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O presente trabalho estd dividido em quatro etapas, que resumem as atividades desenvolvidas para a
determinagdo quantitativa das espécies de mercurio, nas dependéncias do Laboratério de Especiacdo de
Mercurio Ambiental (LEMA/CETEM) no periodo de jan/07 a nov/07: 1) desenvolvimento e otimizagdo de
técnicas de quantificacdo de mercurio organico por Cromatografia Gasosa (CG) com detecgdo de captura de
elétrons (ECD) em sangue de peixes; 2) controle de qualidade analitica para as técnicas de Espectrometria de
Absorgao Atdmica (CVAAS), Fluorescéncia Atdmica (CFVAS) e Zeeman (ZAAS), utilizando musculo de peixe
como matriz; 3) monitoramento de mercUrio gasoso por Espectrometria de Absorcdo Zeeman e 4) prestagéo de

servicos analiticos.

O valor médio obtido para a amostra certificada (DORM 2) no trabalho de qualidade analitica para os métodos
de CVAAS e CVAFS foi de 4,19 mg.k", 0 que representa um erro absoluto de 9,7% do valor de referéncia

(4,64mg.kg™"). Para 0 método de ZAAS, o valor obtido foi de 4, 60 mg.kg-!, representando 0,86% de erro.

1. Introdugéo

A importancia do estudo do mercurio estd relacionada principalmente aos danos que causa & saude dos
organismos vivos, e algumas de suas propriedades fisicas, quimicas e fisico-quimicas sdo importantes sob o
ponto de vista toxicolégico, como: elevada presséo de vapor (0,00112 mmHg a 20°C), sua habilidade de
ultrapassar as biomembranas, suas possibilidades reacionais “in vitro” e “in vivo” (oxidagdo com a formagao de

ions mercurosos e/ou mercuricos; formagéo de compostos organomercuriais, etc.) (Moreira et. al., 1996).

Todas as formas quimicas do mercurio provocam alterages nos seres vivos, sendo que o mercurio elementar e
0s compostos inorganicos tém menor toxicidade que os organomercuriais. A metilagdo do mercUrio ocorre a
partir da conversdo das formas inorganicas liberadas para 0 meio ambiente, mediada por processos bioldgicos,
e é considerado como um dos seis elementos mais toxicos presentes no meio ambiente. Os compostos
organomercuriais podem atravessar membranas biologicas e fixar-se as proteinas através dos grupos sufidrila
(Boening, 2000; Cabarfiero, et. al., 2001). No sangue humano, o mercurio derivado dos compostos
organomercuriais se fixa, sobretudo, a hemoglobina (Komsta-Szumska et al., 1983; Prasad et al., 1976), numa
taxa significativa que pode atingir até 90% (Galvédo e Corey, 1987; Swensson e Ulfarsson, 1963). A relagdo entre

as concentracdes eritrocito-plasma para o metilmercurio é de cerca de 10 (Goyer,1986) até 20 (Kershaw et al.,
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1980; USEPA, 1997). Mais de 90% do mercurio presente nos globulos vermelhos estdo na forma metilada,

enquanto no plasma, 25% do total estdo na forma inorganica (Bakir et al., 1973).

Nos ambientes aquéticos, o metilmercurio apresenta os fendmenos de bioconcentragéo e de biomagnificacao,
sendo ampliado através da cadeia tréfica. A permanéncia do MeHg nos peixes é relativamente alta, devido a
lenta mobilizagdo e o tempo de meia-vida ocorre em fungdo das espécies, variando geralmente de um a trés

anos (Nascimento, 2001).

O principal meio de exposicdo humana ao MeHg da-se através da dieta, onde é absorvido rapidamente e
eliminado lentamente se comparado as outras formas mercuriais. Os peixes, frutos do mar e derivados

representam a maior fonte de MeHg na alimentag&o.

