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SELECTIVE REDUCTION FOR THE DETERMINATION OF MERCURY IN FISH: AN
ADAPTATION OF THE MAGOS METHOD. In the selective reduction procedure proposed by
Magos SnCl, was used as reductant for inorganic mercury while total mercury was determined
after reduction with a mixture of SnCl, and CdCl,. The difference between total mercury and
inorganic mercury determines the content of organic mercury. The procedure of the present work
differs of Magos in that the mercury vapour is carried to the absorption cell after magnetic stir-
ring of the solution in the reaction flask; in the Magos procedure, mercury vapour is carried by
bubbling the gas in to the solution. In contrast to the Magos procedure this slight modification
overcame the necessity of at calibration by analyte addition, saving time and gainning accuracy.
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INTRODUCAO

A especiagio de mercirio em amostras clinicas ou ambi-
entais é particularmente complexa devido 4 ampla gama de
formas quimicas que este metal assume e a variedade de com-
portamento das mesmas. Porém, é de suma importancia, ndo
somente para definir o comportamento e destino destes com-
postos, mas também as consequéncias toxicoldgicas potenci-
ais de sua presenga nos diversos sistemas. Assim, como con-
sequéncia da constatagdo dos problemas associados a presen-
ca de organomercuriais no ambiente, uma maior preocupacgio
passou a existir quanto ao desenvolvimento de procedimentos
analiticos que permitam a especiagdo do mercirio com exati-
dio e sensibilidade.

Para identificar as espécies mercuriais presentes em uma
determinada amostra, a primeira dificuldade consiste na esco-
Iha de um pré-tratamento adequado. Este deve ser capaz de
trazer os compostos de mercurio presentes na amostra a formas
convenientes a etapa posterior de determinagdo sem, entretan-
to, modificar a identidade das espécies ao longo do processo.
Sdo sugeridos, dependendo da amostra, diversos procedimen-
tos, que envolvem, p.ex. a digestdo alcalina', extragio com
solventes® ou troca idnica’.

Quanto a detecgdo instrumental, a cromatografla gasosa foi,
inicialmente, o método mais utilizado®>, permitindo a discri-
minagdo das diferentes espécies organomercuriais entre si, mas
encontrando dificuldades quanto as espécies inorganicas. Nor-
malmente, os procedimentos analfticos que precedem a
especiacdo por cromatografia gasosa sio longos e tediosos,
envolvendo extragdes e reextragbes sucessivas, de modo a le-
var a obtencdio de um extrato orginico adequado & inje¢dio no
equipamento. Embora esgecies inorginicas possam ser identi-
ficadas por derivatizago®, o detector normalmente recomenda-
do (captura de elétrons) é n@o especifico, o ode trazer
problemas de interferéncias. Alguns autores” oo sugerem,
entdio, o acoplamento da cromatografia a gds com técnicas es-
pectrométricas atémicas (absor¢do, emissdo e fluorescéncia ou
espectrometria de massas), de modo a aumentar no sé a espe-
cificidade da detecgdio, mas também sua sensibilidade.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia também foi
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sugerida para a especiagio do mercilirio por vdrios autores.
Neste caso, ndo hd problemas quanto 2 separagfio e quantifica-
¢do das espécies inorgﬁnicas ou organicas, tendo sido utiliza-
dos detectores diversos, sejam eles eletroquimicos'?, espectro-
fotométricos (UV)!? ou também através do aco Plamento com
métodos mais especificos, como AAS ou AES!'*!

Além dos métodos cromatograficos citados, outros procedi-
mentos de especiagfio, cromatograficos ou ndo, se'lo encontra-
dos na literatura: cromatografxa de camada fina'®, cromatogra-
fia de troca idnica'? destllagao , decomposigdo por UV'?, ele-
trélise?’, extragio seletiva®", etc. A quantificagdo das diferen-
tes espécies mercuriais pode ser feita apds sua transformagfo a
mercirio elementar e detec¢do por absor¢do ou fluorescéncia
atdOmicas, pela técnica do vapor frio. Uma tendéncia recente
tem sido a derivatizagdo das espécies mercuriais a seus etil
derivados utilizando tetraetilborato de sédio, separando estes
derivados voléteis em uma coluna de cromatografia gasosa®?

