies metalicas para a
coluna d’agua e fixagdo em algum receptor final). Isso implica que a Bacia Amazdénica ¢ um grande
depositario de mercurio com forte associagcdo ao material particulado e a hidrodinamica (KASPER et al.

2015; ZARA et al. 2017).

A realizagao de pesquisas que elucidem a distribui¢ao espago-temporal das espécies de mercirio
na Amazonia se faz necessario para que se possam diagnosticar as lacunas ainda existentes no estudo
de especiagdo de Hg e no entendimento da influéncia dos diversos fatores que favorecem a permanéncia

de suas espécies mais toxicas no ambiente (KASPER et al. 2017; OLIVEIRA et al. 2021).
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Nesse sentido, a problematica estd na investigagdo detalhada que visa a observagdo da melhoria
de aplicacdo dos parametros de valida¢do quimica com o uso de material de referéncia certificado e
aprimoramento das metodologias nas Gltimas 2 décadas.

Este Capitulo objetiva identificar os processos mais trabalhados pela especiagdo operacional
(EO) de Hg na Amazonia e sugere uma reflexdo tedrica por meio de pesquisa bibliografica exploratdria
por amostragem, pela qual levantou-se dados quantitativos do reconhecimento cientifico regional. Em
outras palavras: analisar a EO como uma estratégia de evidenciar a melhoria nas diferentes etapas

analiticas de técnicas aprimoradas em comparativo a técnicas ja devotadas para determinacao de Hg.

2. ESPECIACAO OPERACIONAL

2.1 Metodologia Cientifica Aplicada

A Especiagdo Operacional foi feita mediante delincamento dos requisitos de selecao
previamente estabelecidos nas Bases de Dados, recorreu-se a pesquisa bibliografica e ao levantamento
por amostragem, utilizando recursos tecnoldgicos de busca como instrumento para executar a pesquisa,
neste caso, usando-se descritores relacionados a estudos com mercurio englobando-se como ferramenta
de busca avancada a Plataforma Lattes. A abordagem metodologica dessa pesquisa foi caracterizada
como exploratoria, documental e descritiva, em que se utiliza o método dedutivo, conforme metodologia

aplicada por (GONCALES FILHO, CAMPOS, and ASSUMPCAO, 2016).

Para o levantamento ¢ analise realizados neste estudo, foi feita uma Revisdo Sistematica da
Literatura (RSL) seguida de bibliometria baseada nas seguintes etapas: ) Busca de descritores — sele¢do
dos periodicos; II) Leitura dos titulos, resumos, palavras-chave dos artigos retornados; III) Leitura da
metodologia e dos resultados dos artigos retornados; IV) Tabulagdo e avaliagdo dos dados encontrados

e V) Busca de nome de autores e co-autores citados nas bases de dados vinculados a Plataforma Lattes.

A selecao dos periodicos na base do portal da Biblioteca Virtual da UNESP - Campus de Rio
Claro (Base de dados de artigos cientificos ¢ buscadores multidisciplinares, Banco de Teses ¢
DissertagOes) iniciou-se por meio das palavras-chave: espécies de mercurio, biodisponibilidade,
especiagdo em rios Amazonicos, taxas de sedimentagdo, aporte de matéria organica, influéncia de
sazonalidade, técnicas de amostragem, preparo e processamentos das amostras e instrumentagdo
analitica em correlacdo a rede de autores e co-autores junto a Plataforma Lattes que permitiram
evidenciar assim o atual Estado da Arte Regional. Foram implementados os filtros ¢ dessa forma os
periddicos foram selecionados, aproximando o seu conteudo ao referido tema em estudo. Para os filtros,

considerou-se o refinamento da palavra-chave por meio dos termos pesquisados ¢ a temporalidade.
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Definiram-se as bases de dados trabalhadas, o tipo de documento (artigos, dissertagdes ¢ teses), trabalhos
em area Multidisciplinar de Ciéncias Exatas ¢ da Terra e o intervalo de tempo (2001-2021). Esses foram
os critérios de inclusdo e exclusdo dos artigos encontrados, o que resultou em uma analise bibliométrica
apresentada pela defini¢do dos 100 Trabalhos mais evidenciados sobre Mercurio na Amazdnia que

embasaram a pesquisa.

A selegdo dos 100 trabalhos foi feita pela data de publicagio e também pela (Area
Multidisciplinar) de todos os periddicos. E, finalmente, foram lidos todos os titulos, resumos, palavras-
chave, objetivos, suas metodologias de pesquisas, aspectos relevantes, analise de resultados e

conclusoes.

Ao final dessas etapas de triagem e da leitura dos artigos na integra, seguiu-se entdo para a
ultima fase: a tabulagdo e avaliagdo de suas caracteristicas, os resultados encontrados estio apresentados

e discutidos a seguir.

2.2 Estado da Arte Regional

Esta revisdo sistematica analisou a evolugdo do campo de pesquisa em obtencdo,
processamento, analises quimicas e estruturais, rastreando o desenvolvimento dos temas da pesquisa e
revelou a evolucdo da rede de pesquisa através de analise da literatura central e periddicos que aparecem
entre os anos 2001 a 2021. A pesquisa girou em torno do uso de técnicas de amostragem, preparo ¢
processamento da amostra em diferentes matrizes, ¢ estudo de técnicas instrumentais de determinagdo

das diferentes espécies de mercurio.

Foram utilizadas duas ferramentas para visualizar a rede de dados: “VOSviewer” versdo 1.6.15
(geragdo e tratamento preliminar dos grafos) e “Gephi” versdo 0.9.2 (refinamento dos grafos aplicando
algoritmo). Primeiramente foram importados os dados das bases em formato (.ris): “Periodicos Capes”,
“Oasis”, “Google Scholar”, “Scielo”, “Scopus”, “Science Direct”, “PubMed” e “Web of Science”
para o “Mendeley Desktop” ¢ através da analise bibliométrica e de rede foi criado um sistema
quantitativo de imagem da evolu¢do de campo ¢ da comunidade de pesquisa que oferece aos
pesquisadores uma visao geral sustentada e que pode ajudar a identificar novas aplicagdes tecnologicas
em diferentes areas de atuacdo da Quimica Analitica. E em relagdo aos grafos obtidos: quanto mais
espesso for o link, mais frequentemente os dois artigos sdo citados juntos, indicando que as pesquisas
estdo relacionadas. Ao serem agrupados, os artigos ficam mais proximos no grafo de rede, se estiverem

co-citados com frequéncia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Andlise Comparativa das Bases de Dados

Por meio da leitura aplicada dos artigos selecionados nesta revisdo sistematica foi possivel
destacar as tecnologias aplicadas ao longo das Gltimas duas décadas para o monitoramento de espécies
de Mercurio, em estudos espaciais ¢ temporais que promoveram avaliagoes fidedignas acerca dos
impactos socioambientais. Neste sentido foi possivel observar o desenvolvimento de novos
biomarcadores associados, principalmente, a metaldmica que possibilitaram a implementagdo de ag¢Ges
preventivas para proteger areas com influéncia direta e indireta de possiveis riscos de exposicao da biota

e dos seres humanos ao metal em questao.

Os resultados obtidos pelo software “Gephi” em forma de grafos sdo apresentados pelas Figuras
1-4. Na Figura 1 podemos visualizar grafos com até 2 citagdes onde houve uma maior ocorréncia das
seguintes palavras-chave: “Amazon”, “Mercury”, “Methymercury”, “Fish”, “Bioaccumulation” e
“2D Page”. A Figura 2 apresenta o grafo de linha do tempo para as citagdes datando entre os anos 2010

- 2020.

Figura 1. Grafo da conexdo das palavras-chave com 2 citagdes (Bases de Dados Unificadas).
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Figura 2. Grafo da conexdo das palavras-chave em linha do tempo com 2 cita¢des (Bases de Dados

Unificadas).
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Fonte: Proprio Autor, 2021.

As palavras-chave em destaque no grafo da Figura 1 estdo em concordancia com o grafo de
linha do tempo (Figura 2) cujo qual também apresentou em destaque na cor vermelha a maior incidéncia
das seguintes palavras-chaves: “pH”, “Sediments”, “Plankton”, “methylmercury”, “fish”,
“bioacumulation”, “2D Page”, “GFAAS” e “ESI-MS-MS” entre os anos de 2017 ¢ 2020. Por meio da
analise dessas conexdes em rede foi possivel verificar o emprego de mais metodologias voltadas a
popularizacdo do aprimoramento e¢ desenvolvimento de metodologias com redugdo de etapas ¢ de

quantidade de amostras.

A Figura 3 apresenta outra analise feita em relacdo a rede social formada pelos autores
encontrados, que possibilitou perceber a interagdo entre entes diversos dentro de uma rede. Através desta
analise foi percebido que os autores encontrados contribuiram com até duas cita¢des, conforme
apresentado no grafo de linha do tempo (Figura 4). Todas as informagdes fornecidas na descrigdo sobre

a atuacdo dos autores e pesquisadores foram coletadas na Plataforma Lattes.
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Figura 3. Maior componente no grafo de autores e co-autorias com 2 citagdes (Bases de dados

Unificadas).
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Figura 4. Maior componente no grafo de autores e co-autorias em linha do tempo com 2 citacdes (Bases

de dados Unificadas).
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Através da analise da Figura 3, merecem destaque os trabalhos realizados em parceria com o

Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas- UNICAMP, cuja maior concentragdo na
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cor laranja, para a maior componente conectada do grafo de rede social dos autores esta em destaque o
seguinte pesquisador: Jardim, Wilson de Figueiredo, Professor titular (aposentado) do Instituto de
Quimica - UNICAMP, atuando de 1984 a 2017. Linhas de pesquisa: Quimica Ambiental, Qualidade da
agua superficial e subterranea, Processos Oxidativos Avangados, Mercurio na Amazodnia, imagens
subaquaticas de estruturas civis submersas ¢ qualidade da dgua de reservatorios feitos pelo homem. Este
fator demonstra que a parceria entre esses autores contribui para a formacdo dessa grande componente
no grafo social, apesar da endogenia académica. Os demais autores que formam nés (conecgdes mais
acentuadas) sdo da UNICAMP. Bisinoti, Marcia Cristina (Doutorado em Quimica Analitica -
Ambiental) pelo Instituto de Quimica da UNICAMP (2005). Professora Associada do Departamento de
Quimica e Ciéncias Ambientais do Instituto de Biociéncia, Letras e Ciéncias Exatas da Universidade
Estadual Paulista em Sao José do Rio Preto. Obteve o titulo de Livre-Docéncia em Quimica Ambiental
em Junho de 2013. Atuando principalmente nos seguintes temas: o papel da matéria organica e “black
carbon" em rios da Amazonia, produgdo de hidrochar a partir de residuos da industria sucroalcooleira
visando aplicacdo como fertilizante no solo. Fostier, Anne Helene (Professora Livre Docente no
Instituto de Quimica da UNICAMP), desenvolve pesquisas na area de Quimica Ambiental voltada para
contaminantes inorganicos, em especial Hg e As e farmacos no ambiente com enfoque em fontes de
emissdo e processos de transferéncias entre os diferentes compartimentos ambientais, também atua em
amostragem, preparo de amostras, desenvolvimento, validagdo e implantagdo de métodos analiticos;
Fadini, Pedro Sérgio (Doutorado em Quimica pela Universidade Estadual de Campinas - 1999). E
professor Associado II do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos
(DQ/UFSCar), credenciado no programa de Pds-Graduagdo em Quimica, atuando na interface entre
Quimica Analitica e Ciéncias Ambientais. Tem experi€ncia nas areas de Engenharia Ambiental € Quimica
Ambiental, atuando principalmente nos seguintes temas: Contaminantes emergentes, Tratamento de
Esgotos, Biogeoquimica do Mercurio ¢ Contaminagdes por derivados de Petréleo. E da Silva, Gilmar
Silvério (E docente Instituto Federal de Educagio, Ciéncia e Tecnologia do Maranhao - IFMA), Campus
Monte Castelo. Tem experiéncia na area de Quimica Analitica, com énfase em Analise de Tracos e
Quimica Ambiental, com linha de pesquisa em biogeoquimica de poluentes, analise de tragos,
transformacgodes e especiacdo de poluentes, impactos ambientais e desenvolvimentos de métodos analiticos

cromatograficos e técnicas de microextragdo em fase liquida de farmacos.

Na cor verde podem ser visualizadas 2 componentes conectadas em destaque: o pesquisador
Malm, Olaf (Professor Titular, Chefe do Laboratorio de Radiois6topos Eduardo Penna Franca e ex-
Diretor do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da UFRJ). Sua experiéncia tem énfase em
Contamina¢do Ambiental ¢ Humana Por Metais Pesados e Micropoluentes Orgénicos Persistentes,

atuando principalmente em ambientes aquaticos, mas com atengdo especial nas vias de acesso de
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micropoluentes ao homem. Seguindo do pesquisador: Bastos, Wanderley Rodrigues, Professor
Associado III pelo Departamento de Biologia; Coordenador do Laboratorio de Biogeoquimica Ambiental
Wolfgang Christian Pfeiffer desde 1999 e Bolsista de Produtividade CNPq desde 2006. Coordenou de
2007 a 2009 a Po6s-Graduagdo em Desenvolvimento Regional € Meio Ambiente da Universidade Federal
de Rondoénia e atualmente faz parte do seu Colegiado. Integra também os Programas de Pos-Graduagao de
Biofisica da UFRJ e a Rede BIONORTE. Atualmente, desenvolve estudos na area de: Ambiente & Saude;

Biofisica Ambiental; Biogeoquimica de Poluentes e Ecotoxicologia Aquatica (Amazonia).

Na cor marrom podemos desatacar como maior componente o pesquisador Dorea, José
Garrofe, Professor Titular (aposentado em 2014) e Professor Emérito - Universidade de Brasilia (2014);
com atividade docente na Univ. of Hawaii (USA - 1988) ¢ UNICAMP (1989). Tendo atuado como
principais linhas de pesquisa: Nutricdo (Metabolismo Mineral - Zn, Ca, P, Cu, Se, Fe, I) e Ecotoxicologia
(metais toxicos - Hg, Pb, Sb; organoclorados - DDT, DDE; e interferentes endocrinos) nos seguintes
temas: leite humano, biomarcadores, poluentes endocrino-ativos, toxicologia do mercurio, saude de

populagdes (urbanas e ribeirinhos da Amazonia).

Na cor azul podemos destacar os seguintes pesquisadores: Forsberg, Bruce Rider. pesquisador
titular III da Coordenagdo de Pesquisas em Ecologia do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
(aposentado). Autor de mais que 70 artigos e 5 livros. Suas atuais areas de interesse incluem: avaliacdo
dos impactos da industria de petréleo, biogeoquimica do mercurio e carbono em ecossistemas fluviais,
manejo do Cichla spp. e Paracheirodon axelrodi e desenvolvimento de robds e sensores ambientais.
Kasper, Daniele (Professora Adjunta do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade
Federal do Rio de Janeiro - UFRJ). Desempenha pesquisas nas areas de Ecotoxicologia, Quimica
Ambiental, Biogeoquimica, Limnologia e Ecologia de Ecossistemas. Torrezani, Larissa (Bacharel em
Engenharia Quimica pela Universidade Federal de Vigosa (UFV) e Mestre em Quimica Analitica
Ambiental pela Universidade Federal do Amazonas - UFAM). Atualmente, trabalha como analista em
geociéncias na Companhia de Pesquisa de Recursos Minerais (CPRM) - Servigo Geologico do Brasil.
Sargentini Jr, Ezio (Atualmente é pesquisador do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia) e
orientador desta Tese de Doutorado. Tem experiéncia na area de Quimica, com énfase em Analise de
Tracos e Quimica Ambiental, atuando principalmente nos seguintes temas: substancias hiimicas aquaticas,
rio Negro, fracionamento, ultrafiltracdo, tratamento de agua com utilizacdo de plantas, didéxido de
nitrogénio e mercurio na Amazonia. Santana, Genilson Pereira (Professor Titular da Universidade
Federal do Amazonas. Possui vasta experiéncia em espectroscopia Mdossbauer, Espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier - FT-IR (minerais), Espectrometria de Absor¢ao Atémica
- AAS, Difracao de Raios - DRX, Fluorescéncia de Raios X - FRX, Termogravimetria/Analise Térmica
Diferencial - TG/DTA, Calorimetria de Varredura Diferencial - DSC, Tecnologia da Informagio e
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Comunicagdo - TIC e Quimica Ambiental, com énfase em metais pesados (metais potencialmente
toxicos) e elementos-trago. Na area de Ensino de Quimica mantém o site Clube da Quimica
(http://www.clubedaquimica.com) e 0 blog do Clube da Quimica
(http://www.blog.clubedaquimica.com), Co-fundador ¢ Editor Chefe da revista cientifica eletronica
interdisciplinar Scientia Amazonia (http://www.scientia-amazonia.org/ ISSN 2238-1910). Atualmente,

¢ diretor do Departamento de Inovacdo Tecnoldgica da Universidade Federal do Amazonas.

Na cor azul claro, o pesquisador Zara, Luiz Fabricio aparece como maior componente conectado
a varias outras redes de autores. Atualmente ¢ professor adjunto IV da Universidade de Brasilia. Tem
experiéncia na area de Quimica Analitica, com énfase em Saide e Ambiente. Possui experiéncia em
projetos desenvolvidos na regido Amazonica brasileira e no semiarido drastico do nordeste brasileiro sobre
a qualidade da dgua e saude humana. Em trabalhos mais recentes tem assessorando empreendimentos do

setor hidrelétrico quanto a questdes ambientais.

Na cor rosa temos o destaque do pesquisador Padilha, Pedro de Magalhaes. Atualmente ¢é
professor/orientador do Programa de Po6s-Graduacdo em Biologia Geral e Aplicada do Instituto de
Biociéncias/UNESP-Campus de Botucatu, do Programa de Pos-Graduagdo em Zootecnia da
FMVZ/UNESP-Botucatu, Professor Adjunto do IB - Departamento de Quimica e Bioquimica/UNESP-
Botucatu e Bolsista de Produtividade 1C do CNPq. Atua na linha de pesquisa em bioanalitica e
metalomica/protedmica aplicada em amostras biologicas. Nessa area de atuacdo tem se destacado na
identificacdo de biomarcadores de metais/metaldides toxicos e essenciais, tendo coordenado mais de vinte
projetos cientificos e interagindo com diversos pesquisadores brasileiros e estrangeiros. A segunda maior
componente conectada nesta rede de autores € o pesquisador Vieira, José Cavalcante Souza, concluiu o
Doutorado no Programa de Pés Graduagdo em Biologia Geral e Aplicadas da UNESP-Botucatu/SP, com
o projeto intitulado: Investigagdo de metalotioneinas em peixes da regido de Jirau - bacia do rio Madeira -
Ronddnia 2017. Tem Pés-Doutorado em metaloprotedmica do merctrio em peixes pela Universidade
Federal do Mato Grosso do Sul - UFMS. Tem experiéncia em Biologia Molecular e Bioanalitica, atuando
principalmente nos seguintes temas: preparo de amostras de interesse biologico; andlises de Metais toxicos
e potencialmente toxicos; biodisponibilidade de metais; metaloprotedmica/protedmica de amostras de
origem animal ( tecidos muscular, hepatico, leite materno, células de culturas, cabelo, entre outros),
experiéncias em técnicas de eletroforese uni (SDS) e bidimensional (2D-PAGE), espectrometria de
absor¢do atomica em forno de grafite e chama (GF-AAS, FAAS), ICP-OES, analises de dados de
espectrometria de massas ESI MS/MS, digestdo de amostras em forno de micro-ondas, etc. O terceiro
maior destaque ¢ designado pela pesquisadora Buzalaf, Marilia Afonso Rabelo, atualmente ¢ Professora
Titular do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de Odontologia de Bauru, Universidade

de Sdo Paulo. E coordenadora da Area de Saude II (Odontologia) da FAPESP. Tem experiéncia na area
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de Odontologia, com énfase em Cariologia ¢ Bioquimica Bucal, atuando principalmente nos seguintes
temas: fluoretos, fluorose dentaria, carie dentaria, erosdo dentaria, biofilme bacteriano, pelicula
adquirida, toxicologia, protedmica ¢ residuos quimicos. Bittarelo, Alis Correia aparece logo em
seguida como a 4* maior componente mais citada, possui graduagio em Zootecnia com Enfase em
Sistemas Organicos de Produgdo Animal pela Universidade do Estado de Santa Catarina (2010). Mestrado
em Recursos Pesqueiros ¢ Engenharia de Pesca, pela Universidade Estadual do Oeste do Parana (2013) e
doutorado em Zootecnia (em andamento) pela FMVZ, Unesp, campus de Botucatu-SP. Linha de pesquisa
em aquicultura: nutrigdo de peixes, avaliagdo de alimentos alternativos, protedmica e metalomica.