A concentracdo de MeHg em peixes nao deve ultrapassar 0,5 mg/kg de mercurio total (WHO, 1990), sendo que,
em média, 85% se encontra na forma de MeHg (Nascimento, 2001). O mecanismo pelo qual os peixes
acumulam MeHg difere daquele observado para mercurio inorganico. Demonstrou-se que para peixes de aquério
expostos a mercdrio inorganico, o coeficiente de particio peixe-agua foi de 5000-7000. Apds a produgéo de
MeHg na agua, este coeficiente foi de 10000-22000 (lkingura & Akagi, 1999).

Desta forma, técnicas de especiagao quimica de tracos de merclrio em amostras biologicas séo importantes, na
medida que a toxicidade do metal ndo esta somente relacionada a concentragdo, mas principalmente a sua
forma quimica. Para projetos de pesquisa, os resultados apresentados pelas andlises de HgT ndo séo
suficientes para a compreenséo dos mecanismos de interagdo do metal em sua forma organica e a matriz em

quest&o, servindo para estudos exploratdrios, principalmente para monitoramento ambiental.

Varios métodos analiticos sdo utilizados para a quantificagdo das espécies de mercurio e, séo selecionados de
acordo com a natureza da amostra e o nivel de concentragdo de mercUrio esperado. Em geral, a determinagéo
envolve os seguintes passos: coleta da amostra, pré-tratamento/preservacdo/estocagem da amostra, liberagéo
do mercurio da matriz, extragdo/purificagdo/pré-concentragdo, separagao das espécies de mercurio de interesse

e quantificagdo (Horvat, 1996).

Quanto a detecgdo instrumental, a maioria dos métodos para a quantificagédo de mercurio total sdo baseados na
medida de absor¢do do mercurio na faixa de ressonancia de 253,7 nm. Os limites de detec¢do dependem
basicamente da técnica de transferéncia do mercurio presente nas amostras para a fase gasosa, 0 que é obtido

por decomposi¢éo térmica ou por reducdo quimica.

A espectrometria de absorgdo atdmica com geragédo de vapor frio (CVAAS) &, atualmente, o método mais
comum de analise. Os ions do metal séo primeiramente reduzidos a forma elementar e carreados por um gas
até o caminho 6tico, onde os atomos sofrem interagdo com a radiagdo. Devido a volatilidade apresentada pelo

mercurio elementar, ndo necessita da utilizagdo de chama, dai a denominagdo “vapor frio”.

A espectrometria de fluorescéncia atémica de vapor frio (CVAFS) consiste na detecgao do sinal de fluorescéncia

emitido pelo mercurio. Os atomos de mercurio sdo excitados do estado fundamental, 'Sy, para o estado excitado,
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3P4, por uma radiagdo de comprimento de onda de 253,7 nm. O mercurio é considerado um bom elemento para
a fluorescéncia porque absorve e emite no mesmo comprimento de onda. Este método é considerado mais
sensivel para a determinacdo do mercurio do que a CVAAS, pois a detec¢do da energia emitida é feita
perpendicularmente ao feixe de luz incidente, sendo medido com relagao ao sinal de valor zero, e ndo como uma

pequena variacdo de um sinal intenso, como no caso da CVAAS.

Para a determinagdo de mercurio total, tanto por CVAAS quanto por CVAFS, os compostos de mercurio sdo
normalmente convertidos a ions Hg*2 com uma mistura fortemente acida. Posteriormente, o Hg*2 é reduzido a

Hg? através de uso de NaBH4 ou SnCl; (Micaroni et. al., 2000).

Matrizes sélidas contendo mercurio também podem ser decompostas termicamente, e 0 metal quantificado
através de espectrometria de absorgédo atdbmica Zeeman (ZAAS) pela conversdo dos atomos a HgP através de
pirdlise da amostra a 800¢C. A concentragdo é medida pelo sinal na faixa de absor¢do de 253,7 nm. As

interferéncias espectrais séo anuladas devido & corregao de background Zeeman.