Uma alternativa extremamente interessante para especiagio
de mercurio € a redugdo seletiva. Este procedimento, inicial-
mente proposto por Magos®, utiliza das diferentes respostas
das espécies de mercirio frente a diferentes redutores: o mer-
cidrio inorginico € reduzido a merciirio elementar pelo cloreto
estanoso, enquanto 0 metilmercirio tem uma cinética de redu-
¢do extremamente lenta; porém, na presenga de fons Cd**, em
meio alcalino, o metil merctrio é rapidamente reduzido. Usu-
almente, utiliza-se o cloreto estanoso para a redugio do mercd-
rio inorganico e da mistura cloreto estanoso/cloreto de cddmio
para a redug@o, em outra aliquota da amostra, do merctrio total,
sendo o merciirio orgénico encontrado por diferenga. Outros
pares de redutores sdo sugeridos na literatura®, mas o método
de Magos € ainda o mais empregado. A principal limitagdo da
redugdo seletiva é ndo permitir a diferenciagdo das vérias espé-
cies orgdnicas ente si, havendo apenas uma distingfio geral entre
mercirio orginico € inorganico. Entretanto, tal limitago nio é
problema para a maioria das andlises, uma vez que apenas uma
espécie orginica (o metilmercirio) é mais amplamente presen-
te no ambiente ou tecidos / fluidos bioldgicos, sendo também
a de maior potencial t6xico. Em peixes, por exemplo, 90-100%
do mercirio encontra-se como mercirio orginico, praticamen-
te todo este na forma de metilmerciirio. Em alguns casos, com
o controle do pH do meio e da natureza do redutor, & possivel
uma maior dlscnmmagao mesmo por redugdo seletiva, das
diferentes espécies®.
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No procedimento original de Magos, a digestdo das amos-
tras (quando se faz necessdria) se d4 em meio alcalino, na pre-
senga de cisteina, avolumando-se com solugdo de cloreto de
sédio, A redugo ¢ realizada com uma aliquota da amostra, no
frasco de reagdo, apés a adigdo de dcido sulfirico, do redutor
adequado e de hidréxido de sédio 40%. O transporte do mer-
cirio elementar para a célula de absorgio se faz pelo borbulha-
mento de ar ou nitrogénio através do frasco de reagfio. A cali-
braciio ¢ feita por adigdo padrio.

O presente trabalho busca apresentar um estudo sistemético da
influéncia dos pardmetros envolvidos na especiagiio de merciirio
pelo método de Magos, utilizando um frasco de reagfio modifica-
do, evitando a necessidade de calibragdo por adi¢do de analito.

MATERIAIS E METODOS
Instrumental

As determinagdes de mercirio foram realizadas em um es-
pectrdmetro de absorgio atdmica Varian modelo AA-6, associ-
ado a um acessdrio gerador de vapor frio, derivado do modelo
VGA 64 (também Varian). Foi usada uma limpada de catodo
oco Varian Techtron de merciirio, operando a 4 mA, no compri-
mento de onda de 253,7 nm, com uma fenda de 1 nm. Uma célula
de absor¢do (Piner. = 15mm; comp. = 170mm), de vidro, com
janelas de quartzo foi posicionada sobre o queimador; o aparato
necessdrio a geragio do vapor de mercirio (Fig 1) consistiu de
um frasco de 175 cm? (Pinier. = 4 cm; h = 15 cm) de capacidade,
equipado com agitacio magnética, sendo os tubos de conexdo
utilizados de pohetlleno Ar atmosférico (1,0 L.min’") gerado por
uma bomba de aqudrio, foi utilizado como carreador. Nos es-
tudos de otimizagdo, verificou-se a necessidade de utilizar um
dessecador (Mallcosorb 7631) entre o frasco de reagfio e a
célula de absorgdio, composto de hidréxido de cilcio e
hidréxido de sédio floculados, que foi previamente testado
quanto 2 retengfio de mercidrio. As leituras foram realizadas
por altura do pico miximo de absorvincia, feitas pelo menos
em duplicata e descontados os respectivos brancos.