Na cor bege, houve um destaque equivalente para 2 autores que fazem conexao entre duas redes
maiores (rosa ¢ vermelha): dos Santos, Felipe André. Professor assistente Doutor e pesquisador da
Faculdade de Ciéncias e Engenharia, da Universidade Estadual Paulista de Tupd. Tem experiéncia em
Quimica Analitica Ambiental, Ecologia Aplicada e Bioquimica (impacto ambiental, coleta e preparo de
amostras de interesse ambiental; fracionamento e caracterizagdo de proteinas e metaloproteinas por
eletrofores 2D-PAGE e espectrometria de massas; quantificagdo de elementos tragos por espectrometria
de absorc¢do atomica e espectrometria de fluorescéncia atdmica). de Queiroz, Jodao Vitor, formado em
Zootecnia pela Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho - Unesp/Botucatu. Mestre em Nutricdo Animal junto ao Departamento de Quimica e
Bioquimica da Unesp/Botucatu. Doutor em Produgdo Animal pela mesma Institui¢do. Possui experiéncia
com analise bromatologica, bioquimica, eletroforese bidimensional, protedmica, metaldmica, nutri¢do e
producdo animal. Disciplinas ministradas presencialmente ¢ em EaD. Professor Substituto no Instituto

Federal de Roraima, Campus Amajari até janeiro de 2020.

Na cor vermelha temos como maior componente a pesquisadora Cavecci, Bruna. Possui
graduagdo em Ciéncias Biologicas pela Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (2011),
mestrado em Zootecnia pela Faculdade de Medicina Veterinaria ¢ Zootecnia Unesp Botucatu (2014) e
doutorado em Biologia Geral e Aplicada pelo Instituto de Biociéncias - UNESP - Botucatu (2017). Tem
experiéncia na area de Bioquimica, com énfase em Biologia Molecular, atuando principalmente nos
seguintes temas: biologia molecular, protedmica, metalomica, mercurio, 2d-Page ¢ metaloproteinas. Na
cor verde escura podemos destacar como componente em destaque que faz o elo entre os demais autores

da rede o pesquisador Padilha, Pedro de Magalhies, ja citado anteriormente.

No grafo de redes de autores e co-autorias em linha do tempo com até 2 citagdes (Figura 4) foi
possivel visualizar uma tendéncia no aumento de publica¢des principalmente entre os anos 2010-2015
no grupo dos pesquisadores (Jardim, Wilson de Figueiredo; Bisinoti, Marcia Cristina; Fostier, Anne
Helene; Fadini, Pedro Sérgio e da Silva, Gilmar Silvério. Enquanto os pesquisadores (Padilha, Pedro

de Magalhies; Vieira, José Cavalcante Souza; Kasper Daniele, Zara; Luiz Fabricio; Bastos,
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Wanderley Rodrigues; Malm, Olaf; Dorea, José Garrofe; Torrezani, Larissa; Sargentini Jr, Ezio;
Santana, Genilson; Bittarelo, Buzalaf, Marilia Afonso Rabelo; Alis Correia dos Santos, Felipe
André; de Queiroz, Jodo Vitor e Cavecci, Bruna) contribuiram para as publicacdes mais atuais entre

os anos de 2016-2020.

A rede de coautoria mostra que a comunidade académica de mercurio esta mais concentrada na
colaboragdo internacional, principalmente de grupos de pesquisa provenientes da Regido Amazonica. E
valido destacar que alguns autores em estudos mais recentes (CERBINO et al. 2017; MATOS et al.
2018; BITTARELLO et al. 2020; CAVECCI-MENDONCA et al. 2020; VIEIRA et al. 2020;
MANHAES et al. 2021) denotam a aplicacio de técnicas devotadas para andlise de especiacio de Hg,
desde que sejam seguidas algumas condi¢des especiais, tais como: melhoria no preparo de amostras,
redugdo no nimero de etapas e consequentemente, menor manipulagdo da amostra, reduzindo possiveis

perdas do(s) analito(s) e contaminagoes.

Melo Neto (2015) aborda a questao da constituicdo geoquimica dos solos da Amazonia
(latossolo, argissolo, neossolo, gleissolo e cambissolo), os quais sdo ricos em Hg, por lixiviacdo
fornecem este metal aos rios. Os solos apresentam concentra¢oes de Hg diferentes, variando de 34,8 a

366,1 pg kg (BASTOS et al. 2006).

Varios impactos antropogénicos sdo conhecidos dentro da regido Amazonica, como atividades
de mineragdo e pecuaria, no entanto, a agricultura ¢ atualmente a mais amplamente praticada atividade
humana, ¢ é, portanto, responsavel pelo maior impacto. Foi demonstrado que os varios usos do solo
podem ser refletidos em maiores concentragdes de Hg em peixes devido ao aumento direto de Hg a
partir dessas atividades (e. g. usar de fungicidas de mercurio), ou através do aumento da lixiviagdo de

Hg que ocorre naturalmente no solo (BISINOTI and JARDIM, 2004; SOUSA, 2014; OLIVEIRA, 2016).

Sargentini Junior et al. (2001), mostraram que o complexo metal-matéria organica tende a se
estabilizar em fungdo do tempo, ocorrendo rearranjos inter ¢/ou intramoleculares, com transferéncia da
espécie metalica para os sitios de complexa¢do mais internos das macromoléculas himicas. Assim, o
merctrio aportado no solo alagavel, via precipitacdo atmosférica e retido pela matéria organica, fica
menos disponivel para ser drenado via reagdes na interface solo/agua (cheias) e para ser transportado
para o compartimento atmosfera via processos de reducdo na interface solo/atmosfera (vazantes)

(OLIVEIRA et al. 2001; MIRETZKY et al. 2005)

A variabilidade do estoque de mercurio total no sedimento dos tributarios e calha do rio Madeira
¢ fortemente influenciada pelo carreamento e a lixiviagdo da matéria organica (acidos humicos/fulvicos)
e dos solidos em suspensdo, os quais sdo constituidos de argilominerais em sedimentos de varzea

(MARTINELLI et al. 1993) e fluviais (LYONS and BIRD 1995); (GUYOT et al. 2007). Portanto, a



84

distribuicdo do mercurio total nos diferentes compartimentos ambientais pode ter varias fontes ou
origens, sendo a dindmica do mercurio na bacia Amazdnica um processo que necessita de estudos mais

detalhados e principalmente, aprimoramento nas diferentes etapas de processamento das amostras.

Além disso foi feita uma analise critica sobre os resultados encontrados nessa busca. Dentre os
trabalhos analisados, houve uma percep¢ao de que a maior parte dos mesmos sugerem modificagdes que

visam a melhoria das técnicas de determinagdo de espécies de Hg, em especial a fragdo organica.

Visando sempre o aprimoramento dos métodos de calibragdo de métodos analiticos, ¢ em
relacdo as determinacdes de mercurio: o que pode ser o "melhor método" e pode competir com sucesso
com técnicas analiticas mais difundidas. Ainda existe uma busca incessante pelo menor investimento e

custos operacionais, alta velocidade, sensibilidade, universalidade e ampla aplicabilidade.

Para tanto, ainda se faz necessario melhorar o aprimoramento neste campo e ter mais atencao
para a validacdo de métodos recentemente desenvolvidos. Sendo de grande importancia enfrentar os
desafios da realidade com a obtencdo de medidas em curto espago de tempo e a miniaturizagdo das

analises que sdo cada vez mais importantes para diagnosticos ambientais.

A principal motivacdo se deve ao fato de que os autores justificam que essas técnicas sdo as
mais aparentes por serem mais acessiveis de serem aplicadas. No entanto, todos os autores pesquisados
enfatizam as diferengas entre os processos aplicados, o que ndo retrataria a dificuldade técnica
relacionada a cada ambiente que podem influenciar os processos quimicos complexos, tais como:
condi¢des de temperatura, ferramentas utilizadas e as complexas interagdes quimicas associadas a esses

Pprocessos.

Desse modo estdo destacados abaixo no (Quadro 1) uma parte dos 100 trabalhos que passaram
nos critérios de selegdo para compor esta revisdo sistematica e que contextualizam a aplicacdo de

diferentes técnicas analiticas para determinag@o de espécies de mercurio nos ultimos 20 anos.
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Quadro 1. Analise dos resultados em destaque obtidos no Estado da Arte da Especiagdo

Operacional/Regionalizagdo (artigos, dissertagdes e teses) publicados nas bases de dados (Periddicos

Capes, Oasis, “Google Scholar”, “Web of Science”, “Science Direct”, “Scielo” e “Pubmed”).

Parimetros de Valida¢io*

Objeto de Estudo Analito S S | R D LQ Anilise Instrumental Referéncia
Discutir fatores
afetando o ciclo do
T o com || HaT e reativo, g (Silva, Jardim
énfase na rﬁatéria organica organico, Mercirio X X X CV-AFS and ’Fadini ’
radiagdo solar. hidroggénio’ gasoso dissolvido . 2009)
formagao de peroxidos, (MGD).
sazonalidade e funcdo do
solo.
Bomba de ar DC Krypton
Investigar a Quimica acoplada a um medidor de
Redox do Hg na Baciado | MGD, fluxos de Hg X < < vazdo de gas com (Jardim et al.
rio Negro nos tltimos 12 e HgT. Armadilha de areia de ouro 2010).
anos. Brook Rands ligada ao CV-
AFS.
Separagdo de proteinas por
cletroforese em gel de
poliacrilamida
bidimensional e
Estudo metalomico do avaliacdo subsequente de
mercurio no masculo do Hg em tecido mercurio por radiagdo
peixe muscular de peixes | x X sincrotron com (Moraes et al.
espécies do Amazonas, amazOnicos. Fluorescéncia de raios-X 2012).
Brasil. (SR-XRF) e Decomposicao
térmica e amalgamacao
juntamente com
absorcdo atomica (TTA-
CAAS).
Avaliar os niveis basais do
estoque de mercurio no
sedimento associado as
prop riedades ﬁs1ga§ ¢ Espectroscopia atdmica
quimicas dos materiais em ol L
. o HgT nos perfis de acoplado a sistema de (Siqueira and
diferentes tributarios da X X X ~ . :
L . . sedimento. geragdo de vapor a frio de Aprile 2012).
bacia hidrografica do rio mercdrio
Madeira — RO, que :
compdem a area de
influéncia da Usina
Hidrelétrica — Jirau.
Medlr Hge MeHg no Cromatografia Gasosa
cérebro e nos tecidos ) .
acoplada a Espectrometria
musculares . . (Bastos et al.
de espécies de bagres HgT e MeHg. X X X X de Fluorescéncia Atémica 2015)
. com Vapor Frio (GC-CV- ’
abundantes na Bacia
o AFS).
Amazbnica.
Comparar as concentragdes Geragdo de vapor de
de Hg nos compartimentos mercurio a frio acoplada a
Suspencio ¢ sedimentoyda | MET € MeHgem o omicn CVAAS
seguinte forma: comparar dgua, material Espectrofotometria (ie (Melo Neto,
osg eriodos hid.rol(') iIZos e particulado e F 1uofescéncia acoplada ao 2013).
P £1c0 sedimento. . cop
comparar a calha do rio sistema de geragdo de vapor
Madeira com seus frio e pré-concentragdo em
afluentes. coluna de ouro (CV-AAF).
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Identificar ¢ Quantificar
possiveis biomarcadores
proteicos da toxicidade do
mercUrio em amostra de
leite humano de lactantes
residentes em comunidades
tradicionais do alto rio
Madeira, no intuito de
elucidar os possiveis
mecanismos de transporte
do merctrio.

Mercurio em
amostra de leite
humano ¢
metaloproteinas.

Técnicas de
protedmica/metalomica, tais
como eletroforese
unidimensional (SDS-
PAGE) e (GF-AAN).

(Silva, 2015).

Investigar a
existéncia de
bioacumulago nas espécies
na bacia do rio Negro e
verificar se os teores de Hg
encontrados estdo em
conformidade com o limite
estipulado para consumo
humano.

HgT em tecido de
peixes amazonicos.

(CV-AAS).

(Soares et al.
2016).

Determinar Hg em
sedimento da Bacia do
Educandos a fim de
estabelecer a distribui¢ao
superficial deste
contaminante nas fragdes
grosseiras e fina.

HgT em sedimento.

(DMA).

(Torrezani et
al. 2016).

Estudo de bioacessibilidade
in vitro de HgT de tecido
muscular de peixes mais

consumidos na Amazonia.

HgT em tecido de
peixes amazonicos.

Analisador Direto de
Mercurio (DMA); Injegdo
em fluxo com geragdo de

vapor frio acoplado a

espectrometria de absorgéo
atdmica (FI-CV-AAS).

(Nakatsubo,
2017).

Avaliar possiveis
biomarcadores de proteina
de exposicdo ao Hg em
amostras de leite materno
de mulheres a amamentar
na Madeira ¢

HgT em amostras
de leite materno
(fresco e
liofilizado), pelotas
e manchas de

Eletroforese Bidimensional
(2D-PAGE);
Espectrometria de absorgao
atdmica em forno de grafite

(Cerbino et al.
2017).

Rios Negro na Amazonia proteina. (GF-AAS).
Brasileira.
Descrever uma nova
amostragem de lama
método para determinagdo HgT em tecido
de mercurio por GF-AAS, | muscular e hepatico (GF-AAS). (Queiroz et al.
usando musculo de peixes 2017).
e amostras de tecido amazonicos.
hepatico de peixes da
Amazonia brasileira.
Hg em amostras de
tecido muscular e
Caracterizar hepético de peixes (2D-PAGE); (GF-AANS);
metalotioneinas como coletados no (ESI-MS/MS); (Mendonga,
biomarcadoras de reservatorio da Cromatografia Liquida de 2017).

toxicidade de mercurio.

Usina Hidrelétrica
de Jirau — no rio
Madeira.

Alta Eficiéncia (HPLC).
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Analisar a presenca e
concentracdo de HgT no
musculo, figado e branquias
de B. falcatus, e calcular o

HgT no musculo,

(Matos et al.

risco para a satide humana figado e branquias (CV-AAS). 2018).
de de B. falcatus.
Contaminagdo por HgT pela
ingestdo do peixe.
Determinar a concentragdo
de HgT em duas espécies de (2D-PAGE);
peixes amazonicos, bem HgT no tecido (GF-AAS); (Vicira et al
como mapear o proteoma muscular de peixes Espectrometria de massas 2020) '
obtido por 2D-PAGE para amazonicos. com ionizagao por '
pesquisar manchas de eletrospray (ESI-MS/MS).
proteina contendo mercurio.
Estudo metaloprotedmico
de Hg em de tecido
muscule;rs eé}éei:‘];atlco da HgT em tecido de (2D-PAGE); (Queiroz et al
pecie. peixes amazonicos. (GF-AAS); '

Serrasalmus rhombeus
(piranha negra;
Identificagdo de

biomarcadores de Hg.

(ESI-MS/MS).

2020).

Avaliar a contaminagdo por
Hg da Antartica ambiente
usando amostragem nao
destrutiva de pinguins para

Niveis de mercurio
total (HgT) e
metilmercurio

(MeHg) entre a)

(CV-AAS);
Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria
de Fluorescéncia Atémica

(Souza et al.

avaliar o Hg circulando em .tres.esI.) Ccies de com Vapor Frio (GC-CV- 2020).
pinguins; b) adultos
seu sangue e se acumulando AFS).
e filhotes e ¢)
em suas penas. .
machos e fémeas.
Valida¢do de um método
analitico para a HgL em SST em (DMA) ¢ (Rocha et al.
determinagdo da fragao de | . °"4 i Negro (CV-AFS) 2020)
Hg l4bil em SST em gl gro- AES). :
amostras de agua.
Caracterizar o totalmercurio Determinar as
(THg), metilmerctrio concentragdes de
(MeHg) e selénio (Se) THg, MeHg e Se
bioacumulagdo e carga em (CV-AAS); (Manhies et al.
corporal na musculo e figado (CV-AFS). 2021).
Guianagolfinhos da Baia de de golfinho da
Sepetiba (RJ) coletados Guiana da Baia de

antes e durante a UME.

Sepetiba, RJ.

Avaliar os aspectos
geoquimicos que favorecem
a distribui¢@o de mercurio
1abil no sedimento do
reservatorio de
Balbina.

HgT e Hgl em
sedimento.

(DMA) ¢ (CV-AFS)

(Silva Oliveira
etal. 2021).

*Legenda: S — Seletividade; SS — Sensibilidade; R - Reprodutibilidade; LD — Limite de Detecgdo e LQ — Limite de Quantificagdo.

Os resultados dos autores selecionados na revisdo sistematica que estdo apresentados no

(Quadro 1) ilustram que as técnicas de pré-preparo de amostras revisando as fragdes operacionais € a

importancia do controle de qualidade nas analises de especiagdo, tais como: extracdo sequencial em

matrizes solidas (solos e sedimentos) e cartas de controle de especiagdo operacional evoluiram com uso
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de novas ferramentas tecnoldgicas através de uma base sistemadtica e ligagdo com a revolugdo da era
digital, com a utilizagdo de sensores adaptados ¢ conectados a redes de telefonia mdveis que permitem

0 monitoramento de parametros ambientais em tempo real .

Os dados do Quadro 1 indicam uma diversidade de matrizes que precisam ser trabalhadas em
diferentes formas (sedimentos, solos, tecidos biologicos, enzimas, dentre outros.) inorganicos (6xidos,
metalicos, ions complexos, etc.) e organometalicos (MeHg, EtHg). Constatou-se que a grande parte dos
analitos sdo compostos metalicos, organometalicos e bioldgicos, com aplicagdes na area da satde e meio
ambiente. Tais aplicagdes objetivam uma melhora na qualidade de vida da sociedade, devido a deteccdo
e monitoramento de diversas substancias frente a agdo antropica, tais como o uso de defensivos

agricolas, mineracao artesanal e estudo de perfis biologicos.

3.2 Técnicas analiticas para a determinagdo das espécies de Hg

Assim como foi destacado no estudo sobre especiagdo operacional de Ferreira e Santana (2012),
diferentes técnicas analiticas instrumentais ainda tém sido utilizadas para a determinacdo de metais nas
mais diversas matrizes. Dentre elas, destacam-se: a Espectrometria de Absor¢ao Atdmica com Chama
(AAS), a Espectrometria de Absor¢do Atdmica com atomizacao Eletrotérmica (ET-AAS) ou com forno
de grafite (GF-AAS), Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Fluorescéncia Atomica com
Vapor Frio (GC-CV-AFS), a Espectrometria de Absor¢ao Atdomica com Geragdo de Hidretos (HG-AAS)
ou com Vapor Frio (CV-AAS), a Decomposi¢do térmica ¢ Amalgamagdo juntamente com Absor¢do
Atomica (TTA-CAAS), Espectrometria de Massas com lonizagdo por Eletrospray (ESI-MS/MS), a
espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES), a Espectrometria de
Massas com Plasma Induzido (ICP-MS), as Técnicas de Protedmica/Metalomica, tais como Eletroforese

Unidimensional (SDS-PAGE) e Eletroforese Bidimensional (2D-PAGE);

Dentre todas as técnicas analiticas utilizadas para detecgdo, grande atencgdo tem sido dada ao
DMA, que ¢ considerada uma técnica ndo muito sensivel para a especiagdo, pois opera em nivel de
concentragdo (ng mL™!). No entanto, ¢ possivel aumentar a sensibilidade da técnica associando o
emprego da técnica de especiagdo por gradiente de difusdo em filmes finos (DGT). Outra questdo que a

torna favoravel, € seu baixo custo frente a outras técnicas mais utilizadas, como o CV-AFS.

Diante disto ela € ja considerada uma técnica de maior potencial de uso em analises de rotina,
onde o custo, alta reprodutibilidade e resultados confiaveis tornam-se fatores determinantes para a
escolha deste método. A especiacao de Hg pelo DMA também poderia superar possiveis inconvenientes
encontrados na determinagdo por CV-AFS, como a reducdo de geragdo de residuos, como o cloreto

estanoso).
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Atualmente, observa-se um aumento no interesse por estudos referentes a ferramentas analiticas
com maior reprodutibilidade, seletividade, sensibilidade, baixo custo, miniaturizagdo, portateis, de facil
manuseio ¢ com elevada capacidade analitica. E na maioria dos estudos com matrizes biologicas, foi
destacada a metalomica, sendo esta uma ferramenta de inovag¢do no mundo e, no Brasil, existem
pouquissimos grupos de pesquisa trabalhando com essa metodologia. E uma técnica diferente da
tradicional porque consiste na separagao das proteinas para depois se ver em qual proteina o metal, neste
caso o0 mercurio, estd complexado, ligado. E como o Hg tem varias aplicagdes, inclusive como

conservante de vacina e cosméticos.

Logo, a exposi¢do a niveis elevados de merctrio pode afetar o sistema nervoso central, o
coragdo, os rins, os pulmdes e o sistema imune a nivel trofico na cadeia alimentar. Desse modo, a
inovacao do estudo das Omicas associados a metais toxicos no ambiente, em especial as espécies
organicas de Hg, sdo uma importante contribui¢do atual para investigacdo da distribuicdo desse metal

no ambiente, principalmente, em matrizes biologicas.