Para a especiagdo do mercurio, geralmente, os métodos envolvem separagdo por cromatografia gasosa (CG) ou
liquida (CL). Um dos métodos de cromatografia gasosa é baseado na digestdo alcalina da amostra, lavagem do
extrato com n-hexano e complexagdo do MeHg com ditizona na forma de ditizonato de metilmercirio/tolueno. A

determinacao é feita com detector de captura de elétrons(Akagi, 2004).

No presente trabalho, para as atividades desenvolvidas utilizou-se a técnicas de Espectrometria de Absorgao
Atdbmica com vapor frio (CVAAS), Espectrometria de Fluorescéncia Atdmica com vapor frio (CVAFS) e
Espectrometria de Absorcdo Atbmica Zeeman (ZAAS), para determinacdo de mercurio total. Para a
quantificacdo de metilmercurio, utilizou-se a separagéo por cromatografia gasosa com detector de captutra de
elétrons. As duas determinacbes de merdrio, total e meilmercurio, sdo baseadas na metodologia desenvolvida
por Akagi (2004).

2. Materiais e métodos

2.1) Implantagdo e otimizag&o da técnica de Cromatografia Gasosa para determina¢do de metilmerciurio

em amostras de sangue de peixe

Esta atividade consistiu na implantagdo da metodologia de determinagdo de metilmercirio em amostras
bioldgicas baseada no método Akagi (2004). O equipamento utilizado foi um cromatdgrafo gasoso (CG) com

detector de captura de elétrons (ECD) da marca Yanaco, série G 6800.

As amostras de sangue (~0,5g) foram digeridas em banho-maria por 1 hora a 100°C com 10mL de solugéo
alcalina de KOH em etanol. O extrato, apo6s resfriamento a temperatura ambiente foi acidificado com acido
cloridrico 1N e lavado com n-hexano. Depois da remog&o da camada organica, o MeHg foi extraido com 10 mL
de solugéo purificada de ditizona em tolueno a 0,05%. O excesso de ditizona da solugdo metilmercurio-tolueno
foi eliminado por duas lavagens sucessivas de NaOH 0,1N. Desta solugdo foram retirados 5 mL que foram

purificados com solugdo de 0,01% de sulfeto de sodio (NazS) em NaOH 0,1 N - Etanol (1:1). O excesso de ions
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sulfeto presentes na solugdo contendo o MeHg foi eliminado através de borbulhamento com N, durante 3
minutos e 3 gotas de HCI 1N. Apés, adicionou-se solugdo tamp&o de acetato de sodio (pH 3 ) e reextraiu-se o
MeHg da camada inorgénica com 0,5 mL de ditizona 0,05%. Apds duas lavagens de NaOH 1N para retirar o
excesso de ditizona da solugdo, o extrato de ditizonato de metilmercurio-tolueno foi injetado no CG-ECD. A
coluna utilizada foi de vidro de 3,0 mm x 0,75 m, e empacotada com 10% KOCL-Hg sobre Chromosorb W (AW-
DMCS, 60-80 mesh, J-Science Co., Ltd., Kyoto, Japan).

Condigbes Cromatograficas:
- Temperatura da coluna: 160°C
- Temperatura do injetor; 180°C
- Temperatura do detector: 200°C

- (as de arrate: N2 ultrapuro — 30-40mL- min

2.2) Controle Interno de Qualidade Analitica

Para a atividade que visou o controle de qualidade das andlises executadas no LEMA, testou-se as técnicas de
Espectrometria de Absorgao Atdmica com vapor frio (CVAAS), com o equipamento Automatic Mercury Analyser ,
marca K.K. Sanso S.S. Espectrometria de Fluorescéncia Atémica com vapor frio (CVAFS), com o equipamento
CVFS-2 Mercury Analyser, marca Brooks Rand, e a Espectrometria de Absor¢do Atdmica Zeeman (ZAAS),
utilizando o Portable Zeeman Mercury Analyser, marca Lumex, para determinagdo de mercurio total em

amostras de peixes.