Figura 1. Gerador de vapor de merciirio VGA maodificado: (1) entra-
dua de ar; (2) torneira de 3 saidas; (3) rolha de teflon envolvida por
borracha; (4) agitador magnético; (5) frusco de reagdo; (6) célula de
absorgdo com janelas de quurtzo; dimensdes no texto.

Solugdes e reagentes

Os reagentes utilizados, de grau analitico, ndo foram previ-
amente purificados. Agua destilada e deionizada foi usada em
todos os experimentos. As principais solugdes foram:

- Solugdo estoque 1000 pug mL! de HgC12 (Titrisol, Merck);
as solugdes de trabatho (100ng mL” ) de merciirio inorgénico,
foram obtidas a partir da dilui¢io da solugfio estoque 1000ug
mL™! (para sua conservagio, as solugdes de trabalho tiveram
concentragdo final de 5% em d4cido nitrico e 0,05% em
dicromato de potdssio, e foram preparadas diariamente).
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- Solugdo estoque 1000ug mL! de HgCH;Cl (Pfaltz & Bauer,
M21890) em etanol 50%. As solugGes de trabalho de 100ng
mL"' de merciirio orgénico foram preparadas a partir da di-
luigdo, com 4gua, da solugdo estoque 1000pug mL™.

- Outras solugdes foram: L(+) C3H3NO,SCIL.H,0 10%, SnCl,
20% em HCl 50%, SnCl; 20% + CdCl; 5% em HCI 50%,
NaOH 40% e 45%, H,S04 1:1, NaCl 1%, H;SO4/HNO; 1:1
+ V205 0,1%, NHzOH.HCl 10%, KMnO4 5% e K2Cl‘207
1%, todas preparadas a partir de seus reagentes PA.

Amostras

As amostras de peixe foram obtidas de regifio préxima aos
garimpos de ouro em Alta Floresta, M.T e de garimpos de ouro
no Para. As andlises foram realizadas com aliquotas retiradas do
misculo dos peixes, conservado por congelamento em freezer (-
18°C). Foram ainda utilizados os materiais de referéncia Dorm-
1 (NRC-Canadd) e Tonno {Comunidade Européia).

Procedimentos basicos

Digestdo alcalina: amostras do filé de peixe (0,5 g) foram
pesadas exatamente ao décimo de miligrama e atacadas, em
frascos de vidro de 50 mL, com 4,0 mL de NaOH 45% e 1,0
mL de cisteina 1%, em chapa de aquecimento, durante 15
minutos, a 80-90°C, dissolvendo-se em uma solugfo opaca e
viscosa. Retiradas do aquecimento, foram resfriadas & tempe-
ratura ambiente e avolumadas a 10,0 mL com NaCl 1%, fecha-
das e guardadas em refrigerador para posterior andlise em, no
mdximo, 5 dias, pois os resultados de concentragio encontra-
dos ao longo deste periodo mostraram-se reprodutivos.

Digestdo dcida: seguiu-se o procedimento ji testado por Cam-
pos e Curtius®, as amostras (0,5 g) foram atacadas com 10,0
mL de mistura sulfonitrica 1:1 + V,05 0,1%, em bloco digestor,
durante 25 minutos, a 80-90°C, dissolvendo-se em uma solu-
¢do translicida. Retiradas do aquecimento, foram resfriadas a
temperatura ambiente e transferidas para um baldo volumétrico
de 100 mL. Adicionou-se, em seguida, um excesso definido de
KMnOy4 5%, suficiente para a manuten¢do da sua forma oxida-
da (violeta) e as amostras foram assim fechadas e guardadas
para posterior andlise. Imediatamente antes da determinagfo
intrumental, o excesso de KMnOQ, foi reduzido com um volu-
me definido de hidroxilamina 10%, avolumando-se a 100,0 mL
com 4gua deionizada, retirando-se uma aliquota definida para
andlise pela técnica do vapor frio.