Neste contexto Silva et al. (2021) destaca que a determinacdo de Hg ¢ de fundamental
importancia para avaliar os possiveis impactos causados no meio ambiente. Portanto, se faz necessario
o desenvolvimento e aprimoramento de métodos para determinacdo de Hg em amostras biologicas
também ¢ necessario, devido aos problemas relacionados a extragdo e preservagdo do analito na amostra

¢ ao método de quantificacdo empregado.

Nos proximos capitulos desta Tese serdo apresentadas otimizagdes em procedimentos analiticos
para determinacdo de mercurio labil em conteudo dos s6lidos em suspensdo total € metilmercurio por
meio da técnica de pré-concentragao em filmes finos (DGT) observando a comparagdo sistematica entre

duas técnicas: DMA e CV-AFS.
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4. CONCLUSOES

» Embora em sua grande maioria existam trechos com pouca atividade humana, as concentragoes
de Hg na bacia Amazodnia sdo relativamente altas.

» A presenga natural de Hg em solos ¢ a deposigdo atmosférica sdo as principais fontes deste
metal.

» O aumento na quantidade de publica¢des com procedimentos operacionais reflete a importancia
da especiacdo de Hg na Amazonia como um dos principais topicos de estudos para analises
quimicas.

» Outro critério norteador € a busca pela miniaturizagao das analises, facilidade de manuseio e
aplicacdo pelo usuario. Dessa forma, as perspectivas futuras sdo otimizagdes que permitam
maior seletividade, sensibilidade, repetibilidade e reprodutibilidade, a fim de se obter técnicas

analiticas cada vez mais sensiveis e robustas.
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Capitulo V

Determinacio de Mercurio Labil em amostras de Solidos Totais Suspensos em
Aguas Naturais por Analise Direta por Decomposicio Térmica comparando

via Espectrometria de Fluorescéncia Atomica de Vapor Frio

Infografico

SST

I >0,014
Bl <0,014
Bl <0,01

[] < 0,006
[ < 0,002
Bl <-0,002

O grafico da superficie de resposta apresenta a comparacio das varidveis independentes geradas
pelo estudo comparativo entre as técnicas DMA e CV-AFS. Através da analise da grafica fica
evidente que ha um aumento na concentracio de mercurio labil (HgL) a medida que o contetido

de so6lidos suspensos totais aumenta (SST). Fonte: Proprio Autor, 2020.



97

Abstract

This work presents the validation of an analytical method for determining the lip fraction of Hg in water
bottles. One proposal was reduced in reducing the temperature of glass fiber glass filters (0.7 um GF /
F), so that there was no loss of Hg. After the digestion step with concentrated HNO3 (EPA 3051a), as
HgL determinations were performed by the direct mercury analyst (DMA), confirm by the comparative
method of steam vapor atomic fluorescence spectrometry (CV-AFS). A concentration of HgL applied
by the DMA technique ranged from 0.044 to 0.145 ng mL"!, while CV-AFS varied from 0.002 to 0.138
ng mL'. Regarding recovery, the results obtained for both methods were 113.6% and 107.0%,
respectively. An analysis of the results showed that there was no statistically significant difference (p
<0.05), showing good accuracy of the technical proposal. The evaluation of the displayed response
surface, which measures the total content (TSS), increases, the HglL concentration also increases.
ANOVA showed statistical significance when the independent variables were correlated with the
content of the TSS (95% level). Thus, as the analyzes that determine the determination of HgL in the
TSS of river water are possible via DMA, as long as the boundary conditions (temperature control and
cleaning of glassware) are followed.

Keywords: labile mercury; suspended solids; analytical validation.

Resumo

Este trabalho apresenta a validagdo de um método analitico para a determinacdo da fragdo labil de Hg
em amostras de agua. A proposta foi baseada na reducéo da temperatura de secagem dos filtros de fibra
de vidro (0,7 um GF/F), para que ndo houvesse perda de Hg. Apds a etapa de digestdo com HNO;
concentrado (EPA 3051a), as determinagdes de HgL. foram obtidas pelo Analisador de Mercurio Direto
(DMA), confirmando pelo método comparativo de Espectrometria de Fluorescéncia Atémica a Vapor
Frio (CV-AFS). A concentra¢do de HgL obtida pela técnica de DMA variou de 0,044 a 0,145 ng mL"!,
enquanto que para CV-AFS variou de 0,002 a 0,138 ng mL™'. Em relagdo a recuperagio, os resultados
obtidos para ambos os métodos foram de 113,6 % e 107,0 %, respectivamente. A analise dos resultados
mostrou que ndo houve diferenca estatistica significativa (p < 0,05), mostrando boa precisdo da técnica
proposta. A avaliacdo da superficie de resposta mostrou que, a medida que o conteudo total de s6lidos
(SST) aumenta, a concentragdo de Hgl também aumenta. A ANOVA apresentou significancia
estatistica quando as variaveis independentes foram correlacionadas com o contetido do SST (nivel de
95%). Assim, as analises mostraram que a determinagdo de HgL em SST da agua fluvial € possivel via
DMA, desde que as condi¢Ges de contorno (controle de temperatura ¢ limpeza de vidrarias) sejam
seguidas.

Palavras-chave: mercurio 1abil; so6lidos suspensos; validagdo analitica.
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CAPITULO V

1. INTRODUCAO

No meio aquatico hé ocorréncia acentuada de uma ampla gama de ions metalicos e altas taxas
de metais associados a matéria organica. Sendo as principais fontes destes metais, decorrentes de
atividades industriais, ou mesmo, naturais, associadas a geologia local. Dentre estes metais, destaca-se
0 mercurio, por conta do seu ciclo biogeoquimico e por apresentar uma série de transformacdes e
interagdes com constituintes dos diversos compartimentos ambientais: agua, ar, solo e biota. E mesmo
que em baixas concentragdes no ambiente pode representar sérios riscos de bioacumulacdo e
biomagnificagdo, sendo possivel tornar-se uma fonte potencialmente toxica a nivel trofico na cadeia

alimentar (BISINOTI e JARDIM, 2004; KASPER et al., 2014; BRITO et al.,2017).

Estudos em rios de regides de climas temperados demonstraram que os parametros limnoldgicos
sdo importantes controladores do transporte ¢ da metilagdio do mercario (BALOGH, NOLLET e
SWAIN, 2004; BRIGHAM et al., 2011; BRADLEY et al, 2011). Este ciclo ¢ caracterizado por varias
rotas que este metal pode seguir no ambiente. Dentre elas, destaca-se a sua liberagdo do solo e da agua
para atmosfera, seu transporte nesta seguido da deposigdo atmosférica das espécies de mercurio para a

agua e solo.

Dessa forma ressalta-se a importancia do estudo do material em suspensdo, pois este ¢ um dos
parametros que esta intrinsecamente relacionado com o processo de exportagdo do metal pelo leito do
rio. Sendo que o aporte de particulas e nutrientes solidos carreados para o ambiente aquatico ¢ facilitado
pela hidrodinamica, pela geomorfologia, pelo desmatamento, pelos indices pluviométricos e pelo vento.
Lembrando que a disponibilidade de luz no ecossistema aquatico também influencia diretamente no

metabolismo desses materiais em suspensao (PEREIRA-FILHO, 2000).

Neste contexto, a determinacdo das fragdes de solidos presentes na agua, fornece uma
informagdo importante para a caracterizagdo de aguas naturais. Contudo, as legislacdes estabelecidas
por 6rgdos ambientais ainda ndo possuem limites de referéncia para o teor de mercurio retido no material
particulado em suspensao em corpos hidricos. Considerando que o aumento da taxa de sedimentagdo no
fundo dos rios também influencia as caracteristicas dos sedimentos, podendo afetar o processo
geoacumulativo e de acumulacdo bioldgica de metais. Desse modo deveria haver um monitoramento
mais efetivo da associacdo do Hg labil ao material particulado em suspensdo e ao seu tempo de

permanéncia nos diferentes compartimentos ambientais (SILVERIO, 2003; BAIRD ¢ CANN, 2012).
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Algumas pesquisas também abordam a correlagdo entre metais ¢ o tamanho da particula dos
sedimentos, sugerindo que particulas mais finas contenham concentragdo mais elevada de metais

(MUDROCH e MACKNIGHT, 1997; FADINI e JARDIM, 2001).

Bisinoti e Jardim (2004) destacaram que no Brasil, a regido amazdnica € a area mais estudada
por apresentar altos valores de Hg. Embora, ainda ndo tenham sido confirmados quais sdo os parametros
limnolédgicos que influenciam mais fortemente na dindmica do merctrio e se esta influéncia varia ao

longo do ano.

Kasper e colaboradores (2014) evidenciaram que os estudos sobre o ciclo do mercurio na
Amazoénia enfrentam dois problemas importantes: a complexa logistica de campo e concentragdes
naturais que podem ser muito baixas, além da grande dificuldade em acessar certos ambientes de coleta.
As amostras podem ter um curto prazo de validade devido a grande suscetibilidade do Hg a perdas por
falta de controle térmico, aos frascos adequados de coleta e ao uso de fixadores. Portanto, devem ser

rapidamente transportadas para o local de analise.

As técnicas utilizadas devem ter baixo limite de deteccdo, uma vez que as matrizes possuem
baixas concentragdes de mercurio em ambientes naturais € podem ser facilmente contaminadas nas
condi¢des de campo. Tais contamina¢des podem ocorrer durante qualquer etapa da amostragem, até
mesmo antes, se considerarmos que a etapa de limpeza dos frascos de coleta ndo foi efetiva, além da
manipulagdo inadequada dos frascos durante a amostragem e o seu transporte para o laboratdrio, as

multiplas etapas de processamento da amostra também podem causar perdas do analito de interesse.

A proposta de adaptagdo da técnica usualmente empregada para determinagdo de solidos em
suspensdo totais em aguas naturais, apresenta uma série de vantagens, como: sua simplicidade, a qual
permite seu emprego em qualquer amostra de agua, apenas necessitando de ajustes de temperatura para
etapa de secagem dos filtros e adigdo de mais uma etapa de digestdo por micro-ondas para obter o

digerido contendo o metal.

As técnicas de instrumentagdo analiticas geralmente empregadas sdo as que fornecem altos
niveis de sensibilidade da leitura dos digeridos, e 0 método existente mais utilizado ¢ baseado na técnica
de geracdo de vapor a frio acoplada com espectrometria de fluorescéncia atémica (CV-AFS). Outras
técnicas também podem ser empregadas por serem dedicadas, como o analisador direto de mercurio
(DMA). Esta técnica ¢ utilizada para analise de Hg total e ndo de sua fragdo labil. Por isso hé interesse

em realizar a validacdo desse método para que possa ser utilizado para analise de Hg labil.

Recentemente, Pestana e colaboradores (2019) desenvolveram um método para determinagio
de HgT e MeHg em amostras de agua, materiais em suspensao e sedimentos de um lago artificial do rio

Madeira. Durante a etapa de obtengdo dos materiais em suspensao, propuseram a utilizacdo de filtro de
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fibra de vidro com porosidade 0,7 um (GF/F), acidificando com HCIl ¢ mantendo preservado sob
refrigeracdo. Em seguida foram feitas a liofilizagdo dos filtros por (FreezeDry System) e logo em
sequéncia, as determinagdes do Hg presente no material em suspensdo e sedimento por Espectrometria

de absorg¢do atdmica por geragdo de vapor a frio acoplado a cromatografia gasosa (GC-CV-AFS).

Neste estudo a especiagdo de mercurio foi feita através da derivatizagdo quimica, onde
geralmente ¢ utilizado tetraetilborato de sddio, tetra (n-propil) borato de sddio ou tetrafenilborato de
sodio, proporcionando uma reagdo rapida na produgdo de espécies de mercurio altamente volateis que
sdo separadas na cromatografia coluna antes da deteccdo. Em seus resultados, afirmaram que o Hg total
apresentou maior afinidade pelo material em suspensdo do que pela matéria organica dissolvida,

apontando que os SST podem ser transportadores muito eficientes para o metal (Pestana et al. 2019).

Desta maneira, ainda ha a necessidade de estudos complementares sobre a dinamica do mercurio
na regido Amazonica, principalmente em ambientes de 4guas pretas onde o aporte de material organico
¢ elevado e contribui para a formagio e permanéncia das espécies desse metal no ambiente. Com base
neste levantamento, o material em suspensdo em aguas naturais ¢ visto como um importante
compartimento ambiental, dindmico ¢ com bastante mobilidade. E deve ser levado em consideragéo

quando se deseja estudar fontes em potencial para estoque de mercurio.

A proposta desta pesquisa ¢ validar um método para investigacdo da distribui¢do do mercurio
labil em solidos suspensos totais através da proposta de otimizacdo do método padrdo de analise para
(SST) previsto no Método 2540 - Standard Methods, APHA (2017), aplicando as devidas condigdes de
contorno e critérios de aceitagdo de qualidade dos resultados. E analisando as determinagles por
Analisador Direto de Mercurio (DMA-80®) confirmando os resultados via comparagdo com outra
técnica analitica devotada para merctrio: Espectrometria de Fluorescéncia Atdmica de Vapor Frio (CV-

AFS), Tekran® Series 2600.

2. EXPERIMENTAL
2.1 Reagentes e Solucies

A lavagem das vidrarias e garrafas utilizadas para os ensaios foi feita de acordo com o protocolo
(EPA-1630e, 2001). Foram lavadas com detergente Extran 5 %, deixadas em BrCl 1% (por 12 h) e
HNOs 10 % (por 48 h). Apos esse periodo, as vidrarias foram retiradas da solugdo acida e enxaguadas
exaustivamente com agua deionizada e dispostas para secar em capela estéril. Em seguida foram
guardadas em dois sacos plasticos com fecho hermético. Amostras branco foram feitas para avaliar a

contaminagao de todo processo de analise. Apds a coleta, as amostras de agua foram preservadas com
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HCI (1%) e em seguida refrigeradas protegidas da luz. Os padroes e todas as soluc¢des utilizados nos
procedimentos de analises foram preparados com agua Ultrapura produzida no deionizador de agua
(PURELAB Ultra®) com condutividade de 1 uS cm™ (18,2 MQ cm™). O 4cido HNO; foi previamente
purificado pelo processo de destilagdo abaixo do ponto de ebuli¢do (Distillacid®) para minimizar os
niveis de contamina¢do elementar. Neste trabalho foi utilizado o material de referéncia certificado:
CNS301- Trace Elements on Fresh Water Sediment (Sigma Aldrich/USA). Tanto as solu¢des-padrao

quanto as amostras foram acidificadas utilizando-se HCI 30 % (Suprapur® — Merck).

2.2 Amostras

Amostras de agua superficial destinada a otimizagdo dos métodos analiticos foram coletadas em
apenas | ponto de amostragem no rio Negro (3°09°01,6” S, 59°57°09,7” W) proximo a saida de efluente
da Refinaria de Petroleo de Manaus (REMAN). Sendo armazenadas em garrafas de polietileno. Apds a
coleta, as amostras foram preservadas com HCI (1 %) e em seguida refrigeradas e protegidas da luz até
o momento das analises laboratoriais, dando seguimento as analises no mesmo dia da coleta. Durante
todo processo de analise foram feitas amostras branco para avaliar possivel contaminac¢do. Foram
mensurados alguns parametros fisico-quimicos in situ: o pH, a condutividade elétrica (CE), o oxigénio

dissolvido (OD) e a temperatura (°C).
2.3 Filtragem das amostras de dgua para obtengdo dos solidos em suspensdo totais

Antes da coleta de agua, os filtros de fibra de vidro com porosidade de 0,7 um (Whatman GF/F),
conforme método do estudo de Pestana e colaboradores!? para anélise de Hg em SST, foram
descontaminados em mufla (550 £+ 50 °C) por 1h. Esfriados em dessecador, pesados com precisdo de
0,1mg em balanga analitica (AY220 - Shimadzu®) e armazenados em placas de petri estéreis (Kasvi®)
individuais até o momento de uso. Apds a coleta da agua, foram filtradas 09 amostras com auxilio de
aparato para filtracio (Nalgene®) e bomba a vacuo (VACUUBRAND®). Para tanto, um volume de 1 L
foi filtrado para cada membrana. Apos esta etapa, a parte filtrada foi descartada e os filtros com os
solidos retidos foram entdo submetidos a analise gravimétrica para determinacdo dos s6lidos suspensos
totais, secados em estufa até 45°C (temperatura otimizada do método padrio para que ndo houvesse
perda do merctrio retido nos SST). Em seguida foi calculada a massa final de acordo com o ensaio da
série solidos (Método 2540 - Standard Methods, APHA, 2017). O teor de SST é dado em mg L,

conforme a Equacgdo 1:

SST (mg L—l): Pfina]_\;inicialxlooo (1)
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Onde: Psina = Peso da amostra mais a placa de Petri, em mg; Pinicia = Peso da tara da placa de Petri vazia

em mg; V = Volume da amostra filtrada.
2.4 Digestao das amostras por Micro-ondas

Posteriormente a pesagem dos filtros secos, cada amostra foi transferida para tubos de Teflon
especificos do forno de micro-ondas (CEM Corporation, MARSXpress®). Em seguida foram
adicionados 5 mL de acido nitrico concentrado, P.A (previamente destilado). Os tubos de teflon foram
organizados no carrossel ¢ levados ao forno micro-ondas. Sendo configurado conforme recomendado

pela U.S.EPA 3051a (2007), conforme especificado na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros de funcionamento do forno micro-ondas

Parametro Ajuste
Poténcia 650- 1000 W
Temperatura aproximada 175 °C
Tempo sobre pressao (hold) 4mine 30s
Pressdo aproximada 130 psi (9 atm)
Tempo de rampa (Ramp) Smine 30s

Fonte: Proprio Autor, 2020.

Apds o término da extragdo, o carrossel foi retirado do forno micro-ondas e foi aguardado o
tempo de 20 minutos necessarios para o equilibrio térmico dos frascos a temperatura ambiente. Em
seguida, os tubos foram abertos em capela com sistema de exaustdo ligado. Apos a abertura dos tubos,
os extratos foram transferidos para baldes volumétricos de 50 mL com sucessivas lavagens dos residuos
retidos nos filtros de fibra de vidro (0,7 pum) com agua deionizada. Em sequéncia, as amostras foram
encaminhadas para a etapa de determinagio de merctrio 1abil por Analisador Direto (DMA-80®) e por

Espectrometria de Fluorescéncia Atdmica de Vapor Frio (CV-AFS), Tekran® Series 2600.

As amostras de Material de Referéncia Certificado - MCR de sedimento foram submetidas ao
mesmo procedimento empregado para as amostras de solidos em suspensdo. Foram efetuados estudos
de precisdo e recuperacdo durante o processo analitico proposto. Embora o equipamento DMA-80 seja

devotado para analise de HgT, o método proposto neste trabalho objetivou analisar a fragdo labil de Hg
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presente no material em suspensio e requereu uma abertura parcial das amostras (método EPA 3051a)"3,
tendo em vista analisar aliquotas de uma mesma amostra em ambos equipamentos para a comparagio
dos resultados. O fluxograma representado na Figura 1, representa a sequéncia de etapas no

processamento das amostras.

Figura 1. Fluxograma da sequéncia de etapas para o processamento das amostras de SST com teor de

HgT.

{Método 2540 - Standard Methods, APHA, 2017)
Filtros de fibra de vidro Descontaminados
com porosidade de 0,7  em mufla (550 =
pm (Whatman GF/F) 50 °C) por 1h

Para determinaciio dos sélides suspensos
1 L de agua para cada filtro totais, secados em estufa ate 45°C

Pesados com precisio de 0,1mg em balanca Aparato para filtracio O teor de 55T ¢é dado em mg L), conforme a Equacio 1:

analitica (AY220 - Shimadzu®) e armazenados  (Nalgene®) e homba a vacuo s
em placas de petri estéreis (Kasvi®) (VACUUBRAND®) 53T(mg L~1)= -2a-reisdix 1000 (48]

As amostras de MRC de sedimento foram Digestdo das amosiras
submetidas a0 mesmo procedimento empregado por Microondas
para as amostras de solidos em suspensio

U.5.EPA 3051a (2007)

Fonte: Proprio Autor, 2020.

2.5 Determinacdio de Hg Labil por CV-AFS

As concentragdes de HgL. nas amostras digeridas do material em suspensao foram determinadas
quantitativamente por CV-AFS, equipamento Tekran®, Series 2600, sua operagio foi feita pelo software
Tekran-Mercury Data System. Utilizando o Argonio 5.0 como gas de arraste € como agente redutor o
Cloreto Estanhoso (SnCl,) e carregador da solugdo branco contendo os reagentes. As condi¢des
operacionais do equipamento estdo descritas na Tabela 2, conforme (U.S.EPA 1631e, 2002). A curva

analitica foi determinada em seis niveis de concentragdo: 0,5; 1,0; 5,0; 25; 50 ¢ 100 ng L' de Hg.
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Tabela 2. Parametros instrumentais (CV-AFS) para determinagdo de HgL

Parametro Ajuste
SnCl, 5 % (m/v) em HCI Suprapur concentrado | Vazdo do Agente Redutor 3,5 mL min™!
Branco: HC1 30 %; KBrOs/KBr 100% Vazio do branco 7,0 mL min’!
NH,OH-HCI 12 % (m/v) purgada por 12 horas
Gas arraste — Argonio Vazdo do Gas 75,0 mL min’!
Tempo de Ganho 10s
Tempo de Perda 15s
Tempo de Analise 30s
Tempo de Gravagao 20s

Fonte: Proprio Autor, 2020.