Utilizou-se amostras do musculo de 12 peixes procedentes da Bacia do Rio Tapajos, adquiridas em dois
mercados populares de ltaituba, PA : piranha, pintado, cachorro, filhote, dourada, traira, pescada, tucunaré,

tambaqui, sarda, curimata e pacu.
Os musculos dos peixes foram limpos e picados de forma homogénea. Ap6s, as amostras foram pesadas

(~ 0,59) e digeridas em mistura de acidos nitrico, perclérico e sulfirico, na proporgéo 1:1:5, e aquecidos a 230°C
por 20 minutos. Apos resfriamento a temperatura ambiente, as concentragdes das solugdes foram determinadas
pelos métodos de CVAAS e CVAFS, utilizando solugdo de cloreto estanoso a 10% em meio cloridrico para
redugdo da espécie Hg*2 a Hgl. O calculo foi realizado através de interpolagdo das alturas dos picos das
amostras em curva de padrdo de nitrato de mercUrio para ambos equipamentos. Para a certificagdo dos
resultados encontrados, utilizou-se a amostra de referéncia DORM 2 — Dogfish Muscle — NRCC (valor certificado
- 4,64 mg.kg'). O limite de deteccdo para as técnicas de CVAAS e CVAFS é de 10ng/g e de 0,8ng/.g,

respectivamente.
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Para a determinacdo da concentragdo através de ZAAS, as amostras (~20mg) foram introduzidas no acessério
de pirdlise do equipamento e decompostas a 800°C. As concentragdes foram medidas através de curva de

calibracéo feita a partir de amostra certificada (DORM 2). O limite de deteccio para esta técnica é de 0,5 ug/kg.
2.3) Monitoramento de mercurio gasoso na atmosfera

O equipamento utilizado para determinagdo de mercurio total em amostras biologicas e ambientais (ZAAS-

Lumex), também possibilita a determinagéo de mercurio na atmosfera, com limite de deteccédo de 0,5 ng/m?.

Durante o periodo de 24.09 a 07.10.07 realizou-se monitoramento ambiental no municipio de Paulinia
(Campinas-SP) em dois pontos de coleta para a verificagdo de possiveis emissées de merclrio gasoso de uma
empresa de reciclagem de lampadas fluorescentes. Foram realizadas amostragens do ar ambiente num
intervalo de 10 segundos cada, e as concentragdes de mercuirio gasoso foram determinadas em tempo real. A
média de monitoramento foi de 12 horas diarias, totalizando 93300 determinages. Esta atividade, possibilitou a

capacitacao técnica do LEMA para a anélise em questéo.
2.4)Prestacéo de Servigos
A prestacdo de servigos externo e interno foi conduzida paralelamente aos trabalhos acima relacionados,
utilizando as técnicas para a determinagdo de mercurio ja citadas.
3. Resultados e Discussoes

3.1) Implantacéo e otimizacéo da técnica de Cromatografia Gasosa para determinacéo de metiimercurio em

amostras de sangue de peixe

O propésito desta analise, neste primeiro momento nédo foi a quantificagdo do metilmercurio na amostra de
sangue de peixe, e sim o comportamento da matriz durante os passos de digestéo, clean-up, e verificagdo da

resposta do sistema de detecgao; etapas estas, que foram, plenamente satisfatérias.
3.2) Controle Interno de Qualidade Analitica

Os resultados obtidos no controle de qualidade analitica mostram que as técnicas utilizadas para determinagéo
de mercurio total na matriz pesquisada (peixe), apresentam pouca diferenga entre as concentragdes, como
mostra a figura 1. Para a amostra de controle, DORM 2, o valor médio obtido para os métodos de CVAAS e
CVAFS foi de 4,19 mg k', 0 que representa um erro absoluto de 9,7% do valor de referéncia (4,64 mg.kg"). Para

0 método de ZAAS, o valor obtido foi de 4, 60 mg.kg™, representando 0,86% de erro.