Curvas analiticas: utilizou-se sempre, para fins de normalizagdo,
uma curva analitica de mercirio inorginico em meio 4cido, que
precedeu a cada teste. A ordem de adigdo dos reagentes no trasco
de reagdio foi 21,0 mL de H,O + x pL solugo 100 ng mL! de
Hg?* (x = 100, 200, 500 e 1000 pL) + 1,0 mL de SnCl, 20%. A
partir dai, a solugfo foi agitada gor 60 segundos, seguindo o proce-
dimento descrito por Campos®’, Para a calibragio do merciirio
inorgénico, no procedimento de especiacio, a ordem de adigio
dos reagentes no frasco de reagdo foi 5,0 mL de HySO4 (1:1) + x
uL sol. padrio 100 ng mL™' de Hg*? (x = 100, 200, 500 e 1000
pL)+ 1,0 mL de cistefna 1% + 1,0 mL de SnCl; 20% + 15,0 mL
de NaOH 40%. A agitagiio também foi de 60 segundos, havendo
apés, o carreamento do vapor de merciirio para a célula de absor-
¢do. Para o levantamento da curva analitica relativa & determina-
¢io do metilmerciirio, o procedlmento foi o mesmo, apenas subs-
tituindo a solugdio de Hg*? pela de HgCH;" e a solugdio redutora
de SnCl, pela de SnCl, / CdCl,.

Leitura das amostras: nas amostras digeridas em meio alcalino,
adicionou-se ao frasco de reacdo 1,0 mL do digerido, ap6s a
adi¢do do H,SQO,, em procedimento no mais semelhante ao das
respectivas curvas analiticas; nas amostras digeridas em meio
dcido, a leitura do mercirio total foi realizada pela adigfo, ao
frasco de reagdo, de 20,0 mL de amostra + 1,0 mL de SnCl,
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20%, agitagdo por 60 segundos e carreamento do vapor de mer-
cirio 2 célula de absorgio.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Para otimizagio dos parimetros relevantes relativos a leitura
instrumental foi utilizado o método univariado de otimizagdo,
com os parimetros nio variados fixados nos valores que se en-
contram nos procedimentos descritos anteriormente. Tomou-se
sempre o cuidado de manter constante o volume final no frasco
de reagdo e, de cada ponto, descontou-se o respectivo branco.

Influéncia da concentragio final do NaOH

A concentragdo final de NaOH na solugdo de leitura foi
controlada variando-se o volume de solugdo NaOH 40% adici-
onada, mantendo-se constante o volume final de solugdo, pela
adicdio da quantidade adequada de dgua. Para seu célculo, des-
contou-se a porgdo do NaOH neutralizada pelo HySO4 ja exis-
tente no frasco de reagdo. Os resultados, mostrados na Figura
2, indicam que, para o Hg inorgnico, ndo hi variagdo signifi-
cativa da sensibilidade na faixa de concentragio de NaOH es-
tudada. Entretanto, para o metilmercirio, somente para con-
centragbes acima de 2M, a resposta alcanga seu mdximo e se
torna constante.
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Figura 2. Variagdo da absorvdncia do merciirio inorgdnico e metil-
mercirio (4,3 ng mL?) com a concentracdo final de NaOH no frasco
de reagdo. Outros pardmetros conforme os procedimentos da leitura
das respectivas curvas analiticas.

Influéncia do volume de redutor

Neste caso, os resultados estdo mostrados na Figura 3, onde
observa-se que, para ambas as espécies, atinge-se um sinal
médximo e constante para volumes acima de 0,5 mL.
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Figura 3. Variagdo da absorvdncia do mercirio inorgdnico ¢ metil-
mercirio (4,3 ng mL') com o volume de redutor adicionado no frasco
de reag¢do. Outros pardmetros conforme os procedimentos da leitura
das respectivas curvas analiticas.

Influéncia do volume de cisteina

Os resultados, mostrados na Figura 4, indicam que a cistefna
ndo t8m qualquer influéncia no sinal de absorvéncia de ambas
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formas de mercirio, no intervalo de concentragdio estudado.
Porém, a cisteina é importante para que o cloreto estanoso
apenas ndo reduza parcialmente o mercdrio orgdnico, como &
mostrado na Tabela 1. Os resultados desta tabela foram obti-
dos a partir da leitura de uma solugo com concentragGes co-
nhecidas de mercirio inorganico (0,43 ng mL") e metilmercd-
rio (2,17 ng mL™), propor¢io que reproduz aquela esperada
em um digerido de peixe.
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Figura 4. Variagdo da absorvincia do mercirio inorgdnico ¢ metil-
merciirio (4,3 ng mL') com o volume de cisteina 1% adicionado no

frasco de reagdo. Outros pardmetros conforme os procedimentos du

leitura das respectivas curvas analiticas.