O procedimento baseou-se na transferéncia do contetido digerido das amostras para tubos de
centrifuga descontaminados de 50 mL, adicionando-se 250 pL da mistura na proporcao (1:5) das
solugdes KBrOs/KBr, ¢ depois de 30 minutos foi adicionado 50 puL de Cloridrato de Hidroxilamina
(NH>OH-HCI), para remover o excesso da KBrOs;/KBr. A concentragdo de mercurio labil das amostras
foi calculada por meio da curva de calibragao, levando-se em conta o pico de absorbancia registrado no
periodo de 20 s. Analisou-se as amostras, em duplicata, efetuando-se paralelamente um ensaio branco

dos reativos com agua deionizada.

2.6 Determinacgdo de Hg labil por analisador de combustido DMA

O DMA ¢ um analisador totalmente dedicado a determinag¢do de Hg em diferentes matrizes
usando os principios de decomposi¢do térmica, amalgamagdo e absor¢do atdmica descritos no método
(U.S.EPA 7473, 1997). O principio de operagdo deste equipamento ¢ baseado na introdu¢do de uma
pequena quantidade de material em uma barca de quartzo. O DMA-80® usa 3 células de diferentes
caminhos 6ticos, com dois conjuntos lampada — detectores distintos, o que amplia a faixa de trabalho
(célula 2) e permite a detecgdo de até 0,01 ng de Hg (célula 0). As condigdes operacionais utilizadas no
aparelho estdo descritas na Tabela 3. A curva analitica foi determinada em dez niveis em medida de

massa: 0,125; 0,250; 0,375; 0,500; 0625; 0,750; 1,000; 1,500; 3,000 e 5,000 ng de Hg.
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Tabela 3. Parametros de Analise do DMA-80.

Parametro Ajuste
Temperatura minima inicial 200 °C
Tempo de Aquecimento 30 segundos até 200 °C
Tempo de secagem 3 minutos
Tempo de Aquecimento 1 minuto até 650 °C
Tempo de decomposicao 2 minutos

Temperatura do 850 °C por 12 segundos

Amalgamador
Tempo de Purga 60 segundos
Tempo de Gravagio 30 segundos

Fonte: Proprio Autor, 2020.

3. PARAMETROS DE VALIDACAO

Como parte dos protocolos analiticos para determinagdo dos metais potencialmente toxicos, o
controle de qualidade é essencial para assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos e validagdo dos
métodos. Os parametros de desempenho avaliados foram: Seletividade, Linearidade; Sensibilidade
(Faixa de trabalho e Faixa linear); Exatiddo (Comparagdo de Método; Tendéncia/Recuperacgio);
Precisdo (repetitividade), Teste de Outliers e Robustez conforme especificado pelo (INMETRO, 2020).
Foram feitos os testes estatisticos para variaveis independentes (t de Student, ANOVA) pelo uso do
software STATISTICA 8.0®. Em relagdo aos critérios de aceitagdo para ambas as técnicas empregadas
foi considerado um desvio padrdo aceitavel menor que 10 %, o pardmetro de recuperacao na faixa entre

79-121 %, recomendado pela EPA 1631e (2002) e erro relativo em até 10 %.

3.1 Seletividade

A determinagdo da seletividade do método foi realizada através da analise de dois conjuntos de
amostras, um de padrdes com a presenca de matriz e outro de padrdes com a auséncia da matriz para os
dois equipamentos empregados (DMA ¢ CV-AFS). Em cada um destes conjuntos foram avaliados trés
niveis de concentracdo: 2; 4 ¢ 8§ ng mL™! (DMA) e 20; 40 e 80 ng L' (CV-AFS), realizando-se a anélise
de seis replicatas de cada um dos niveis, sendo cada solu¢cdo medida 3 vezes.

Previamente ao preparo das solugbes padrdes foi necessario preparar uma solugdo padrido
intermediaria de 10 ng mL™! para o DMA e 100 ng L para o CV-AFS, a partir de uma solu¢do padrio

estoque de Hg de 1 mg L' (NIST certificado 3133), completando-se o volume com 4gua ultrapura.
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3.2 Linearidade

A linearidade foi feita por meio da analise de regressdo linear. Foram determinados os

coeficientes de regressdo angular (a) e linear (b), bem como o coeficiente de correlagdo quadrado (r?).

3.3 Precisdo (repetitividade)

A figura de mérito precisdo foi analisada por meio da dispersdao dos valores em torno do valor

médio e estimada pelo coeficiente de variagdo (CV), sendo calculada por meio da Equagdo 2:

CV(%) == x 100 @)
X

Onde: s = desvio padrdo para n repeti¢des; x = média das para n repetigoes.

3.4 Precisdo intermediaria

A precisdo intermediaria possui condigdes que incluem o mesmo procedimento de medigdo,
mesmo local € mesmo objeto, mas ocorrem em um periodo extenso de tempo ¢ podem incluir outras
condi¢bes que contenham mudangas. Entre as condi¢des que podem ser modificadas estdo as solugdes

padrédo, operadores ¢ equipamentos.

Os ensaios de precisdo intermediaria foram realizados por dois analistas através da analise de
dois conjuntos de solucdes padriao, com o intervalo de 1 dia entre a analise de cada conjunto. Assim
como na repetibilidade, foram avaliados os niveis de concentragdo de 1,00 e 6,5 ng mL™! para 0 DMA,
totalizando 82 leituras (41 para cada analista). A avaliagdo dos resultados também foi feita pelo calculo
do CV. O valor maximo aceitavel foi definido de acordo com a metodologia empregada, a concentracao

do analito ¢ a finalidade do método, ndo se admitindo valores superiores a 10%.
3.5 Limite deteccdo (LD) e limite de quantificacio (LQ)

O Limite de Detecgdo (LD) e o Limite de Quantificagdao (LQ) foram definidos como a menor
concentra¢do do Hg que foi quantificada na amostra em branco. Para tanto obtiveram-se o desvio-padrao

de replicatas do branco para calcular pelo método simplificado, estimado a partir da curva analitica,

conforme (INMETRO, 2020). De acordo com as Equagdes (3) e (4):
LD =3,3s/b 3)

LQ =10s/b 4)
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Onde: s = desvio padrdo da resposta do branco; b = inclinagédo (coeficiente angular) da curva analitica.

3.6 Exatiddo (Tendéncia/Recuperacio)

A recuperacdo ou fator de recuperacdo (R) foi definida como a quantidade de merctrio
efetivamente quantificada em relagdo a quantidade real presente na amostra (material de referéncia

certificado — MRC [mg kg']), conforme INMETRO (2020) calculado pela Equagéo 5:

R %= (—C;RC). 100 (5)

Onde: C ¢ a média das recuperagdes obtidas para n repeticdes e Cmrc € a concentragdo verdadeira.

3.7 Robustez e Outliers

A robustez de um método analitico ¢ a capacidade do método em ndo ser afetado por pequenas
variagdes nos parametros de execu¢do do método. A robustez fornece uma indicacdo da confianga do
método durante uma aplicagdo rotineira (INMETRO, 2020). A robustez ¢ um parametro opcional dentro
dos estudos de validagdo, muitas vezes estando mais associado a estudos de otimizacao.

Para determinar a robustez de um método de ensaio, pode-se recorrer ao planejamento de
Youden (2002/657/EC) ou de Plackett-Burman (Sergent, 2007), por exemplo. Trata-se de um estudo que
permite ndo sé avaliar a robustez do método, como também ordenar a influéncia de cada uma das
variagOes nos resultados finais, indicando qual o tipo de influéncia de cada uma dessas variagdes.
Convém salientar que quanto maior for a robustez de um método, maior sera a confianga desse
relacionamento a sua precisio.

O teste de Dixon determina se o valor mais extremo em uma amostra é um outlier. O teste de
Dixon inclui uma escolha da estatistica de teste que supere os potenciais efeitos de encobrimento de
outros valores extremos na amostra. A estatistica do teste de Dixon ¢ indicada porr;, onde os
subscritos i ¢ j indicam o seguinte: Onde, iindica o nimero de valores extremos do mesmo lado
(superior ou inferior) dos dados que o outlier suspeito. i = 1 ou 2; i indica o nimero de valores extremos
do lado oposto dos dados. j =0, 1 ou 2. Os valores criticos para as estatisticas dos testes de Dixon sdo
tabulados em Rorabacher (1991). A estatistica de teste 719, (também chamada de Q de Dixon), ¢

apropriada quando a amostra inclui apenas um valor extremo.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O monitoramento dos parametros limnoldgicos de aguas superficiais constitui-se em

ferramentas basicas para avaliar possiveis alteragdes ambientais. E varios fatores contribuem para a
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distribuicdo espacial do mercurio em material em suspensdo, dentre eles estdo: o pH, a condutividade
elétrica, a turbidez e o teor de matéria organica. Para analisar o teor de mercurio 1abil ¢ determinar sua
concentracdo nos solidos totais suspensos foram coletadas amostras de agua do rio Negro em area com
influéncia antropogénica, préximo a Refinaria de Petroleo de Manaus (REMAN). Destas foram obtidas
09 amostras de solidos suspensos referentes ao tinico ponto amostrado no més de Abril de 2018. No
periodo de coleta, o rio Negro apresentou valores médios de 5,53 + 0,01 de pH, concentracdo de oxigénio
dissolvido de 6,03 + 0,01 mg L}, Temperatura de 29,02 = 0,03 °C e condutividade elétrica com valores
de 25,12+ 0,05 uS cm™..

4.1 Pardametros de Validacdo

4.1.1 Seletividade

Para avaliar a seletividade do método, trés solugdes padrdo de mercirio, com e sem matriz,

foram investigadas. Os resultados obtidos estdo apresentados nas Tabelas 4, 5, 6 ¢ 7.

Tabela 4. Avaliagdo do sinal analitico para diferentes solugdes padrao de Hg na auséncia de matriz para

o DMA.

DMA Concentracio (ng mL™")
sem Matriz 2 4 8
Réplica Absorbancia
1 0,0976 0,1526 0,3055
2 0,0974 0,1524 0,3053
3 0,0976 0,1527 0,3056
4 0,0975 0,1522 0,3058
5 0,0975 0,1526 0,3055
6 0,0975 0,1524 0,3051
Média 0,0975 0,1525 0,3055
DESVPAD 0,00004 0,0002 0,0002
Variancia 3,47x10° 3,36x10® 4,82x10

Fonte: Proprio Autor, 2020.
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Tabela 5. Avaliagao do sinal analitico para diferentes solugdes padrdo de Hg na presenga de matriz para

o DMA.

DMA Concentracdo (ng mL™")
com Matriz 2 4 8
Réplica Absorbancia
1 0,0976 0,1527 0,3053
2 0,0975 0,1527 0,3056
3 0,0975 0,1526 0,3057
4 0,0978 0,1521 0,3058
5 0,0977 0,1528 0,3059
6 0,0974 0,1526 0,3055
Média 0,0976 0,1526 0,3056
DESVPAD 0,0001 0,0002 0,0002
Variancia 1,60x10® 7,19x10°8 4,57x10°%

Fonte: Proprio Autor, 2020.

Tabela 6. Avaliacao do sinal analitico para diferentes solu¢des padrao de Hg na auséncia de matriz para

o CV-AFS.

CV-AFS Concentracio (ng L)
sem matriz 20 40 80
Réplica
1 19,9473 39,9034 79,9473
2 19,6554 39,8462 78,8938
3 20,0492 39,9873 79,9465
4 19,8594 40,0020 79,9838
5 19,7565 40,0283 79,6382
6 19,9563 40,0000 79,9837
Média 19,8707 39,9612 79,7322
DESVPAD 0,1136 0,0576 0,3108
Variancia 0,0209 0,0050 0,1861

Fonte: Proprio Autor, 2020.
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Tabela 7. Avaliacdo do sinal analitico para diferentes solu¢des padrao de Hg na presenga da matriz para

o CV-AFS.
CV-AFS Concentracio (ng L)
com matriz 20 40 80
Réplica
1 21,9473 40,0272 80,6473
2 20,9372 40,2738 79,9442
3 21,0337 41,0373 80,7428
4 21,2837 40,9376 80,0472
5 20,0382 40,9372 80,9473
6 21,9749 40,9473 80,0473
Média 21,2025 40,6934 80,3960
DESVPAD 0,5328 0,3619 0,3831
Variancia 0,5225 0,1843 0,1869

Fonte: Proprio Autor, 2020.

Através dos dados apresentados nas Tabelas 4, 5, 6 e 7 € possivel calcular a variancia média dos
trés niveis da faixa de trabalho, sendo (s> = 2,8474x10%; 0,0707) para o DMA e o CV-AFS,
respectivamente, referente a varidncia média solugdes sem matriz e (522 = 4,45x10%; 0,2979) para o
DMA ¢ o CV-AFS, respectivamente, referente a variancia média as solu¢des com matriz. Dessa forma
obtemos para o DMA e o CV-AFS, respectivamente os valores de (1,5642 ¢ 4,2158) para o F calculado,

conforme apresentado na Equacao 6.

(6)

~
Il

1%] |‘n

=NINN

O valor de F tabelado para 5 graus de liberdade (n-1) e 95% de confianga ¢ 5,05. Como o valor
de F calculado ¢ inferior ao de F tabelado, € possivel afirmar que a varidncia dos dois grupos de amostras
¢ estatisticamente igual, ou seja, ndo ha efeito da matriz sobre a precisdo do método nos niveis de
concentracao estudados.

A partir da aplicac@o do teste t-Student sobre as absorbancias das amostras na presenga € na
auséncia de matriz, para o DMA foram obtidos os valores de t calculado de 0,2121; 0,4408 e 0,2437 para

os niveis de concentragdo de (2; 4 € 8 ng mL™!), respectivamente. E para o CV-AFS foram obtidos os
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valores de t calculado de 0,0012; 0,0020 e 0,0267 para os niveis de concentragdo de (20; 40 ¢ 80 ng L),
respectivamente. Como o valor de t tabelado para 5 graus de liberdade e 95% de confianca é de 2,571,
pode-se concluir que nao existe efeito de matriz sobre o resultado, pois todos os valores de t calculados

se mostraram inferiores ao tabelado.

4.1.2 Linearidade

Na Figura 2 estdo apresentadas as curvas analiticas para CV-AFS e DMA obtidas pelos métodos
de fluorescéncia atdmica e por combustdo. A faixa linear de calibracdo obtida para o CV-AFS foi de 0,5
a 100 ng L. Entretanto, para 0 DMA a faixa linear de calibragio obtida por foi na faixa de 0,125 a 5,00
ng, sendo que este equipamento trabalha com medidas de massa para a construcdo da curva analitica e,
de acordo com a quantidade de amostra posteriormente colocada para analise, realiza a conversao para

unidades de concentragdo para fornecer o resultado.

Figura 2. Curvas analiticas obtidas para Hg utilizando Espectrometro de Fluorescéncia com Geragao

de Vapor Frio (Tekran®) e Analisador Direto (DMA-80®).
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Fonte: Proprio Autor, 2020.
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Os coeficientes de determinagio obtidos para o Tekran® e 0 DMA-80® apresentaram 6Otima

linearidade, com valores de R>> 0.99.

4.1.3 Precisdo (repetitividade)

Para avaliar a exatiddo, foram feitos ensaios de recuperagdo com material de referéncia de
sedimento certificado contendo merctrio (CNS301- Sigma Aldrich/USA), o qual passou pelas mesmas
etapas das amostras de solidos totais em suspensdo. Nesta parte da avaliagdo o experimento foi feito
com concentragdo conhecida de mercurio e em quintuplicata. Os resultados obtidos sdo mostrados na

Tabela 8, o Coeficiente de Variagdo (CV %) foi calculado conforme a (Equagdo 2).

Tabela 8. Resultados obtidos para o Material de Referéncia Certificado — MRC.

Técnicas MCR (CNS 301) Média (ng mL!) CV%

0,87 +£0,01 0,01
0,95 £ 002 0,02

1 0,85+ 0,02 2,07

2 0,86 = 0,01 1,55

CV-AFS 3 0,93 + 0,03 0,30

4 0,88 + 0,05 5,70

5 0,94 + 0,04 4,05

1 0,85+ 0,02 0,02

2 0,99 + 0,04 0,04

DMA 3 0,97 £0,01 0,01
4
5

Fonte: Proprio Autor, 2020.

Na Tabela 8, se observa similaridades nos resultados médios que variaram entre (0,85 a 0,94)
ng mL"! para o CV-AFS e entre (0,85 ¢ 0,99) ng mL"' para o DMA. O teste t para variaveis
independentes demostrou que ndo ha diferenga significativa (t=-1,057; p=0,321, nivel de significancia

de 0,05). O CV % manteve-se abaixo dos 10 %, considerado aceitavel para os critérios de analise.

4.1.4 Precisdo intermediaria

Os testes de precisdo intermediaria foram aplicados por dois analistas em 2 semanas diferentes,

sendo que os resultados para 0o DMA e CV-AFS se encontram nas Tabela 9 e 10, respectivamente. Com
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base nesses resultados foi feita uma comparagdo entre os valores de concentragdo médios obtidos por

cada analista.

Tabela 9. Compara¢do dos resultados obtidos pelos dois analistas para 0o DMA.

DMA Média das concentragdes (ng mL?)
Analista Ci* C* Cs*
1 (Semana 1) 1,9815 3,9889 8,0084
2 (Semana 1) 1,9977 3,9894 8,0062
1 (Semana 2) 1,9721 3,9983 7,9965
2 (Semana 2) 1,9973 3,9984 8,3297
Média Total 1,9871 3,9937 8,0852
DESVPAD 0,0103 0,0046 0,1223
CV% 0,5200% 0,1156% 1,5120%
Variancia 0,0002 0,00003 0,0266

*C), C, e Csrepresentam as concentracdes de 2,00; 4,00 e 8,00 ng mL™, respectivamente.

Fonte: Proprio Autor, 2020.

Tabela 10. Comparagio dos resultados obtidos pelos dois analistas para o CV-AFS.

CV-AFS Média das concentragdes (ng L?)
Analista C.* C* Cs*
1 (Semana 1) 19,9677 39,9883 79,9984
2 (Semana 1) 19,9933 40,0015 79,9927
1 (Semana 2) 19,9857 40,0078 79,9977
2 (Semana 2) 19,9877 39,9499 79,9936
Média Total 19,9836 39,9869 79,9956
DESVPAD 0,0080 0,0185 0,0025
CV% 0,0399% 0,0462% 0,0031%
Variancia 0,0001 0,0007 0,00001

*Cy, C; e C3 representam as concentragdes de 20,00; 40,00 e 80,00 ng L', respectivamente.

Fonte: Proprio Autor, 2020.

A precisao intermedidria também foi considerada satisfatoria, pois todos os CV% obtidos
ficaram abaixo de 2%, nos trés niveis de concentracdo avaliados, ficando abaixo do critério de 10%

aplicado para ambas as técnicas aplicadas.
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4.1.5 Limite detecgdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

Os limites de detecgdo (Equagdo 3) foram 0,029 + 0,007 ng L! para CV-AFS e 0,045 + 0,001
ng mL! para DMA e os limites de quantificagdo (Equagio 4) foram 0,090 + 0,008 ng L' € 0,138 £ 0,001
ng mL!, respectivamente. Demonstrando assim, que ambas as técnicas instrumentais sdo efetivas
(precisas e sensiveis) e ndo apresentam diferencas significativas para avaliar a fragdo labil do Hg

presente em sedimento digerido.

4.1.6 Exatiddo (Tendéncia/Recuperagdo)

A exatiddo foi avaliada a partir da recuperacdo obtida neste experimento. A recuperagdo foi
calculada de acordo com a (Equag@o 5) e, mediante os resultados, foi possivel verificar que o método
possui uma exatiddo adequada, uma vez que a média das recuperagdes obtidas para o CV-AFS (107,00
%) e para o DMA (113,63 %), ambos dentro do critério de aceitag@o na faixa de 79 a 121 % de

recuperacao.

4.1.7 Robustez e outliers

A similaridade do resultado entre DMA e CV-AFS ¢ suportada através da analise estatistica.
Pelo teste F (F=0,60295; p-valor =0,4902, F critico: 3,438, a = 0,05), constatou-se que ndao ha nenhuma

evidéncia significativa de diferenga na variagdo entre as técnicas.

As curvas ROC e o indice de Youden foram usados para medir a robustez dos modelos. As
curvas ROC sdo usadas para avaliar a precisdo de testes baseados em indice e estimar os valores de
corte, que separam uma métrica em um modelo A (sensibilidade) ou modelo B (especificidade). Foi
utilizado o indice Youden para estimar o valor de corte. Embora a area sob a curva ROC (AUC) seja o
indice global de diagnéstico mais comumente usados para medir a precisdo do Indice de Youden

também ¢ frequentemente usado na pratica.