Estes resultados n&o procuram correlacionar concentragdo de mercurio total com as espécies analisadas, o que

necessitaria de outros dados relativos & matriz, como: tamanho, amostragem representativa, idade, entre outros.
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Figura 1. Comparagdo de metodologia analitica para HgT (ng/g) em peixes piscivoros(p), onivoros e

carnivoros(c)

3.3) Monitoramento de mercurio gasoso na atmosfera

Pelos dados obtidos na realizagdo desta atividade (Tabela 1), observou-se que as concentragbes minimas (0,5
ng/m3) mantiveram-se estaveis quando comparadas ao ano de 2006, ao passo que as concentragdes maximas
(84,3 e 173,57 ng/m3) sofreram um aumento significativo em relagdo ao mesmo ano. Todavia, em termos de
concentragdo média, houve reducdo de cerca de quatro vezes (~4,0ng/m3) com menor variabilidade entre os
valores (menor desvio padrdo) em 2007 do que no ano anterior, em ambos os pontos de amostragem. Os
valores das medianas também acompanham a redugao dos indices de concentragao, comparativamente ao ano
de 2006.

N&o foi possivel correlacionar a contribuigdo de emissdes provenientes dos processos de reciclagem de
lampadas e residuos de mercurio da empresa com a concentragdo de merclrio na atmosfera para o ambiente
em estudo. E importante observar que a diregdo dos ventos durante o monitoramento foi predominantemente
contrario as estacdes de coleta, e que n&do foi possivel estabelecer correlagdo entre os teores e as condi¢des
meteoroldgicas. O que se pode observar nitidamente é uma acentuada diminui¢do anual dos indices de Hg
gasoso presentes nos pontos de amostragem para as concentragdes médias, ainda que altos teores maximos
tenham sido detectados (84,3 e 173,57 ng/m3). Avaliando-se os resultados obtidos neste trabalho e no estudo
pretérito de Michelazzo (2003), verificou-se que as concentragdes médias de mercUrio gasosos sdo condizentes
com as concentragdes encontradas em areas préximas as fontes de emiss&o, indicando que estas areas sofrem
influéncia de fontes antropicas. Michelazzo (2003) sugere que estas fontes poderiam, inclusive, ser do tipo

difuso, provenientes de emissdes de solos e/ou veiculares. A autora acredita que ndo somente a area industrial
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de Paulinia seja responsavel por estes resultados, mas também o distrito industrial de Campinas e fontes
difusas.

Tabela 1. Comparagao entre as concentragdes maximas, minimas e médias de mercUrio gasoso (ng/m3) nos
monitoramentos anteriores (Jul/Ago) de 2003, 2005 e 2006 e, no presente trabalho (Set/Out 2007).

Pontos de Mercurio gasoso (ng/m?)
monitoramento : .
Conc. Min. Conc. Max. Media + DP Mediana
P1 (2006) <1 49,8 11,0+13,2 6,2
P2 (2006) <1 60,5 12,4 +10,6 10,1
P1 (2007) 0,5 84,3 3,91 +1,77 3,66
P2 (2007) 0,5 173,57 3,85+2,22 2,66
3.4)Prestacéo de Servigos

A prestacdo de servigos internos e externos seguiu paralelamente aos trabalhos acima citados. A Tabela 2

apresenta qualitativamente as analises realizadas pelo LEMA no ano de 2007, e as quantifica.

Tabela 2. Analises realizadas no LEMA , no periodo de janeiro “a novembro de 2007

Equipamento Numero de Analises
CVAAS 813
CVFAS 128
ZAAS 1587
Total de analises HgT 2000 + 93.000 (monitoramento ambiental)
CG-ECD 190
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