Tabela 1. Anidlise de uma solugdo contendo quantidades co-
nhecidas de mercirio inorginico ¢ metilmerciirio, na presenga
e na auséncia de cisteina (Hg em ng mL1) n=3.

Com cisteina  Sem cisteina  Esperado
Hg inorganico 0,39+0,04 0,88+0,01 0,43
metilmercirio 2,31%0,01 1,741£0,04 2,17

Influéncia do tempo de agitagio

Em trabalho anterior, Campos e outros?® verificaram, para o
mesmo sistema, que o tempo de agitagdo de 60 segundos era
suficiente para uma completa redugiio (praticamente imediata),
pelo cloreto estanoso, do merctirio inorginico em meio 4cido e
também para que o equilibrio Hg%.q === Hg"y), dentro do
frasco de reagdo, fosse alcangado. Alcancar este equilibrio ¢
fundamental para uma boa reprodutibilidade, uma vez que s6 o
Hg"(g) ¢ carreado para o frasco de reagdo. Foi verificado tam-
bém que, embora cerca de 30% do merciirio permanecesse em
solugio apés sua reduciio e agitagdo da solugdo, a altura do
pico é praticamente a mesma daquela obtida borbulhando-se o
gds carreador na solugdo, como fazem outros sistemas. O bor-
bulhamento tém a vantagem de ser mais rdpido, mas é mais
passivel de efeitos cinéticos e uma maior quantidade de vapor
d’dgua € carreada junto com o mercuirio para a célula de absor-
¢do, podendo levar a sua condensagfio nas janelas da célula,
causando absor¢do de fundo. Este problema pode ser evitado
aquecendo-se a célula de absor¢io a 150-200°C o que, de certo
modo, complica o sistema. Por este motivo, e também por
acreditar-se, como vai aqui adiante provado, que o sistema com
agitacdo evitaria problemas de efeito de matriz, optou-se pela
continuidade do seu uso. A Figura 5 confirma que o tempo de
60 segundos é adequado, estando dentro do intervalo em que a

2

absorvancia € constante com o tempo de agitagéo.

Influéncia do volume de CdCl,
na determinaciio de metilmercirio

A Figura 6 mostra a variagiio do sinal de absorvincia com
quantidades crescentes de CdCl, adicionado. Neste caso, mante-
ve-se constante o volume de SnCl; 20% (1,0 mL) e adicionaram-
se, concomitantemente, ao frasco de reacfio, volumes crescentes
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da solugdo de CdCl,. Este experimento foi considerado impor-
tante porque, quando da adigdo final do NaOH ao frasco de
reacdo, para posterior agitagdo da solugao, forma -se um preci-
pitado branco de Cd(OH),. Ora, se o fon Cd* éo responsdvel
por acelerar a redugido do metilmercirio €, em meio alcalino,
héd a formagdo do h1drox1do de cddmio, pouco soliivel, devem
ser os poucos fons Cd** remanescentes em solugdo os respon-
sdveis pelo processo. Por outro lado, um excesso de cloreto de
cAdmio ndo viria a favorecer a formagio de mais Cd?*, mas 56
de mais hidréxido de cddmio, o que aumentaria a quanudade
de precipitado, podendo prejudicar a liberagiio do Hg" da solu-
¢do. Entretanto, vé-se na Figura 6 que, no intervalo de 0,2 a
1,0 mL, ndo houve variagdo significativa de sinal com o volu-
me de solugdo de CdCl; adicionada.
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Figura 5. Variagdo du absorvancia do mercirio inorgdnico e metil-
mercirio (4,3 ng mL’ 1) com o tempo de agitagdo no frasco de reagdo.
Outros parametros conforme os procedimentos da leitura das respec-
tivas curvas analiticas.
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Figura 6. Variagao da absorvancia do merciirio inorgdnico ¢ metil-
mercirio (4,3 ng mL') com o volume de CdCly; 5% adicionado no
frasco de reagdo. Outros pardmetros conforme os procedimentos da
leitura das respectivas curvas analiticas.