O valor AUC de um classificador geralmente varia em algum lugar entre 0,5 ¢ 1,0
(SCHISTERMAN et al. 2005; KIM et al. 2016; TAY et al. 2020). O comparativo entre DMA e CV-
AFS para SST ¢ apresentado na Figura 3.
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Figura 3. Curvas de caracteristica de operacdo do receptor (ROC) para o comparativo entre DMA ¢

CV-AFS, em relagdo a concentragdo de Hgl no contetdo de SST.
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Fonte: Proprio Autor, 2020.

A Figura 3 mostra o comparativo entre a robustez (Sensibilidade X Especificidade) entre as duas

técnicas e para entender melhor sobre o ponto 6timo ¢ como se separasse eles nesse valor de 0.07. E

possivel observar que a curva do DMA esta com uma média ligeiramente mais alta, mas o teste F mostra

que ndo se pode descartar a hipotese de que sdo iguais. A Figura 4 ilustra o grafico do ROC em alta

qualidade. Na curva ROC ¢ possivel visualizar uma separagao entre DMA e CV-AFS para SST, com

valor de corte = 0.63 ng mL™' HgT.

Figura 4. Curva de caracteristica de operagao do receptor (ROC) para o comparativo entre DMA e CV-

AFS para SST, em relagdo a concentracdo de HgL.
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Fonte: Proprio Autor, 2020.
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Para verificar se ha a ocorréncia de resultados que diferem estatisticamente dos demais, no
mesmo conjunto de dados foi aplicado o teste de Dixon para detec¢do de outliers. Os resultados
demonstram que nenhum dado da amostra possui diferencga estatistica suficiente para ser classificado
como outlier para 0 DMA (Q = 0,39913, p-valor: 0,1416), hipétese alternativa: valor baixo (0,0351) é
um outlier e (Q = 0,43826; p-valor: 0,1024), hipdtese alternativa: valor alto (0,1363) é um outlier). E
apenas 1 outlier foi encontrado para o CV-AFS pelo teste de Dixon para o menor valor, pois apresentou
p-valor significativo (Q = 0,5688, p-valor = 0,0253 < 0,05), hipdtese alternativa: valor baixo (0,0022) é
um outlier; (Q = 0,5067; p-valor: 0,0529), hipotese alternativa: valor alto (0,1384). Muito embora pelo
BoxPlot tenham sido encontrados 2 outliers para o DMA e para o CV-AFS, conforme Figura 5 e 6.

Figura 5. BoxPlot para Outliers encontrados nos resultados do DMA.
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Fonte: Proprio Autor, 2020.

Figura 6. BoxPlot para Qutliers encontrados nos resultados do CV-AFS.
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Apesar do BoxPlot apresentar outliers, os resultados foram mantidos no conjunto de dados, pois
ndo representavam risco de viés ou tendéncia desproporcional que pudessem prejudicar a confiabilidade

dos dados numéricos das analises.

4.2 Determinacdo do Hg labil em (SST)
A Figura 7 apresenta os resultados obtidos para HgL nas amostras de So6lidos Suspensos Totais.

Figura 7. Resultados comparativos das médias obtidas para Hg l1abil em amostras de STS digeridas.
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Fonte: Proprio Autor, 2020.

A concentragdo da fragdo labil de merctirio obtida pela determinag@o pela técnica do CV-AFS
variou entre (0,002 e 0,14 ng mL"), enquanto que no DMA variou entre (0,04 ¢ 0,15 ng mL™"). Pela
comparagdo sistematica entre os dois tipos de instrumentos, o teste t pareado para as 9 amostras de SST
do rio Negro ndo mostrou diferenga significativa em relagdo aos valores médios (= - 0,656; p = 0,520,
nivel de significancia de 0,05). Estes resultados (Figura 2) demonstram o potencial de se utilizar o
método do DMA para a determinagdo de Hg 1abil em amostras de materiais em suspensdo totais em
aguas naturais. Contudo, ¢ evidente o fato da técnica do DMA apresenta resultados razoalmente
superiores aos obtidos no pela técnica do CV-AFS, considerado que o analisador direto apresenta uma

etapa de pré-concentracdo bastante eficiente que analisa a amostra em sua totalidade.

Deste modo, a investigacao das possiveis causas de elevagdo da concentragdo de mercurio no

ambiente se torna essencial para tragar o ciclo biogeoquimico do mesmo, e verificar a influéncia da
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interagdo com a biota. Além de complexos organicos e inorganicos presentes na coluna d’agua e
sedimentos. Quando sdo encontradas concentragdes elevadas de merctrio, sendo estas superiores a 0,2
ng mL!, valor de referéncia da legislagdo ambiental (CONAMA 357/2005) para ambientes de classe II,
como os rios amazonicos, isso pode ser um fator alarmante devido o potencial toxico desse metal

(BARBIARZ e ANDREW, 1995; BRASIL, 2005).

Na literatura, ainda ha poucos relatos publicados sobre a investigagdo da relagdo da
concentracdo de Hg com sélidos em suspensdo em aguas fluviais. No entanto, neste trabalho, conforme
observado na Figura 8, apresentou uma alta correlagao (r = 0,843, I.C. 95 %). Ao que se observa os SST
possuem uma relativa fungdo adsorvente influenciando na retengdo da fragcdo labil de Hg e em sua

mobilidade e permanéncia no compartimento hidrico.

Figura 8. Correlacdo entre as médias de HgL. obtidas no DMA e no CV-AFS.
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Fonte: Proprio Autor, 2020.

A Figura 8 apresenta a dispersao (DMA versus CV-AFS), onde se observa que os dois
equipamentos se mantém dentro dos limites de variabilidade, com apenas duas amostras (pontos) fora

desses limites. Evidenciando grande correlagéo entre eles (> 0,8 correlagéo; p-valor = 0,23; 1. C. 95 %).

A concentragdo de HgL geralmente varia de 0,0003 a 0,008 ng mL" em 4guas naturais ndo

filtradas de regides pouco impactadas (KIM, 1995). Podendo alcangar de 0,1 a 1 ng mL™"! para aguas
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naturais que banham regides com abundéancia geologica de mercurio ou com atividade de garimpo

(GANGULI et al., 2000; HINGS et al., 2000; RYTUBA, 2000; GRAY et al., 2000).

Diversos estudos no rio Negro e seus tributarios relatam a importincia de pesquisas
comparativas entre os sistemas hidricos ¢ a sua relagdo com ions metalicos ¢ demais parametros fisicos
e quimicos, correlacionando-os com as caracteristicas litologicas da regido e possiveis influéncias
antropogénicas. A disponibilizagdo deste elemento na natureza ocorre pelo intemperismo das rochas e
escoamento superficial ocasionado pelas chuvas que lixiviam minerais presentes nos perfis do solo dessa
regido (QUEIROZ et al., 2009; GALVAO et al., 2009; QUEIROZ et al., 2011; TAFURT-CARDONA
etal, 2015).

Dentre as fontes antropicas, podem ser citadas, a liberacao de efluentes industriais ndo tratados,
a disposicdo inadequada de residuos solidos e alteragdes nos fatores fisicos e quimicos que influenciam

nos processos de adsorc¢ao e dessor¢ao desses metais em particulas (GUILHERME et al., 2005).

E valido ressaltar que a amostragem foi realizada em zona de influéncia antrépica, além de
receber aporte de residuos solidos da zona portuaria da cidade de Manaus, também recebe efluentes da
refinaria de petroleo, fato este que pode estar contribuindo para a quantidade de HgL detectada nos SST
do ponto amostrado. Este processo integra a complexa dinamica dos ecossistemas aquaticos, sendo a
matéria organica ¢ os solidos em suspensdo dissolvidos atuam como agentes adsorventes e
transportadores de metais pontecialmente toxicos, provenientes de despejo industrial, residuos

domésticos ou solidos (GUILHERME et al., 2005).

Com o estudo da Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) pelo software STATISTICA,
foi possivel observar que a concentra¢do de Hgl. aumenta de acordo com a elevacdo do teor de SST
(Figura 9-AB). Os Graficos 9-A e 9-B apresentam formula quadratica, mostrando, em angulos diferentes
e com formulas matematicas diferentes usadas para plotagem, os pontos mais aproximados dos valores

otimos dos dados numéricos.
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Figura 9. AB. Superficies de Resposta em angulos diferentes para: teor s6lidos suspensos totais (SST

ng mL™") ao redor de valores 6timos de concentragido de HgL obtidos pelas técnicas instrumentais CV-
AFS (ng mL') e DMA (ng mL™).
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Fonte: Proprio Autor, 2020.

O comportamento dos graficos das Superficies de Resposta (Figura 9-AB) esta representado
pelas equacdes: Figura 4-A. SST = -0,004-0,0956 * x + 0,2573 * y + 1,1804 * x * x - 0,7605 * x * y-
1,1828 * y * em que x = CV-AFS (ng mL') e y= DMA (ng mL™"); Figura 4-B. SST = - 0,004 + 0,2573
*x —0,0956 * y —1,1828 * x * x - 0,7605 * x * y + 1,1804 * y * em que x= DMA (ng mL") e y= CV-
AFS (ng mL"). Em nosso experimento com a aplicagio da metodologia de superficie de resposta (MSR),

pode-se observar que a concentragdo maxima (0,145 ng mL"!' de HgL) foi obtida pelo DMA. O estudo
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da Analise de Variancia (ANOVA) na determinagdo de Hg labil revelou que as variaveis independentes
CV-AFS (p =0,0004 < 0,05) e DMA (p = 0,00002 < 0,05) quando correlacionadas isoladamente com o

SST apresentam significancia estatistica.

Em relagdo a intera¢do de solidos em suspensdo e mercurio, Roth et al. (2001), demonstraram
que as concentragdes de Hg total variaram (< 0,0004 até 2,4 ng mL™"), comprovando que o aporte de
sedimento coloidal desempenha um papel importante nas cargas dissolvidas de Hg correlacionada
positivamente com a descarga ao longo da extensdo do rio Sacramento. Roulet e colaboradores (1998),
destacaram que as particulas filtradas de Hg (0,0003 — 0,0131 ng mL™") no rio Tapajos (Amazonia
brasileira) sdo uma ordem de grandeza mais baixa do que as concentragdes relatadas em aguas
amazonicas. Contudo, afirmam que o teor de Hg na coluna de agua ¢ influenciado pela quantidade de

material particulado erodidos de solos pertubados na bacia do rio.

Silva ef al. (2009) em um estudo mais abrangente destacaram os maiores aspectos do ciclo do
merctrio no rio Negro, reportando que a concentracdo de Hg na coluna de agua correlaciona-se
positivamente com o carbono organico dissolvido (DOC), indicando que substancias humicas e fulvicas
sdo a principal forma transportada de bacias hidrograficas para sistemas aquaticos por escoamento, tal
afirmacdo comprova a relevancia deste estudo e reforca a alta correlagdo das espécies de Hg com o
material em suspensdo na coluna da agua. Além de evidenciar o motivo para as altas taxas de
concentracdo de HgL encontradas no rio Negro, onde o pH acido e a quantidade de matéria organica

dissolvida favorece a permanéncia do Hg no compartimento fluvial.
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5. CONCLUSOES

>

As analises comprovaram que a determinac¢do de Hg labil em so6lidos suspensos totais de agua
fluvial é possivel via Analisador Direto de Merctrio (DMA), desde que sejam seguidas as
condi¢des de contorno para evitar possiveis perdas e contaminagdes durante o processamento
da amostra, principalmente na etapa gravimétrica (justificado pela reducdo da temperatura de
secagem dos filtros depois da etapa de filtragdo), seguida da etapa de abertura da amostra
(digestao parcial).

O uso de material de referéncia certificado (CNS301) demonstrou que os métodos empregados
foram exatos. Sendo atestado pelas satisfatorias recuperagcdes do MRC analisado e pelos baixos
valores de desvio padrio relativo obtidos. Os resultados do Teste de Youden (ROC)
demonstraram que as técnicas instrumentais apresentaram um desempenho similarmente bom,
conforme observado no valor de corte.

O grafico da superficie de resposta evidenciou que houve aumento na concentra¢ao de mercirio
conforme o contetdo de so6lidos suspensos totais (SST) também aumentava.

O método utilizado para determinagdo de Hgl. via DMA, deixa claro que a técnica também pode
ser satisfatoriamente empregada para a determinacao de mercurio labil, além de ser uma analise
direta que evita possiveis perdas do analito ¢ ndo requer adigdo de reagentes.

O DMA apresenta ainda, uma etapa de pré-concentra¢do que promove uma melhora no sinal de
quantificagdo do merctrio, quando comparada com a técnica CV-AFS que requer um rigor
analitico mais acentuado por eventualmente apresentar mais etapas, como a adi¢do de reagentes
para analise, que podem promover possiveis contaminagdes ou perdas do analito.

A comparagdo de métodos evidenciou que ambas as técnicas podem ser consideradas
semelhantes em termos de quantificagdo da fragao labil de mercurio e que 0 DMA pode aplicado

em analises de rotina de Hgl. em SST.
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CAPITULO VI

Otimizacio de método para determinacio de metilmercurio por Analise Direta

usando a técnica de Difusdo em Filmes Finos (DGT) em agua preta amazonica

Infografico
Amazonian Black Water = DGT Speciation == Acid Elution = Comparison of Results
Piston — e — . )
[ Binding Gel Layer ] il : i i
| Diffusive Gel 'le
AT . - ‘[ﬁ
7@ ,0 '.l....'.“. e W —
e %1 — s oy
AN ' L b B B e B
T { ‘ L -
i [ | ! '//"4/ I l/././'/'
- & - . ::
DMA CV-AFS Mavos [ cowrse [ i Meeus [ Cowsm B ouaom
Tzl
T L o
U l@w \| 8
“r»
’:\j ] P

Fonte: Proprio Autor, 2021.
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Destaques:

* A técnica DGT foi aplicada com sucesso com a eliminagdo da etapa de eluigdo acida do gel ligante.
* A técnica DGT foi eficiente quando aplicada em aguas naturais com baixa condutividade elétrica.
* A proposta ¢ util para reduzir o tempo e o custo da analise, eliminando uma etapa.

* A menor geracao de residuos pela técnica DMA representa uma importante contribuicdo para a
especiagdo de Hg.

* A viabilidade da determinac¢do de MeHg por DMA suprime uma segunda digestdo de brometo/bromato
¢ uma analise mais limpa evitando residuos como cloreto estanoso.

* DMA e CV-AFS apresentaram alta compatibilidade na determinagdo de MeHg.

Abstract - This work presents the optimization of the technique of diffusive gradients in thin films
(DGT) using agarose gel with Saccharomyces cerevisiae immobilized for the accumulation of
methylmercury (CH3Hg") in environments of Amazonian black water with low conductivity. That way,
two instrumental techniques dedicated to determining total Hg were used: Direct Combustion Analyzer
(DMA) and Cold Vapor Atomic Fluorescence Spectrometry (CV-AFS). As a result, the mean value of
the diffusion coefficient for MeHg at 23 °C was obtained based on Fick's Law (7.1 £ 0.1 x 10 ¢cm? s~
1, in according to diffusion coefficients found in other studies The influence of experimental conditions
(pH, ionic strength and interferents) on the accumulation of MeHg by DGT was also evaluated. As
result, the MeHg concentration obtained by the DMA technique ranged from 0.026 £ 0.004 (24 h) to
0.07 £ 0.01 ng mL"! (120 h), whereas for CV-AFS it varied from 0.022 £ 0.004 to 0.06 = 0.01 ng mL"!,
respectively. The performance evaluation of the results presented no significant difference (p > 0.05).
Finally, for DMA, it was possible to eliminate the acid elution step of the binding gel, and thus, reduce
waste generation, analysis time, and cost, in addition to which the analysis showed that the determination
of MeHg in black water, as long as the boundary conditions (temperature control and cleaning of
glassware) are satisfied.

Keywords: Methylmercury, Speciation, DMA, CV-AFS, Amazonas.

Resumo - Este trabalho apresenta a otimizagao da técnica de gradientes difusivos em filmes finos (DGT)
utilizando gel de agarose com Saccharomyces cerevisiae imobilizada para o acimulo de metilmercurio
(CH3Hg") em ambientes de aguas pretas amazonicas com baixa condutividade. Dessa forma, foram
utilizadas duas técnicas instrumentais dedicadas a determinacdo de Hg total: Analisador de Combustao
Direta (DMA) e Espectrometria de Fluorescéncia Atomica a Vapor Frio (CV-AFS). Como resultado,
foi obtido o valor médio do coeficiente de difusdo para MeHg a 23°C com base na Lei de Fick (7,1 £
0,1 x 10-6 cm? s™!), seguindo os coeficientes de difusdo encontrados em outros estudos. Além disso, a
influéncia das condigdes experimentais (pH, forca ionica e interferentes) no acimulo de MeHg pela
DGT também foi avaliada. E a concentragdo de MeHg obtida pela técnica de DMA variou de 0,026 +
0,004 (24h) a 0,07 + 0,01 ng mL"' (120 h), enquanto para CV-AFS variou de 0,022 + 0,004 a 0,06 +
0,01 ng mL"!, respectivamente. Ademais, a analise dos resultados mostrou que ndo houve diferenga
significativa (p > 0.05) entre as técnicas. Finalmente, com a técnica de DMA foi possivel eliminar a
etapa de elui¢do acida do gel ligante, e assim, reduzir a gerac¢do de residuos, tempo e custo de analise,
além do que as analises mostraram que a determinacdo do MeHg em éaguas pretas, contanto que as
condi¢des de contorno (controle de temperatura e limpeza de vidraria) sejam satisfeitas.

Palavras-chave: Metilmerctrio, Especiagdo, DMA, CV-AFS, Amazonas.
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CAPITULO VI

1. INTRODUCAO

Na Amazonia, os altos teores de mercurio (Hg) encontrados na interface agua/atmosfera e demais
compartimentos abioticos e bidticos foram inicialmente atribuidos a atividade de garimpo de ouro.
Entretanto, estudos recentes mostraram que as altas concentra¢des deste elemento sdo também
encontradas em regides sem fontes antropicas. Isso implica que a bacia Amazonia funciona como um
grande depositario de Hg associada ao material particulado e a hidrodinamica (GOMES et al. 2019;
VIEIRA et al. 2018).

Diversos estudos realizados na Bacia Amazonica evidenciaram que as concentra¢cdes médias de
mercurio sdo naturalmente mais altas do que as médias globais. Segundo Fadini e Jardim (2001), o teor
de Hg emitido pelo garimpo na Amazoénia (e.g. corresponde a <3% do aporte total de Hg presente nos
solos superficiais do rio Negro) ou nas bacias do rio Tapajos, conforme destacado nos estudos de

(ROULET et al. 1999).

Estudos anteriores argumentaram que os valores elevados de Hg na Bacia Amazdénica também
poderiam estar relacionados com outras atividades antrdpicas, incluindo a queima de biomassa e
também sendo reforgada pela erosdo do solo, resultante do desmatamento (CORDEIRO, 2002). Silva,
Jardim and Fadini (2006) argumentaram que a presen¢a de Hg no solo ocorre naturalmente devido a

erosdo que ocorre nas montanhas rochosas advindas principalmente do rio Madeira.

Diante deste cenario, a distribuicdo de Hg nos diferentes compartimentos ambientais pode ter varias
fontes ou origens, sendo a dindmica do Hg na bacia Amazodnica um processo que necessita de estudos
mais detalhados e principalmente, aprimoramento nas diferentes etapas de processamento das amostras
(ZARA et al., 2017). Embora em sua grande maioria existam trechos com pouca atividade humana, as
concentragdes de Hg na bacia Amazonia sdo relativamente altas. A presen¢a natural de Hg em solos e a

deposicdo atmosférica sdo as principais fontes deste metal (KASPER et al., 2018).

As diferentes espécies quimicas de Hg podem se correlacionar devido a sua toxicidade, solubilidade,
mobilidade e biodisponibilidade. Assim, é necessario determinar as espécies individuais para avaliar o
impacto ambiental e tracar o seu ciclo biogeoquimico, bem como sua especiagdo em ambientes
aquaticos, que ¢ influenciada pela interacdo com a biota, complexos organicos e substancias inorganicas

presentes na coluna de agua e sedimentos (KASPER et al. 2017; XU et al. 2017).

As condi¢bes favoraveis para metilagdo estdo relacionadas com as caracteristicas fisico-quimicas,

como: pH baixo, menor condutividade elétrica e maior quantidade de carbono orgénico. Portanto, na
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regido Amazonica, as aguas pretas sdo as mais favoraveis para a metilacdo do Hg. No entanto, ainda
foram reportados poucos estudos de especiagdo quimica para a determinacdo de metilmerctirio em

ambientes amazOonicos com aguas pretas (KASPER et al. 2017; FADINI and JARDIM, 2000).