Influéncia da presenca do dcido sulfiirico

Uma questdo que desperta curiosidade € o porque da ne-
cessidade de adi¢do de 4cido sulfirico, uma vez que, no fi-
nal, o meio reacional é alcalino. Foi verificado que, na ausén-
cia da adigdo de 4cido sulftrico, hd evidente diferenga de
sensibilidade nas curvas analiticas relativas ao mercirio
inorgnico e ao mercirio orgnico (Fig. 7). Entretanto, quan-
do este & adicionado, as sensibilidades se igualam (Fig. 8).
Logo apés a adigfio dos reagentes, a temperatura do meio
reacional no frasco de reagdo alcanga 80°C. Assim, é possivel
que a reagdio exotérmica entre o dcido sulfirico e 0 NaOH, ao
aquecer o meio reacional, facilite a redugdo do metilmercii-
rio. Ora, como a temperatura influencia também no equilibrio
Hg') < Hg".q, para que haja igual sensibilidade nas lei-
turas do merciirio inorginico e do orginico (fundamental para
que se possa calcular o merctrio orgdnico por diferenga das
absorvancias), o dcido sulftirico também deve ser adicionado
na leitura do merciirio inorgénico.
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Figura 7. Curvas analiticas de mercirio inorgdnico e metilmerciirio,
sem adigdo de dcido sulfiirico. Outros pardmetros conforme o item
curvas analiticas (calibragdo de merciirio inorgdnico e metilmercirio).
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Figura 8. Curvas analiticas de mercirio inorgdnico e metilmercirio
com adig¢do de dcido sulfirico. Pardmetros conforme o item curvas
analiticas (calibragdo de mercirio inorgdnico e metilmerciirio).

Digestido das amostras

Com vistas a especiagdo por redugdo seletiva, optou-se pela
digestdo alcalina com NaOH!, que preserva a ligagdo C- Hg,
evitando alteragdo na razdo merclirio inorginico / mercirio
organico. Assim, para a otimizagdo dos pardmetros relevantes
relativos & digestdo da amostra, estudou-se a influéncia da re-
lagdo massa de amostra / volume de NaOH, assim como da
adi¢fo de cisteina e NaCl ao longo do processo de digestdo.

Otimizagido da relagio massa de amostra/
volume de solucdo digestora de NaOH

Neste caso, a digestdo de massas crescentes de uma mesma
amostra de misculo de peixe, j4 analisada anteriormente por
digestdo 4cida (1,15ug g™"), foi realizada por volumes de 2,0 a
5,0 mL de solugdo de NaOH 45%, adicionando-se, em todos
os casos, 1,0 mL de cistefna 1% previamente a digestdo e
avolumando-se a 10,0 mL com NaCl 1%, seguindo-se de leitu-
ra de 1,0 mL desta solugdo nas condigbes instrumentais
otimizadas. As leituras foram realizadas por curva analitica e
por adi¢do de analito, uma vez que a concentragio da matriz
diferiu para cada relagdo estudada. As aberturas foram realiza-
das em duplicata, e os resultados encontrados podem ser vistos
na Tabela 2. Nesta tabela, observam-se concentragdes equiva-
lentes no que se refere aos teores de merciirio total, para as
diferentes situagdes estudadas. Uma ﬂutuaqao maior é obser-
vada para a concentragio do merciirio inorginico mas, dados
valores mais baixos desta forma, absorvéncias préximas do
branco foram encontradas, de modo que uma major flutuagéo
ndo € de se estranhar. Outro aspecto que deve ser levado em
consideracdo é que a amostra nfio foi homogeneizada e que um
estudo anterior, encontrou, para digestdo dcida de um mesmo
miisculo de peixe, um valor de 0,392 + 0,017 ug g'!' (n = 5),
ie, com o desvio padrio da ordem do aqui encontrado. Optou-
se por usar, sempre que possivel, uma relagio massa de amos-
tra / volume de NaOH 45% de 0,5 g / 4,0 mL, como um bom
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Tabela 2. Influéncia da razio massa de amostra / volume de solugo digestora nos teores (g g') encontrados de mercirio
inorginico e merciirio total em um mesmo misculo de peixe (n=2).