Devido a forte presenga de certas limitagdes a serem superadas durante as etapas de amostragem,
armazenamento, processamento e analise, as técnicas de preservagado de espécies de Hg visam a protegao
do analito de interesse quanto ao efeito de interferentes ou a estabilidade ¢ concentra¢do das varias
espécies (KASPER et al. 2015). Portanto, é necessario avangar no aprimoramento de metodologias que
permitam quantificar espécies toxicas desse metal em diferentes matrizes ambientais, em um tempo
relativamente curto, com baixo teor de interferentes e boa reprodutibilidade.

A técnica de difusdo em filmes finos por gradientes de concentragdo (DGT) baseada na amostragem
passiva, ¢ utilizada para preservar a distribuicdo e a estabilidade das espécies de Hg durante a
amostragem, além da capacidade de determinacdo da fragao labil e pré-concentragio dos analitos. Outra
vantagem deste método ¢ seu uso para determinagdo de concentracdes muito baixas nas aguas
(MENEGARIO, TONELLO and DURRANT, 2010; PESCIM et al. 2012; DESTRO COLACO et al.
2014a; MENEGARIO et al. 2017).

Os componentes dos dispositivos DGT consistem em um agente ligante (acumulador de metal), um
gel difusivo que permite a difusdo controlada do analito através de um gradiente de concentra¢do e uma
membrana filtro (MENEGARIO et al. 2017; LI et al. 2019). Convencionalmente, o agente ligante
utilizado é a resina Chelex-100; o gel de poliacrilamida-agarose ¢ utilizado como camada difusiva e
como filtro, a membrana filtrante de ésteres mistos de celulose (ZHANG and DAVISON 1995). Os ions
acumulados no gel ligante sdo recuperados por elui¢do acida e posteriormente determinados usando uma
técnica analitica apropriada para determinar seus valores de massa, que sdo usados para calcular a
concentracdo de espécies labeis (MENEGARIO, TONELLO e DURRANT, 2010; PESCIM et al. 2012;
DESTRO COLACO et al. 2014a; WANG et al. 2016).

As técnicas analiticas geralmente empregadas sdo aquelas que fornecem altos niveis de sensibilidade
favoraveis a determinagdo dos analitos, como Espectrometria de Fluorescéncia Atdmica com Vapor Frio
(CV-AEFES), Espectrometria de Fluorescéncia de Raios X por Reflexdao Total (TXRF) e Espectrometria
de Massas com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-MS), que tornam a DGT uma técnica de interesse
particular na analise de elementos tragos e ultratragos no monitoramento ambiental (DESTRO
COLACO et al. 2014a; BUTCHER, 2016; MENEGARIO et al. 2017; DIEZ and GIAGGIO, 2018;
BRATKIC et al. 2019; TAYLOR, BUCKMAN and BURGESS, 2019).

O uso da CV-AFS para detectar Hg permite a analise de baixas concentragdes de MeHg (da ordem

de ng L") (GOSNELL ¢ MASON, 2015; SINGER e al. 2016; M.-K. KIM, WON e ZOH, 2017;
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GORECKI, 2018). Entretanto, a viabilidade da determina¢io de MeHg por Analisador de Mercurio
Direto (DMA) poderia superar possiveis inconvenientes encontrados na determinagdo por CV-AFS
(e.g., supressdo de uma segunda digestdo com brometo/bromato e uma analise mais limpa evitando
residuos, como o cloreto estanoso).

Em estudos mais recentes alguns autores (Rezende ef al. 2018; Jedruch et al. 2018; Yongmin Wang
et al. 2019; Chennuri et al. 2020) destacaram a aplicagdo do instrumento DMA na especiagdo de Hg,
desde que sejam seguidas algumas condigdes especiais de contorno, tais como: testes primarios com o
uso de Material de Referéncia Certificado (MRC) e controle de temperatura.

Dado o elevado potencial toxico do mercurio encontra-se na literatura uma ampla gama de estudos
direcionados a sua determinagdo, sendo geralmente determinado por Espectrometria de Fluorescéncia
Atomica acoplada a Geragdo de Vapor Frio (CV-AFS), técnica ja comprovadamente efetiva. E apesar
de ser uma técnica relativamente sensivel e rapida, poucos estudos tém utilizado o Analisador Direto de
Mercurio (DMA) para determinagdo de MeHg, dentre outros fatores, por ser uma técnica devotada para

analise de HgT.

Outro ponto importante na determinagdo de MeHg sdo as incongruéncias na literatura em relagao ao
preparo da amostra usando a técnica DGT (etapa de eluicdo), sugerindo que o elemento pode ou no ser
perdido durante esta etapa de processamento da amostra (FERNANDEZ-GOMEZ, BAYONA and
DIEZ, 2015; AZEMARD and VASSILEVA, 2015; GOSNELL and MASON 2015; SINGER et al.
2016; DIEZ and GIAGGIO, 2018; TAYLOR, BUCKMAN and BURGESS 2019; NOH et al. 2020).
Assim, a principal contribuigdo deste artigo é apresentar a comunidade cientifica a viabilidade da
determinagdo de MeHg por DMA e a proposta de eliminacdo de uma etapa analitica durante o preparo

da amostra para determina¢do da fracdo especiada do metal.

Diante disso, este trabalho tem como foco a determina¢do de MeHg em agua preta amazodnica, em
um lago da nascente do rio Taruma-Agu aplicando a técnica DGT. Este estudo também avalia o potencial
da eliminagdo do processo de eluigdo acida do agente ligante por meio da metodologia analitica de
analise direta de mercurio por DMA-80. A fim de validar a consisténcia dos dados apresentados, os
resultados obtidos foram comparados com a técnica de fluorescéncia atdbmica com geragao de vapor frio

(CV-AFS).

2. EXPERIMENTAL

2.1 Equipamentos e Materiais

As espécies de Hg foram determinadas pelo Sistema de Analise Direta de Mercurio (DMA-80°,

Marca: Milestone - Italia) que foi utilizado com base no método USEPA 7473. Este equipamento foi
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disponibilizado pelo Laboratério de Mineralogia de Manaus (LAMIM), Servigo Geoldgico do Brasil
(CPRM). Comparativamente, outro equipamento dedicado para analise de mercurio foi utilizado por
meio da técnica da Espectrometria de Fluorescéncia Atdmica com Geragdo de Vapor Frio (CV-AFS)
usando amostrador automatico (Modelo 2600, TEKRAN® Instruments Corporation, Toronto, Canad4)
com base no método USEPA 1631. Este equipamento foi disponibilizado pelo Laboratorio de Quimica
Analitica e Ambiental (LQAA) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia. Comparativamente,
outro equipamento dedicado para analise de merctrio. As condigdes de operacdo dos equipamentos
DMA e CV-AFS estdo descritas na Tabela 1. A condutividade e o pH das solugdes foram medidas por
um equipamento (modelo 3505, HANNA® Instruments, Brasil). Os dispositivos DGT (pistdo e tampa
de polipropileno) foram adquiridos na DGT Research Ltd, Lancaster, Reino Unido.

Tabela 1. Parametros instrumentais (DMA e CV-AFS) para determinacdo de HgT.

Equipamento Parametros Ajustes
Tempo de Aquecimento 30 s por 200°C
Tempo de secagem 3 min
Tempo de Aquecimento 1 min por 650°C
DMA Tempo de decomposigdo 2 min
Temperatura do Amalgamador 850°Cto 12s
Tempo de Purga 60 s
Tempo de Gravagdo 30s

Agente Redutor (SnCl; 3 % (m/v)) in HCI suprapur 3,5 mL min’!
Branco analitico: HC1 30 %; KBrOs/KBr 100 %, 7,0 mL min’!
NH>OH-HCI 12 % (m/v) purgada

Gas arraste — Argonio 75,0 mL min’!
CV-AFS Tempo de Ganho 10s
Tempo de Perda 15
Tempo de Analise 30s
Tempo de Gravagdo 20s

Fonte: Proprio Autor, 2021.

2.2 Reagentes e solucoes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico HCI (JT Baker, México) ¢ HNO; (JT
Baker) foram destilados abaixo do ponto de ebuli¢do para maior pureza (Distillacid, Berghof, Darmstadt,
Alemanha). NaCl (Merck, Sdo Paulo, Brasil) e NaNO; (Merck, Darmstadt, Alemanha) foram utilizados
para ajustar a for¢a idnica. HNO; e NaOH (Merck) foram utilizados para ajustar o pH. Solugéo padrdo
de MeHgOH de 1 mg L' em 0,5 % de HOAc, 0,2 % de HCIl a 2 % (Brooks Rand Labs, Seattle, WA,
EUA). Essa solugao foi preservada em uma garrafa de vidro com tampas de teflon, mantida protegida

da luz para evitar a fotodegradagdo. Solugdes padrio certificadas de Hg (SpecSol, Sao Paulo, Brasil)
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foram usadas para preparar as solu¢des de trabalho. Para a fabricagdo de géis difusivos de agarose, foram
de grau biotecnologico adquirida da Amresco (Solon, EUA). Para o gel de ligagdo, Saccharomyces
cerevisiae seco (Dr. Oetker L314036T1) obtido no mercado local. Todos os padrdes e solugdes foram
preparados usando 4gua ultra-pura com resistividade de 18,2 M Q cm™! (PURELAB® Ultra System, Elga
LabWater, Modelo: Ultra Genetic, EUA). Antes do uso, visando a descontaminacéo, todos os materiais,
como dispositivos e suportes DGT, recipientes de armazenamento plasticos, foram imersos em uma
solucdo de HNOjs a 10 % (v/v) por 48 h. Eles foram imersos na solu¢do BrCl por 4 h. Apds esse periodo,
todo o material descontaminado foi cuidadosamente lavado com agua ultrapura. Os pré-tratamentos da
amostra e solucdo padrao foram feitos seguindo o Método EPA 1631, Revision E, para determinagao de
mercurio na agua pelo CV-AFS. Para oxidag@o de Hg organico a Hg (II) inorganico, foi adicionado 250
uL da solugdo de KBrOs/KBr (Merck) as amostras diluidas e deixadas para reagir por pelo menos 30
min. Se a coloragdo amarela devido ao bromo livre ndo persistisse (amostras com alto nivel de matéria
organica), um volume extra de reagente bromato/brometo foi adicionado a amostra. Antes da analise,
foram adicionados 50 pL de cloridrato de hidroxilamina a 12 % (m/v) (Merck, KGaA, Darmstadt,
Alemanha) para remover o excesso de brometo, indicado pelo desaparecimento da cor amarela da
amostra. A determinagdo de Hg pelo CV-AFS foi feito com 3 % (m/v) de SnCl, (Merck, KGaA,
Darmstadt, Alemanha).

2.3 Filtros de membrana, géis difusivos e de ligagdo
2.3.1 Filtro de membrana

A membrana de nitrato de celulose (2,5 cm de didmetro, tamanho de poro de 0,45 mm e
espessura de 115 mm) adquirida da Sartorius Stedim Biotech Ltda (Alemanha) foi gentilmente colocada
sobre a camada difusiva para proteger o gel durante a montagem. Antes do uso, os discos de nitrato de
celulose foram imersos em solugdo acida de HNO; de 1 mol L™ por 24 h para descontaminag¢do. Apds
esse periodo, os discos foram lavados sucessivas vezes com agua deionizada até pH (5-6) e armazenados

em solucdo de NaCl 0,05 mol L na geladeira.

2.3.2 Gel difusivo

O gel de agarose (1,5 %, m/v) foi preparado dissolvendo 0.6 g de agarose em 40 mL de agua
ultrapura fervente. Subsequentemente, a mistura foi vertida entre duas placas de vidro pré-aquecidas
com um espacador de plastico de 0,8 mm de espessura e deixada repousar por 1 h para solidificar,
conforme Figura 1. AB. Apos este tempo, o gel de agarose foi cortado em discos com 2,5 cm de diametro

e armazenados em solugdo 0,05 mol L' NaNOs durante 24 h.
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Figura 1. A) Preparo do gel difusivo de agarose; B) Secagem do gel em capela de fluxo laminar.

Fonte: CEA/UNESP — Rio Claro/SP. Proprio Autor, 2018.

2.3.3 Preparacdo de discos de gel de ligacio de agarose e levedura

A imobilizacao da levedura S. cerevisiae em gel de agarose foi realizada de acordo com estudos
anteriores (COLACO et al., 2014; TARTUF-CARDONA et al., 2015; MENEGARIO et al., 2017). Para
isso, 0,9 g de agarose de grau biotecnologico foram dissolvidos em 30 mL de agua ultrapura fervente.
Em seguida, quando a temperatura caiu abaixo de 80 °C, foram adicionados 6 g de S. cerevisiae seca e
bem misturada. A suspensdo resultante foi vertida entre duas placas de vidro pré-aquecidas (com
espagadores de 0,6 mm) e deixada em repouso por 1 h, conforme Figura 2.AB. A folha de gel de agarose-
levedura obtida foi cortada em discos de 2,5 cm de didmetro (contendo 20 % m/v de S. cerevisiae ¢ 3,0

% m/v de agarose) e armazenada (refrigerado em 18 Q cm™ de agua ultrapura).
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Figura 2. A) Preparo do gel ligante de levedura; B) Secagem do gel em capela de fluxo laminar; Retalho
do corte em gel dos quais foram tirados os discos e D) Discos de gel ligante de levedura no diametro de

2,5 cm, prontos para uso.

Fonte: CEA/UNESP — Rio Claro/SP. Proprio Autor, 2018.

2.4 Montagem de dispositivos DGT

Para a retencdo seletiva de MeHg, os amostradores DGT propostos foram montados colocando
um disco de gel de ligagdo no pistéo e, posteriormente, uma camada difusiva de agarose, seguida por
uma sobreposi¢do de filtro de membrana de nitrato de celulose. Em seguida, os trés discos foram
mantidos juntos com uma tampa de polipropileno contendo uma janela de 20 mm de didmetro, conforme

esquema da Figura 3.
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Figura 3. Imagens demonstrativas da montagem dos dispositivos DGT: A) Fase de ligagdo de levedura;
B) Fase difusiva de agarose; C) Membrana protetora de nitrato de celulose. D) Dispositivo pronto para

aplicacdo; E) Montagem dos dispositivos e F) Encaixe dos dispositivos na régua de acrilico para

amostragem.

Fonte: Imagens A, B, C e D (Adaptado de CHOSTAK, 2014); E e F: CEA/UNESP — Rio Claro/SP.
Proprio Autor, 2018.

2.5 Curvas de Imersao para calculos do fator de eluicio e coeficiente de difusdo
2.5.1 Preparo da solucéo estoque de MeHg 25 ng mL"’

Utilizando um frasco de vidro ambar devidamente tratado previamente com solucdo a 10% de
HNO:; e solugdo de BrCl, e seco foi transferido o volume solucdo padrao de MeHg 1 ppm em 0,5%
HOACc, 0,2% HCI, 30 mL, MeHgOH (Brooks Rand Labs, Seattle, WA, USA, part number 06601) para
o preparo da solugdo estoque a 25 ng mL™!. A partir desta solugdo estoque foram preparadas solugdes
diluidas nas seguintes concentragdes: 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 € 10,0 ng mL"!. Estas solugdes foram
distribuidas em tubos tipo falcon de 50 mL (em triplicata), sendo que de cada tubo retirou-se uma
aliquota inicial (Ci) e uma aliquota final (Cf), com o objetivo de verificar a perda do analito na solugao.
Em sequéncia, os tubos contendo os discos ligante de agarose-levedura foram mantidos sob agitacdo
constante por 2 horas. Apos este tempo, os discos ligantes foram retirados e submetidos a analise de

queima direta no equipamento DMA-80. Tendo em conta a diferenca entre a concentracdo de MeHg na
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solugdo antes (Cb) e apoés a imersdo em discos (Ca), o fator de eluicdo de MeHg (Fe) foi calculado

usando a Eq. (1), de acordo com o procedimento descrito por (ZHANG ¢ DAVISON, 1995).
Fe = (Me). (Mr)’! Equacdo (1)

Onde: Me é a massa de MeHg eluida dos discos de ligagdo. Mr ¢ a massa do analito retido pelos

discos de ligagdo (calculado a partir de Cb-Ca).

2.5.2 Coeficiente de difusdo

Os dispositivos DGT foram implantados em frascos de polietileno contendo solugdes padrao de
teste bem agitadas (5 L). Os experimentos foram feitos em temperatura controlada (23 + 1 °C). Apos
exposicoes com duragdo de 24 a 120 h, a eluicdo de MeHg retida no gel de levedura foi feita somente
para a técnica de CV-AFS, de acordo com a descrigao acima e conforme representado na Figura 4. A
determinagdo do coeficiente de difusdo de MeHg através do hidrogel de agarose foi calculada de acordo

com a Eq. (2):
D = (aAg). (Cb.A)! Equagdo (2)

Onde: D ¢ o coeficiente de difusio de MeHg (cm? s); o é a inclinagdo da massa acumulada
versus o tempo de implantagdo (ng s™!); Ag é a espessura da camada difusiva (cm), Cb ¢ a concentragdo
de fons livres ou labeis na solugdo (mg L) e A ¢ a area superficial (cm?) da camada difusiva exposta a

solucdo.

O dispositivo DGT desenvolvido (disco de gel de liga¢do agarose-levedura, gel difusivo de
agarose ¢ membrana de nitrato de celulose) foi implantado em frascos de polietileno ¢ pH 5.5. Os testes
foram realizados em temperatura constante (23 °C). Contendo 5 L de solugio de 0,1 ng mL! de MeHg
(para a técnica CV-AFS) e 25 ng mL! (para a técnica DMA), forga idnica 0,05 mol L' de NaCl. Apds
a recuperacdo das solugdes, os dispositivos foram desmontados e os discos de gel de ligagdo foram

submetidos ao processo de elui¢do descrito acima (Item 2.5.1).
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Figura 4. Imersao dos Dispositivos DGT em solugfo sintética de MeHg para analise de especiagdo. A)

Imersdo dos DGT’s; B) Protecdo para evitar perda de MeHg por fotodegradacdo e C) Etapa de eluicio

dos discos de levedura em mesa agitadora por 24 h.

Fonte: Laboratorio de Quimica Analitica e Ambiental/ INPA. Proprio Autor, 2019.

2.6 Efeito da Forca ionica na retencdo do MeHg

Com o objetivo de analisar o efeito da forga idnica na retengéo da S. cerevisiae quatro solugdes
de 1,5 L de MeHg 100 ng mL™! foram preparadas, cada recipiente com a forga idnica: 0,0005 — 0,005 —
0,05 € 0,1 mol L! NaCl e pH 5,0-6,0 ajustado com solugdes HCI 2% (v/v, Suprapur, Merck®) e NaOH
0,1 mol L' (Merck®). Apoés a estabilizagdo das solugdes, foram imersos trés dispositivos DGT em cada
solucdo. Apos 6 horas de imerséo, os dispositivos foram retirados, desmontados e analisados via analise

direta pelo Equipamento DMA-80®.

2.7 Efeito do pH na retencio do MeHg

Para analisar o efeito de pH na reten¢do da S. cerevisiae, foram preparadas quatro solucdes de
1,5 L de MeHg 100 ng mL™!, pH 3,5 - 5,0 — 6,5 ¢ 8,5, respectivamente, ajustados com solugdes de HCI
2% (v/v, Suprapur, Merck®) e NaCl 2 mol L' (Merck®). Apos a estabilizagdo das solugdes, foram
imersos trés dispositivos DGT em cada solugdo. Apos 6 horas, os DGTs foram retirados, desmontados

¢ analisados via analise direta pelo Equipamento DMA-80°.
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2.8 Efeito de Interferentes na retencio de MeHg

Foram avaliadas separadamente as potenciais interferéncias na retencdo de MeHg conduzindo
imersdes do dispositivo desenvolvido (ligante S. cerevisiae, difusivo-agarose, e filtro nitrato de celulose)
durante seis horas, em diferentes solugdes preparadas no laboratério, contendo os seguintes metais:
Manganés (Mn), Cobre (Cu), Zinco (Zn) ¢ Ferro (Fe); Chumbo (Pb) ¢ Cadmio (Cd). Foram preparadas
seis solugdes de 1L contendo 10 ng mL!' de MeHg, com forga idnica de 0,05 mol L' de NaNOs ¢ pH
entre (4 — 5,5) e relagdo de concentragdo de 1:1000 para (Mn, Cu, Zn ¢ Fe) e de 1:10 para (Pb, Cd).
Ap6s o tempo de imersdo os ligantes continuaram o processo de eluicdo para posterior determinagao no

ICP-OES. A determinagio de MeHg foi feita por andlise direta pelo Equipamento DMA-80®.

2.9 Seletividade do Ligante S. cerevisiae MeHg e Hg (1)

Foi avaliada a capacidade do gel de ligagdo de agarose-levedura de reter seletivamente MeHg
na presenca de Hg (II). Para isso, foram preparadas trés diferentes solugdes: Solucio A: enriquecida
com 30 ng mL! de Hg (11); Solu¢do B: fortificada com 30 ng mL"' de MeHg ¢ Solu¢do C com 30 ng
mL" de Hg (I1) e 30 ng mL"' de MeHg. Também foram ajustadas a Forga i6nica € o pH das solugdes
para 0,05 mol L NaNO;s e 5,5, respectivamente.

Conforme relatado anteriormente nos estudos de Cardona (2015), o Hg (II) € muito instavel em
solugdes de imersdo, pois sua concentragdo em solu¢do tende a diminuir durante imersdo dos
dispositivos DGT, possivelmente, devido a adsor¢do do analito no plastico das paredes dos materiais
usados. Sendo assim, para minimizar a perda de Hg e variagdes de pH durante a implantagao, antes do
teste, os dispositivos DGTs e suportes foram colocados em solugdo para estabilizagdo (24 h sob agitacao
a 23°C). Apos este periodo, os dispositivos DGT foram lavados com agua ultrapura e 6 dispositivos
foram montados com disco de gel de ligagdo de agarose-levedura mais gel difusor de agarose (S + A) e
6 dispositivos com gel de ligagdo de poliacrilamida-levedura mais gel difusor de poliacrilamida (S + P),
e entdo imersos em cada solucdo. Apds um periodo de 6 horas os dispositivos foram retirados,

desmontados e os ligantes encaminhados para leitura no DMA.

2.10 Determinacdo de MeHg no Lago de dguas pretas da nascente do rio Taruma-Acu

As coletas de agua para amostragem e analise de especiagdo com MeHg foram feitas no lago de

uma das nascentes da Bacia do rio Taruma Agu, BR 174/Km 927 (-2.63074 S, -60.03921 W) no interior
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da propriedade privada do EcoForest Adventure, proximo ao municipio de Manaus em novembro de

2019 (Figura 5).

Figura 5. A) Localizagdo da Area de Estudo do Lago da Nascente do rio Tarumi-Acu (Google Earth);

B) vis@o panoramica do Ponto de Coleta e C) Local da Amostragem in situ.
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Fonte: Proprio Autor, 2019.

Os dispositivos DGT foram imersos nos tempos de 24 h e 5 dias em um recipiente de polietileno
contendo 5 L de agua coletada. Antes da imers@o dos DGT, duas amostras foram coletadas (antes e apds
o implante dos DGT) para a determinacdo a concentragdo total e dissolvida de Hg (inicial e final). Para
avaliar a concentragdo de Hg dissolvido, as amostras foram filtradas com o auxilio de uma seringa estéril
de 50 mL através de uma membrana de nitrato de celulose (Millipore, tamanho de poro 0.45 mm). Cada
amostra foi preservada em HC1 a 2 % e a 4 °C em geladeira. Temperatura, pH e condutividade elétrica

foram medidos antes da imersdo dos dispositivos DGT. Devido a baixa forga i6nica do lago, o
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coeficiente de difusdo aparente foi empregado para os calculos de DGT, como relatado anteriormente
(YABUKI et al., 2014). A Figura 6 apresenta a imersao dos dispositivos DGT e a filtragdo das aliquotas
em membrana 0.45 pm (KASVI® SYRINGE FILTERS-K18-430).

Figura 6. A) Imersdo dos dispositivos DGT nos tempos de 24 e 120 h na amostra de agua natural; B)
Filtragem de 50 mL das amostras para avaliar a concentragdo de Hg dissolvido antes e depois da imersdo

dos DGT’s.

Fonte: Laboratorio de Quimica Analitica e Ambiental/ INPA. Proprio Autor, 2019.

2.11 Tratamento estatistico de dados

Para a analise grafica e estatistica dos resultados, foram utilizadas as bibliotecas *chemCal,

precrec, equivalence, ROCit e outliers*, presentes na linguagem de programacao R, versdo “3.6.1”.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Otimizacgdo dos pardmetros de técnicas instrumentais para determinagédo de MeHg

Através da curva analitica no CV-AFS (y = 245,43x + 157,1) obteve-se uma boa correlagido
entre concentragdes/sinal do equipamento (R? = 0.999), 0 mesmo coeficiente foi encontrado para a curva
DMA. Sendo que para o DMA foram feitas duas curvas (y = 0,0993x - 0,0004) — curva baixa para leitura
das aliquotas; (y = 0,0893x + 0,0075) — curva alta para a leitura dos géis. Os limites de detecgdo foram
0.00003 £ 0.00001 ng mL"! para CV-AFS ¢ 0,045 + 0,001 ng mL"! para DMA, demonstrando elevada

sensibilidade das técnicas. As curvas de Hg para os dois equipamentos estdo ilustradas no Apéndice 1.

3.2 Testes de retengio de MeHg com solugdo sintética e fator de eluicdo

A membrana ligante de levedura imobilizada em agarose, por ser uma membrana de troca
catidnica, tem sido utilizada com sucesso em estudos anteriores para a determinacdo de MeHg
mostrando maior afinidade para metais de transi¢do do que metais alcalino-terrosos. Diante do exposto,
e considerando que o0 MeHg ¢ um cation em solugdo, foi feito um experimento de extracdo em fase
solida (SPE) para avaliar a retencdo de MeHg em discos de S. cerevisiae imobilizada em agarose

(COLACO et al., 2014; TAFURT-CARDONA et al., 2015).

Os resultados obtidos neste experimento, mostrados na Tabela 2, indicaram alta retengdo (média
de 99 + 6,2 %) e alto fator de eluicdo (média de 0,999) do analito, indicando que a membrana possui as
caracteristicas apropriadas para a retencdo de MeHg. Esses resultados corroboram o estudo de Madrid

et al., (1995), que demonstraram a afinidade de S. cerevisiae por MeHg.

Em geral, o mecanismo de ligacdo a levedura pode ser explicado por sua constituigdo
biomolecular, que possui numerosos grupos funcionais (por exemplo, grupos hidroxil, sulfato, carboxil
e amino) que podem se ligar a metais. Assim, os grupos funcionais que compdem a levedura podem

remover ¢ selecionar as espécies de metais pesados presentes na solugdo (MADRID et al., 1995).

Naganuma ef al. (2000) sugeriram que MeHg ¢ ligado pela cisteina (Cis-2), um aminoacido de
terminal que tem o grupo sulfidrilo e se encontra na estrutura terciaria de L-glutamina: D-frutose A
amido-6-fosfato transferase (GFAT) presente em S. cerevisiae, inibindo sua atividade enzimatica, o que

explicaria a afinidade da levedura pelo MeHg e nao pelo Hg (II).
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Tabela 2. Resultados das analises no DMA obtidos no teste de extracdo em fase s6lida com o uso de

discos de S. cerevisiae na retengdo de MeHg.

Concentragdo padrao

Mr", ng Retengdo, % Me"™, ng Fe™
MeHg (ng mL™!)
0,5 18+1 98,9 +0,2 20,7+0,7 1,14 £ 0,05
1,0 40+3 99,8 +£0,1 42,3 +0,5 1,05 +0,07
2,5 102+ 6 99,97 £ 0,02 111,3+3,9 1,09 £ 0,05
5,0 203 +£2 99,93 + 0,03 2143 +3,1 1,05 +0,02
7,5 353+1 99,98 £ 0,01 3479+42 0,98 0,01
10,0 474 £ 6 99,92 £ 0,02 469,7+2,3 0,99 +£0,02

Legenda: "Mr=Massa retida; “"Me=Massa do eluido e “*“Fe=Fator de elui¢do. Fonte: Proprio Autor, 2020.

Comparativamente estes resultados se mostraram parecidos com os obtidos por Tafurt-Cardona et al.
(2015), pois destacaram que efetivamente houve retengdo quantitativa de MeHg, com média de (91 £ 3,2 %). O
procedimento de eluicdo adotado também se mostrou efetivo para a remogao do analito dos discos de levedura
(fator de eluicdo de 0,972). Porém, estas analises foram feitas pelo uso técnica do CV-AFS com etapa de eluicao
prévia dos géis. Diferentemente deste trabalho em que foi feita andlise direta do gel de ligacao de levedura pela

leitura em DMA.

3.3 Curvas de Imersdo e Coeficientes de difusao

Como pode ser visto nas Figuras 7 e 8, quantidades significativas de MeHg foram retidas pelo
ligante avaliado, tanto em periodos de 24 h quanto em 120 h de imersdo. Na técnica DGT, os dados sdo
normalmente expressos como massa acumulada em fung¢do do tempo de imers@o. No entanto, como uma
pequena variacdo na concentracdo do analito na solucdo de imersdo foi observada ao longo das
experiéncias, os dados das ordenadas (Y) foram normalizados dividindo-se a quantidade de massa retida
pela concentra¢do da solugdo no momento de remover cada DGT, conforme relatado anteriormente

(TAFURT-CARDONA et al., 2015).
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Figura 7. Massa acumulada em relagdo a concentragdo da solugdo de imersdo versus tempo para a

Técnica DMA. Solugdo contendo 25 ng mL™! MeHg em 0,05 mol L'!. Temperatura 23 °C. Imersdes até
120 h (432000 s).
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Fonte: Proprio Autor, 2019.

Figura 8. Massa acumulada em relagdo a concentragdo da solugdo de imersdo versus tempo para a

Técnica CV AFS. Solugdo contendo 0,1 ng mL! MeHg em 0,05 mol L. Temperatura 23 °C. Imersdes
até¢ 120 h (432000 s).
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Fonte: Proprio Autor, 2019.
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A relagdo linear entre a razdo (massas/concentracdo da solugdo) e o tempo de imersdo foi
bastante satisfatoria para ambas as técnicas (DMA e CV-AFS: R? = 0,9989 para 120 h). O coeficiente
de difusdo médio para o CV-AFS foi (6,84 + 0,32) x 10°cm? s™! e para o DMA foi (8,32 + 0,57) x 10°¢
cm? s (22 £ 3 °C). Estes valores estdo de acordo com os valores indicados em estudos anteriores
(CLARISSE, FOUCHER e HINTELMANN, 2009; CLARISSE et al, 2012; PELCOVA,
DOCEKALOVA e KLECKEROVA, 2014; TAFURT-CARDONA et al.,. 2015; MENEGARIO et al.,
2017).

Assim, sugere-se que o0 MeHg tenha sido retido quantitativamente por discos de S. cerevisiae
imobilizados em agarose e que o material proposto possa ser utilizado como um excelente agente de
ligagdo para a amostragem deste analito pela técnica DGT. Por outro lado, os valores do coeficiente de
difusdo obtidos foram menores em relagdo a outros estudos com MeHg e DGT realizados anteriormente
(CLARISSE, FOUCHER e HINTELMANN, 2009; CLARISSE et al, 2012; PELCOVA,
DOCEKALOVA e KLECKEROVA, 2014)

Os experimentos subsequentes mostraram uma variacao no calculo do coeficiente de difusao,
portanto, foi estabelecido um valor médio, levando em consideracdo a variagdo nos experimentos de

curvas de imersdo, efeitos do pH e da for¢a ionica e estudos de especiacao.

3.4 Efeito da forga ionica na retengdo do MeHg

A Figura 9 apresenta a relagdo da concentragdo determinada através da imersdo do dispositivo
DGT desenvolvido e a concentragdo real da solucdo de imersao. A faixa de forga idnica testada (0,0005
— 0,1 mol L' com NaCl) revelou baixa interferéncia na reten¢do do MeHg, com recuperagdes de 86 a
105%. Muito embora est interferéncia tenha sido insignificante (< 4%), a reten¢do de meHg tende a
diminuir & medida que aumenta a concentragdo de NaCl. Este comportamento foi similar ao reportado
anteriormente por Hong ef al. (2011), utilizando a resina 3-mercapto-pril-silica gel como agente ligante
e o gel de agarose como camada difusiva. COLACO et al. (2014) também encontraram resultados
semelhantes utilizando a membrana P-81 como agente ligante e o gel de agarose como meio difusivo.
Luko (2015), reportou em seus estudos de especiagdo com Vanadio, resultados com interferentes fosfato
(PO4*), sulfato (SO4*) e cloreto (CI), utilizando a resina Amberlite IRA 410 como agente ligante € o
gel de agarose como camada difusiva, a técnica DGT em conjunto com a otimizagao instrumental foi
capaz de minimizar a influéncia destes interferentes na retengao de Vanadio. Estes autores sugerem que
esta diminuicao na recuperagdo de MeHg (em presenga de NaCl) é consequéncia da complexacao de Hg

com Cloreto.
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Figura 9. Efeito das diferentes forgas idnicas testadas na capacidade de retengdo de MeHg pela S.

cerevisiae (MeHg 100 ng mL™!, pH 5,5).
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Fonte: Proprio Autor, 2019.

3.5 Efeito do pH na retencio do MeHg

A Figura 10 apresenta a relagdo da concentrac¢do determinada através da imersdo de dispositivos
contendo o material desenvolvido e a concentragdo real da solucdo de imersdo. Foram obtidas
recuperagoes de 84 a 95% na faixa de pH testados (3,5 — 8,5) sugerem baixa interferéncia na retengio
de MeHg pelo ligante proposto. Tartuf-Cardona et al. (2015) relataram recuperacdes de até 98% para o
intervalo de pH de 3 a 9, utilizando o mesmo agente ligante, S. Cerevisiae. Ressalta-se que este intervalo
de pH testado inclui os valores encontrados na maioria dos sistemas fluviais encontrados na Bacia

Amazonica.
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Figura 10. Efeito dos diferentes pH testados na capacidade de retencdo de MeHg pela S. cerevisiae

(MeHg 100 ng mL™!, pH 5,5).
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Fonte: Proprio Autor, 2019.

3.6 Efeito da interferéncia de metais

A Figura 11 apresenta os resultados obtidos no teste para avaliagdo das interferéncias dos metais:
Mn, Cu, Zn, Fe, Pb e Cd na retencdo de MeHg pelo ligante S. cerevisiae. Quando comparadas as
concentracdes de MeHg determinadas pela DGT com a concentragdo da solugdo de imersdo, as
recuperagdes obtidas (76 — 87 %) de MeHg sugere que, mesmo em concentragdo 100 vezes maior 0s
ions Mn, Cu, Zn ¢ Fe ndo apresentaram diferencas significativas na retengdo do analito. Foram
observados resultados semelhantes reportados no estudo Tartuf-Cardona et al. (2015), que apresentaram
recuperagoes de (70 — 87 %) para os mesmos metais avaliados neste trabalho. Contudo, também foi
observado uma reducdo na porcentagem de recuperacdo de MeHg na presenga de Pb (65 + 2%) e Cd
(59 £ 2%). E provavel que estes elementos, estejam competindo fortemente pelos sitios de ligagdo na
levedura, uma vez que o ligante ja foi utilizado com sucesso para a determinacdo destes elementos
(MENEGARIO, TONELLO e DURRANT, 2010; PESCIM et al., 2012 e TARTUF-CARDONA et al.,
2015).
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Figura 11. Efeito da interferéncia de metais na retengdo de MeHg pelo ligante S. cerevisiae.
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3.7 Seletividade do Ligante S. cerevisiae MeHg

O teste para avaliar a seletividade da ligacdo agarose-levedura disco de gel na retengdo de MeHg
foi feito usando NaNO; para ajustar o forca idnica. O uso de NaNQO;teve como objetivo evitar a
formag@o de complexos de cloretos de Hg (II) que ndo podem ser retidos por S. cerevisiae (BOSZKE,
GLOSINSKA e SIEPAK, 2002; DOCEKALOVA E DIVIS, 2005; HONG, RIFKIN e BOUWER,
2011). Embora DESTRO COLACO et al. 2014 ¢ Tafurt-Cardona et al. (2015) tenham obtido resultados
satisfatorios para Hg (II) quantifica¢do por DGT usando poliacrilamida como camada difusiva, a maioria
dos estudos anteriores foi realizada usando agarose como camada difusiva (DOCEKALOVA e DIVIS,
2005; DIVIS et al. 2010; GAO, 2011; FERNANDEZ-GOMEZ et al. 2011).

Assim, para confirmar a seletividade de S. cerevisiae para a captacdo de MeHg na presenca de
Hg (1), foram testados neste trabalho os géis de agarose e poliacrilamida, a fim de descartar possiveis

interpretagoes incorretas devido as ligagdes poliacrilamida-Hg.
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A Tabela 3 mostra as recuperagdes de Hg (II) e MeHg usando dispositivos DGT montado com
disco de gel de ligacdo de agarose-levedura mais poliacrilamida gel difusivo (S + P) e com disco de gel

de ligacdo de agarose-levedura mais gel difusor de agarose (S + A).

Tabela 3. Recuperagio (ng mL™') dos analitos a partir de amostras sintéticas obtidos com o método
proposto. S + P = Agente ligante S. cerevisiae + gel difusivo poliacrilamida; S + A = Agente ligante S.

cerevisiae + gel difusivo agarose (n=6).

Solugao A
[Solucao] Hg (II) [DGT] Hg (IT) Recuperacao (%)
S+P 11,12+0,17 1,39+0,01 4,65+0,45
S+A 11,12+0,17 1,53+0,04 5,10+£2,66
Solucdo B
[Solug¢ao] MeHg [DGT] MeHg Recuperacao (%)
S+P 29,30+0,37 30,23+0,91 100,76+3,00
S+A 29,30+0,37 33,56+1,16 111,88+3,46
Solucao C
[Solucao] Hg (IT) + MeHg | [DGT] Hg (II) + MeHg | Recuperacio (%)
S+P 41,10+0,47 27,24+0,80 90,80+2,95
S+A 41,10+0,47 36,23+1,07 120,72+2,98

Fonte: Proprio Autor, 2019.

As recuperagdes de Hg (II) foram inferiores a 6 % para ambos os dispositivos da solugdo A.
Uma pequena quantidade de Hg (II) no intersticio da camada de ligagdo (ocorrendo por difusdo) ¢
esperado. Pode ser apontado que este erro ¢ facilmente superado usando-se imersdes por um intervalo
de tempo mais longo. A partir da solucao B, recuperacdes de MeHg de 101% e 105% foram observados

para os dispositivos S+ P e S + A, respectivamente.

Para o dispositivo S + A, a recuperacao de MeHg na presenca de Hg (II) (solugdo C) foi superior
a 100% (120,72 + 2,98%). Para o dispositivo S + P, a recuperagdo de MeHg na presenca de Hg (II) foi
inferior a 100% (90,72 + 2,95%). Esses resultados sugerem que, apesar da boa seletividade de o gel de
poliacrilamida para MeHg, o uso do gel ligacdo de agarose-levedura pode melhorar a seletividade do

dispositivo proposto. Assim, S + A dispositivos foram usados para medigdes in situ.

Os resultados obtidos neste trabalho para a quantificagdo do Hg (II) e MeHg pela queima direta
dos géis através da analise no DMA corroboram com os dados obtidos por Tafurt-Cardona et al. (2015)

realizados pela leitura dos géis eluidos e analisados por CV-AFS. Confirmando assim, que a eliminag¢éo
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de uma etapa e a mudanca do instrumento de analise ndo influenciaram negativamente os resultados,

visto que foram obtidos baixos desvios-padrao e recuperagdes satisfatorias.

3.8 Determinacgdio de MeHg em Lago de dguas Pretas

Durante a coleta da agua foram feitas as medig0es in situ dos parametros: Temperatura (24,83
+ 0,23 °C), pH (5,317 + 0,005), condutividade elétrica (7,623 + 0,005 uS cm™) e forga i6nica (0,097
mmol L) antes da imersdo dos dispositivos DGT. Os resultados apresentados na Tabela 4, obtidos do
teste de especiagdo de MeHg pela técnica DGT, demonstram que o agente de ligacdo S. cerevisiae retém

0 MeHg quantitativa e seletivamente (90 - 99 %).

Tabela 4. Concentragio de MeHg (ng mL™') determinada pelo método proposto, concentragdo de

merctrio total e dissolvido mensurada em amostras da nascente do rio Taruma-Agu (TA).

DMA [Total] [Dissolvido] [MeHg]
Tempo a b a b
(horas) Antes Depois Antes Depois
24 0,102+ 0,004 0,07+0,01 0,091+0,010 0,063+0,005 0,026+ 0,004
120 0,073+ 0,004 0,04+0,01 0,070£0,001 0,054+0,002 0,068 +0,015
CV AFS [Total] [Dissolvido] [MeHg]
Tempo a b a b
(horas) Antes Depois Antes Depois
24 0,099 + 0,004 0,07+0,01 0,072+0,002 0,051 +0,004 0,022+ 0,004
120 0,073+ 0,004 0,04+0,01 0,071 0,007 0,040+ 0,005 0,066 + 0,009

? Antes da implantag¢do do DGT.
®Depois da implantagdo do DGT.

Fonte: Proprio Autor, 2019.

A coleta das amostras no lago de aguas pretas foi realizada na estagdo chuvosa, quando as
concentracdes de Hg sdo relativamente menores. A Tabela 3 apresenta diferencas entre os valores de
concentragdo de Hg total e dissolvido com concentra¢des inferiores a (< 0,2 ng mL") nas amostras
coletadas durante a implanta¢do dos dispositivos. A concentragdo média de 0,0045 ng mL™! para o Hg
total foi previamente estimada entre 1995 e¢ 1998 para o Rio Negro, considerando a analise em 17

tributarios diferentes (FADINI e JARDIM, 2000).