Massa 02¢g 02g 05¢g 05¢g
leitura curva analitica adi¢do padrdo curva analitica adi¢do padriio
NaOH(mL) Hg total Hginorg. Hg total Heginorg. Hg totad Hginurg. Hg total Hgim)rg.
2,0 1,00+ 0,05 0,26+ 0,06 1,11+ 0,01 0,27+ 0,08 - - - -
3,0 1,09+ 0,08 0,34+ 0,10 1,20+ 0,06 0,34+ 0,07 1,07+ 0,07 0,38% 0,09 1,0940,13 0,274 0,09
4,0 1,01+ 0,21 0,22+ 0,10 1,17+ 0,34 0,26+ 0,14 1,14+ 0,05 0,21+ 0,02 1,11%0,17 0,22+ 0,02
5,0 - - - - 1,04+ 0,07 0,15+ 0,03 1,18+ 0,10 0,17£ 0,03

compromisso entre o limite de detecgdo do procedimento ana-
litico total e a manuseabilidade da solugdo resultante da diges-
tdo, ndio excessivamente viscosa.

Influéncia da adigio de cisteina 1% durante a digestio e
de NaCl 1% para afericio ao volume de dilui¢io

A influéncia da adicflo de cisteina 1% no processo de diges-
tio e do uso de NaCl 1% para levar o digerido ao volume
final, foi verificada utilizando-se 0,5 g de uma amostra ndo
homogeneizada de miisculo de um mesmo peixe, digerida com
4,0 mL de NaOH 45%. A calibragéo foi realizada por adi¢do
de analito, a fim de evitarem-se quaisquer diferengas relativas
2 composi¢do da amostra no momento da leitura instrumental.
Da Tabela 3 observa-se que ndo houve diferengas significati-
vas entre os diferentes resultados, ou seja, teores de merctirio
inorginico ndo foram significativamente maiores na auséncia
de cisteina, nem a participagdo de NaCl 1% influenciou os
resultados. Os resultados obtidos em relagfio a cistefna pare-
cem em contradi¢gio com aqueles apresentados na Tabela 1.
Entretanto, isto apenas significa que, na presenga da matriz (o
caso aqui em questdio), a ligagdo Hg-C prescinde da presenga
da cisteina para ser preservada durante a digestdo ou reducio
do merciirio inorganico, sendo provavelmente ji protegida pe-
las protefnas desnaturadas contendo grupos SH. Quanto ao
NaCl, ¢é possivel que ele tenha algum papel na preservagédo do
digerido, evitando a adsorc@o das espécies mercuriais nas pare-
des dos frascos de estocagem. Deve-se observar que foi verifi-
cado, no presente trabalho, que estas solugdes estocadas sob
refrigeragiio, por até uma semana, nio apresentaram qualquer
diminui¢do no contelido das espécies mercuriais.

Tabela 3. Influéncia da adicdo de cistefna 1% na digestdio e de
NaCl 1% para aferigéio ao volume de diluigio nos teores (ug g),
de merciirio inorginico e orginico encontrados em um mesmo
miusculo de peixe (n=3).

Hglolul Hginnrg,

1,0mL cisteina | % 1,56 + 0,01 0,22 + 0,04
5,0mL NaCl | %

1,0mL cistefna 1 % 1,6 £ 0,2 0,16 £0,02
5,0mL H,O

1,0mL H,0 1,61 £ 0,04 0,15 + 0,01
5,0mL NaCl ! %

1,0mL H,0 1,5 +0,1 0,20 £ 0,01
5,0mL H,O

Anailise de materiais de referéncia

A exatiddo do procedimento total foi avaliada pela andlise de
dois materiais de referéncia disponfveis: Dorm -1 (“Dogfish”),
do Conselho Nacional de Pesquisa do Canadd e uma amostra de
atum, que havia sido utilizada em um exercicio interlaboratorial
na Comunidade Européia®®. As umidades foram calculadas em
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aliquotas a parte e a Tabela 4 mostra os teores encontrados, em
base seca. Embora os materiais de referéncia nio tenham sido
certificados para metilmercirio,foram encontrados, na literatura,
referéncia a esses valores. Assim, Rezende? encontrou 396 + 68
ng g'! de metilmerciirio na amostra de atum, enquanto Horvat et
al*’ encontraram 748 + 10 ng g de metilmercirio na amostra
de Dogfish. Tanto estes valores, como aqueles certificados para
merctrio total, estio em concordincia com os valores encontra-
dos no presente trabalho.