Considerando que uma estratégia para especiacdo de mercurio ¢ obter a concentragdo de
metilmercurio (MeHg) por DGT e a concentragdo de Hg (II) subtraindo a concentracdo de MeHg da
concentracdo de mercurio dissolvido (Hgdiss). Uma das vantagens dessa estratégia ¢ que ndo ¢
necessario conhecer os diferentes coeficientes de difusdo do mercurio (complexos e ndo complexos com

substancias humicas).
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Por outro lado, essa estratégia tem a desvantagem da medig¢ao pontual do mercurio dissolvido,
diferentemente da DGT, que fornece medidas em fungéo do tempo. Assim, uma concentragdo de Hg (II)
com valores médios de (0,06 + 0,01 ng mL™) para as 24h DMA ¢ (0,02 + 0,01 ng mL") 120h e para o
CV-AFS pode ser estimado no local, respectivamente, (0,05 e 0,03 £+ 0,01 ng mL™"), referente ao ponto
amostrado antes ¢ apds a coleta. Além disso, neste trabalho, comparagdes entre medidas mostraram que
o MeHg representa 15 — 20 % do Hg dissolvido e 24 — 25 % do total das concentragdes de HgT no
(tempo de 24h), enquanto que para o tempo de 120h a concentracdo de MeHg representa 82 — 92 % do
Hg dissolvido e 87 — 95 % do total das concentragdes de HgT (Tabela 4). Sendo observado que para os
tempos de 120h houve um aumento significativo da concentragdo de MeHg, conforme demonstrados

nos valores obtidos pelas duas técnicas empregadas.

Em virtude dos resultados obtidos neste trabalho, se faz necessario estudos mais detalhados
sobre do ciclo biogeoquimico do merclrio e as taxas de metilacdo que sdo influenciadas pela
estratificacdo térmica e quimica proprias de cada ambiente de dguas pretas: natural com caracteristicas
preservadas ou com atividade antrdpica, tais como o rio Negro e demais tributarios, que possuem
caracteristicas que permitem a permanéncia das espécies de mercurio na agua, principalmente a

formag@o da espécie orgénica, o metilmercurio (MeHg).

Bisinoti et al. (Bisinoti, Sargentini, and Jardim 2007) relataram uma concentragdo maxima de
0,03 ng mL! para o total de Hg na 4gua da Bacia do Rio Negro durante o periodo 2002-2004. Neste
trabalho, as concentragdes totais de Hg foram semelhantes ao valor maximo relatado, exceto para o local
de amostragem, onde concentra¢des de 0,11 ng mL! ¢ 0,03 ng mL"!' foram encontrados para Hg total e
dissolvido, respectivamente A concentragdo total de Hg ¢ inferior ao limite estabelecido deste elemento
pelo CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente - Resolugdao N° 357/2005), que é de 0,2 ng mL-

! para rios pertencentes a classe II (Brasil 2005).

No entanto, esses valores de concentragdo estavam muito proximos do limite maximo permitido
e podem ser um motivo de preocupacdo ambiental futura. Por outro lado, as concentra¢des de MeHg
obtidas com o método desenvolvido usando S. cerevisiae como agente ligante na técnica DGT foram
inferiores a 0,2 ng mL"!, mostrando que, embora exista uma concentragdo relativamente alta de mercurio
no ponto amostrado, a fragdo mais toxica (MeHg) ¢é muito baixa, com grande potencial de

biodisponibilidade.

Em relacdo a parte do tratamento de dados para os processos de otimizagao devido a eliminag@o
de uma etapa, realizou-se testes estatisticos para avaliagdo dos pardmetros de precisdo, exatidao e
robustez. O Coeficiente de Variacao (CV %) manteve-se abaixo dos 10%, considerado aceitavel para os

critérios de analise. Demonstrando assim, que o DMA ¢ efetivo (preciso e sensivel) e ndo apresentou
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diferenga estatistica significativa em relagdo ao CV-AFS, quando foi eliminada a etapa de eluigdo
através da queima direta do gel ligante com levedura imobilizada para determinagéo da fracdo retida de

MeHg.

A Figura 12 A-B demonstra que os resultados apresentam mais dispersdo no grande periodo de
tempo, enquanto que, para DMA 120h, é mostrado que a dispersdo ¢ maior que no CV-AFS 120h com
intervalo limites de aproximadamente 0,05 CHsHg a 0,09 para DMA ¢ 0,05 a 0,08 para CV-AFS. No
entanto, a mediana indica 0 mesmo valor aproximadamente para as duas técnicas executadas. Além
disso, os resultados para 24h apresentam valores semelhantes em ambas as corridas. Contudo, no DMA,
os resultados apresentaram uma forma simétrica bem ajustada, sugerindo uma concentra¢do dos
resultados em fung@o do CH3Hg, mais baixos para CV-AFS. Em nossos resultados, esse fendmeno ¢
mais evidente em casos de 120h de execugdo, devido a dispersdao mais elevada dos dados em relacao ao

periodo de 24h de execugao.

Figura 12. A) BoxPlot DMA versus CV-AFS - 24h ¢ 120h; B) BoxPlot DMA versus CV-AFS - 24h e
120h.
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Fonte: Proprio Autor, 2021.

Posteriormente foi analisado se os resultados se encaixavam na distribuigdo normal. Aplicando
o teste Shapiro-Wilk para 24h de tempo de execucao (DMA 24h valor p = 0.801; CV-AFS 24h valor p
= 0.204) ¢ 120h tempo de execugcdo (DMA 24h p-valor = 0.101; CV-AFS 24h p-valor = 0.085),

encontramos que para os experimentos, nao se pode descartar a hipotese nula de que a populacio possui
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a distribui¢do normal. Além disso, foi aplicado o Teste F, para verificar se a varidncia dos resultados
diferia entre os tempos de 24h e 120h. A partir do p-valor (24h, p-valor = 0.978; 120h, p-valor = 0.720),
foi identificado que a variancia dos resultados ndo difere entre 0 DMA e CV-AFS, demonstrando que
ambas as técnicas apresentam médias de resultados estatisticamente similares. Por fim, aplicamos o teste
t para verificar se o resultado dos dois grupos de resultados para DMA e CV-AFS sao estatisticamente

iguais, conforme a hipdtese nula.

Os resultados, a partir do p-valor (24h, p-valor = 0.280; 120 h, p-valor = 0.826, a=0.05) indicam
que podemos aceitar a hipotese nula de que ndo ha diferenca estatistica significativa entre as duas
técnicas. Contudo, auséncia de diferenga ndo implica em equivaléncia. Neste contexto, aplicamos o teste
TOST (Test of One-Sided Significance) para avaliar a equivaléncia entre as populagdes (Schuirmann

1987).

No TOST a hipodtese Hy ¢ a premissa de que ha diferenca entre as populagdes e H1 indica
equivaléncia. A partir do p-valor (24h, p-valor = 6.917¢*; 120h, p-valor = 1.387¢", a = 0.05),
identificamos que podemos rejeitar a hipotese nula e suportar a suspeita de equivaléncia. Nossos
resultados corroboram que o DMA pode ser utilizado para a determinagdo do contetido de MeHg por
meio da queima direta do gel ligante de levedura. Finalmente, a aplicacdo do teste t comparando cada
técnica em cada periodo de execugdo corrobora com a relagdo de semelhanca apresentada na Figura 12
A-B. O respectivo grafico de densidade ¢ Q-Q comparando a distribuicdo dos resultados para cada

técnica e para cada periodo de tempo de execugdo sdo mostrados nas Figuras 13 e 14 AB-CD.
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Figura 13. Grafico de densidade ¢ Q-Q comparando cada técnica para cada periodo de tempo de

execugdo. No lado esquerdo (AC), os resultados para periodo de execucéo de 24h e periodo de execucdo

de 120h no lado direito (DB).
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Fonte: Proprio Autor, 2021.
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Figura 14. Grafico de densidade e Q-Q comparando no lado esquerdo (AC), os resultados para periodo

de execugdo de 24h e 120h no lado direito (Queima Direta - DB versus Gel eluido - EG).
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Fonte: Proprio Autor, 2021.

Os graficos de densidade e dispersao Q-Q (Chambers et al. 2018) foram usados para comparar
e verificar a normalidade de dois conjuntos de dados (DMA versus CV AFS). Os resultados visualizados
nas Figuras 13 e 14 AB-CD indicam a semelhanga do resultado entre as duas técnicas. Além disso, na
Figura 14, ilustramos como o0 DMA pode ser utilizado para a determinagiao do conteudo de MeHg por

meio da queima direta do gel ligante de levedura, dado a semelhanca entre os resultados.

A similaridade do resultado entre DMA por meio de géis eluidos e DMA por meio da queima
direta é suportado através da analise estatistica. Pelo teste F (24h, p-valor =0,113; 120h, p-valor = 0,285,
a = 0,05) constatamos nenhuma evidéncia de diferenca na variagdo entre as técnicas. Utilizando o teste

t (24h, p-valor = 0,497; 120h, p-valor = 0,747, a = 0,05), aceitamos a hipdtese nula de que ndo ha
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diferenga estatistica significativa entre as duas técnicas. Finalmente, aplicando TOST podemos constatar
arejeicdo da hipotese nula de diferenca e constatar a equivaléncia entre as duas técnicas (24h, p-valor =

1,426x102%; 120h, p-valor = 4,377x10"%, a = 0.05).

Além disso, o teste de valores discrepantes de Dixon foi observado para detectar valores
discrepantes em potencial nas amostras do mesmo conjunto. Os valores de p para valores minimos e
maximos sdo apresentados na Tabela 5. Os resultados destacam que ndo ha presenca de outliers nas
amostras.

Tabela 5. Resultado do p-valor para o teste de Dixon para detecgdo de outliers.

Técnica p-valor 24h p-valor 120h

CV AFS [0.107,0.263] [0.303,0.231]

DMA [0. 902, 0.734] [0.972,0.979]

DMAEG  [0.512,0.512] [0.516, 0.504]

Fonte: Proprio Autor, 2021.

As curvas ROC e o indice de Youden foram usados para medir a robustez dos modelos. As
curvas ROC sdo usadas para avaliar a precisdo de testes baseados em indice e estimar os valores de
corte, que separam uma métrica em um modelo A (sensibilidade) ou modelo B (especificidade).
Utilizamos o indice Youden para estimar o valor de corte. Embora a area sob a curva ROC (AUC) seja
o indice global de diagndstico mais comumente usados para medir a precisdo do Indice de Youden

também ¢é frequentemente usado na pratica.

O valor de AUC pode variar entre 0,5 e 1 na pratica. Se o valor de AUC for igual a 0,5, a
classificagdo performance ¢ equivalente a uma suposicao aleatoria completa; enquanto se a AUC valor
igual a 1, o desempenho da classificacao ¢ perfeito, ou seja, o classificador pode classificar corretamente
todas as amostras. O valor AUC de um classificador geralmente cai em algum lugar entre 0,5 e 1

(SCHISTERMAN et al., 2005; KIM et al., 2016; TAY et al., 2020).

O comparativo entre DMA e CV-AFS para 24h e 120h ¢ apresentado na Figura 15. Enquanto,
a curva ROC demonstra uma separagdo entre DMA e CV-AFS para 24h, com valor de corte = 0.026 ng
mL"' CH3;Hg, o mesmo ndo ocorre para o periodo de 120h. Este resultado demonstra que no periodo de
120h ndo ¢ possivel diferenciar a técnica utilizada na especiagdo. O comparativo entre queima direta ¢

géis eluidos para 0 DMA no periodo de 24h ¢ 120h ¢ apresentado na Figura 16.
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Figura 15. Curva de caracteristica de operagdo do receptor (ROC) para o comparativo entre DMA ¢

CV-AFS para 24h e 120h, em relacdo a concentragdo de MeHg.
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Figura 16. Curva de caracteristica de operacao do receptor (ROC) para comparativo entre queima direta

e géis eluidos para o DMA (periodo de 24h e 120h), em relagdo a concentragdo de MeHg.
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Diferentemente do que ocorre no caso do DMA e CV-AFS, neste experimento, no periodo de

24h nao foram encontradas evidéncias, a partir do valor de corte, da diferenca entre queima direta e gel

eluido, enquanto que no periodo de 120h foi encontrado o valor de corte = 0.0625 para uma separagao

entre os métodos, dado o valor de CH3Hg. Outros autores (SCHISTERMAN et al., 2005; H. KIM et al.,
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2016; CHEN e WU, 2016; FIGUEIREDO et al., 2018) também destacaram o uso do teste de Youden

para avaliar a robustez (sensibilidade x especificidade).

Os resultados mostram a razao das técnicas instrumentais (DMA e CV-AFS), que apresentaram
um desempenho similar, especialmente no caso DMA/CV-AFS para 120h e DMA DB-DMA-EG para
24h. Portanto, a estratégia custo-beneficio de eliminag¢do de uma etapa analitica e utilizacdo do DMA,
fornecem resultados correlatos e adequados para o estudo de especiagdo de MeHg. O que permite a
viabilidade de eliminag¢do de uma ectapa ¢ a reducdo na geragdo de residuos de SnCl, gerados pelo CV-
AFS (AZEMARD and VASSILEVA, 2015; DIEZ and GIAGGIO, 2018; JEDRUCH, et al. 2018;
WANG et al., 2019; CHENNURI et al., 2020).
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4. CONCLUSOES

» Neste trabalho foi aplicada uma modificagdo da técnica de especiacdo, eliminando a etapa de
eluicdo acida antes da etapa de quantificagdo de Hg. A técnica proposta demonstrou uma
minimizagdo na geragdo de residuos e reducdo do tempo e custo da analise.

» O MeHg foi retido quantitativa e seletivamente por discos de S. cerevisiae imobilizados em agarose.
A associagdo da técnica DGT com a detecgdo de Hg por DMA comparando via CV-AFS resultou
em uma abordagem estatisticamente excelente para a determinagdo de MeHg in sifu em amostras
ambientais, considerando-se os baixos limites de detecgdo obtidos e os resultados das curvas do Q-
Q Plot e do Teste de Youden (ROC) que demonstram a razdo entre as técnicas instrumentais
apresentando um desempenho similarmente bom, conforme observado no valor de corte.

» Osresultados dos testes de extragdo em fase solida indicaram que o sistema era seletivo para MeHg,
possibilitando a realizagdo de especiacdo de Hg. A especiagdo pode ser realizada considerando a
concentracdo de MeHg (CMeHg) obtida com S. cerevisiae e o teor de Hg dissolvido (Hgdiss).

» Finalmente, os resultados obtidos nos diferentes testes abrangem as condi¢des encontradas na
maioria dos sistemas aquaticos fluviais, assim, o método desenvolvido pela técnica DGT via analise
direta do gel ligante de levedura permitiu a avaliacdo in situ da concentrac@o labil de MeHg em um

lago de aguas pretas tributarias do rio Taruma A¢u - AM.
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CONSIDERACOES FINAIS DA TESE

No Capitulo I foi apresentado a Introdugdo Geral, Hipoteses e Objetivos desta Tese. De modo
que foi ressaltado que as condi¢des quimicas e fisicas do ambiente podem influenciar na especiagdo
quimica do mercurio e consequentemente, no seu ciclo biogeoquimico e acimulo pela biota. Neste
sentido, ainda se faz necessario avancar no aprimoramento de metodologias que permitam a
quantificagdo de espécies desse metal em diferentes matrizes ambientais, em um tempo relativamente

curto, com baixo teor de interferentes ¢ boa reprodutibilidade.

No Capitulo II foi apresentado um Breve Historico ¢ Revisdo Bibliografica sobre o Hg na regido
Amazonica. No presente estudo, € visto que a associagdo das diferentes espécies de Hg a particulas
solidas, assim como a varios agentes complexantes, pode alterar a especiagdo quimica do metal

influenciando na sua distribui¢do, mobilidade, transporte e destinagdo, além da sua biodisponibilidade.

Na Bacia Amazonica, destacam-se principalmente 3 tipos de dguas: brancas, claras e pretas. E
dentre os ambientes aquaticos, as aguas pretas sdo as mais favoraveis para a metilacdo do Hg, pois
apresentam pH baixo, menor condutividade elétrica ¢ maior quantidade de matéria organica. Neste
sentido, € importante realizar investigagdes mais detalhadas sobre as metodologias mais reprodutiveis e
robustas, considerando as dificuldades apresentadas sobre o ambiente de amostragem e processamento

das amostras das diferentes espécies de Hg.

No Capitulo III foi demostrado através do Estado da Arte que na Bacia Amazodnia as
concentragdes de Hg sdo relativamente altas, embora em sua grande maioria existam trechos com pouca
atividade humana. A presenca natural de Hg em solos e a deposi¢ao atmosférica sao as principais fontes

deste metal.

No Capitulo IV foi apresentado um estudo de especiacdo operacional de Hg na regido
Amazoénica, onde foi observado o aumento na quantidade de publicagdes com procedimentos
operacionais refletindo a importancia da especiacdo de Hg na Amazonia como um dos principais topicos

de estudos para analises quimicas.

Atualmente existe uma busca incessante pela miniaturizagdo das analises, facilidade de
manuseio e aplicagdo pelo usuario. Dessa forma, as perspectivas futuras sdo otimizagdes que permitam
maior seletividade, sensibilidade, repetibilidade e reprodutibilidade, a fim de se obter técnicas analiticas
cada vez mais sensiveis e robustas.No Capitulo V verificou-se a presenga de Hg 1abil (HglL) em amostras
de material em suspensdo total de dgua coletada do rio Negro-AM. E também foi evidenciado que houve
aumento na concentragdo de mercurio conforme o contetido de sélidos suspensos totais (SST) também

aumentava.
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A metodologia empregada serviu para diagnostico da fragdo de HgL e pode inclusive sere
utilizada em qualquer ambiente aquatico, atentando-se para as condigdes especiais empregadas para
analise de Hg (controle térmico e uso de material de referéncia certificado), afim de se evitar possiveis
perdas e contaminagdes durante o processamento da amostra, principalmente na etapa gravimétrica e

etapa de abertura da amostra através da digestdo parcial por micro-ondas.

O uso do Analisador direto de Hg é conveniente, principalmente pelo seu baixo custo, além de
ser uma analise direta que evita possiveis perdas do analito e ndo requer adigdo de reagentes. Também
apresenta uma etapa de pré-concentragdo que promove uma melhora no sinal de quantificacdo do Hg,
quando comparada com a técnica CV-AFS que requer um rigor analitico mais acentuado por
eventualmente apresentar mais etapas, como a adi¢cdo de reagentes para analise, que podem promover

possiveis contaminac¢des ou perdas do analito.

A comparagdo de métodos evidenciou que ambas as técnicas podem ser consideradas
semelhantes em termos de quantificacdo da fragdo labil de mercurio e que 0 DMA pode aplicado em

analises de rotina de HgL. em SST.

No Capitulo VI foi aplicada uma modificagdo da técnica de especiagdo de Hg utilizando a
técnica DGT, eliminando-se a etapa de elui¢do acida antes da etapa de quantificacdo de MeHg. A técnica
proposta demonstrou uma minimizagdo na geracdo de residuos e reducdo do tempo e custo da analise.
Também foi demonstrado que a associagdo da técnica DGT com o DMA foi excelente. Fato este
comprovado através de uma abordagem estatistica com testes ainda ndo reportados em estudos de
especiagdo (curvas do Q-Q Plot e curvas de Caracteristica de Operagdo do Receptor - Teste de Youden),

as quais demonstram a razao entre as técnicas instrumentais.

Finalmente, o plano de estudos proposto neste trabalho pode ser aplicado para diferentes
condi¢Ges encontradas na maioria dos sistemas aquaticos fluviais, assim, tanto o método desenvolvido
pela técnica do SST para analise de HgL, quanto pela DGT via analise direta do gel ligante de levedura,
cujo qual permitiu a avaliacdo da concentracdo labil de MeHg em um lago de aguas pretas tributarias

do rio Taruma Acgu - AM.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar o estudo da correlagdo entre a concentracdo de HgL e o teor de carbono orgénico
dissolvido (COD), bem como os demais parametros fisico-quimicos.

Realizar uma simulacdo em softwares de especiacdo (e.g. Visual MINTEQ e CHEAQS Next)
com os dados obtidos no estudo de especiacdo com o uso da Técnica DGT.

Analisar a influéncia da estratificacdo térmica e quimica na coluna d’agua no processo de
metilagao.

Analisar a possivel interconversdo das concentragdes das espécies de Hg na coluna d’agua no
periodo do dia e da noite (condigbes de anoxia ¢ alta atividade microbiana).

Analisar a concentracdo de Hg em plancton e fitoplancton e sua influéncia na

mobilidade/biodisponibilidade de MeHg na coluna d’agua).
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Apéndice 1

» Curvas padrao de Hg para calibragao dos equipamentos CV-AFS e DMA.
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Apéndice 2

» Artigos Publicados — Revista Virtual de Quimica (2020).
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» Artigos Publicados — Escolhido como Capa da Revista Quimica Nova (2021).
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» Perfil de Capa da Revista Quimica Nova (Edi¢do 1 - 2021).
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