Tabela 4. Comparagfo dos teores de mercirio total, mercirio
inorgnico e metilmerctirio (ng g*', peso seco) em materiais de
referéncia (n=5).

Dorm-1 Tonno

curva analitica 769126 38917

Hgww! adigio de analito  854+12 442£10

certificado 798+74 450£70

Heginorg. curva analitica 66128 < LD

adi¢éio de analito 10144 < LD

curva analitica 703£52 38917

metilmercirio  adigdio de analito  753%16 44210
literatura 748+10%2  396+68%

Aplicacio a amostras de interesse

O procedimento analitico proposto foi aplicado na andlise de
15 amostras de peixe, de diferentes procedéncias. Os resultados
(Tabela 5) mostram, em primeiro lugar, uma boa concordincia
entre os teores de merctirio em peixes, encontrados utilizando-se
calibragdo por adicfio de analito ou pela curva analitica, no caso
da digestdo alcalina. Observa-se, ainda, uma boa concordancia
entre os valores obtidos, para mercirio total, entre a digestdo
alcalina e a digestdio dcida, ambas usando calibragdo por curva
analitica. Para merciirio inorginico, também observou-se uma
boa concordancia entre os valores encontrados pela calibragdo
por adigdo de analito e curva analitica, utilizando-se obviamente
digestdo alcalina. Tais concordincias foram confirmadas pelo
teste t pareado, que mostrou que os resultados nio sdo significa-
tivamente diferentes ao nivel de confianga de 95%. Deve-se ob-
servar que as amostras nao foram homogeneizadas.

Limites de detecgio

O limite de detecgdo, de acordo com a IUPAC?!, deve ser
calculado a partir da andlise de um branco de campo, ie, de uma
amostra de igual composi¢do a daquela em questdo, mas sem o
analito; no caso aqui em estudo, tal branco seria uma amostra
homogénea de peixe sem mercirio, 0 que ndo foi possivel de
obter. Assim, utilizou-se apenas o branco dos reagentes, o que
subestima o limite de detec¢dio, uma vez que nio é medida a
influéncia da matriz. Os limites de detecgiio foram (n=10, k=3)
de 0,03 pg g (na amostra original) para mercdrio inorginico ou
total, considerando a digestdo de uma massa de 0,5 g
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Tabela 5. Teores de merciirio (ug g*' peso fresco) em amostras de peixe coletadas na regido amazénica, préximo a garimpos de

ouro, Alta Floresta, Mato Grosso (n=2).

Digestio alcalina dcida
Calibragio curva analitica adigdo padrio curva
analitica
Amostras Hg'w Heinore. Hg'ow! Heinorg. Hgtoul
1. Piraiba 2,16 + 0,07 0,24 £ 0,07 2,47 £0,19 0,26 £ 0,07 2,33%0,09
2. Pintado 0,80 £ 0,07 0,06 + 0,03 0,80 £0,03 0,06 + 0,03 0,91+0,04
3. Pintado 0,66 £ 0,01 0,04 + 0,01 0,66 £0,01 0,04 + 0,01 0,62%0,03
4. Pacu 0,03 + 0,02 <LD 0,03 +0,02 < L.D 0,02+0,01
5. Traira 0,31 £ 0,01 0,03 + 0,01 0,29 +0,01 0,03 + 0,01 0,29+40,01
6. Tucunaré 0,22 £ 0,03 0,07 £ 0,02 0,20 £0,04 0,07 £ 0,02 0,19£0,01
7. Tucunaré 0,38 £ 0,02 0,03 £+ 0,01 0,37 £0,03 0,03 £ 0,01 0,35+0,03
8. Tucunaré 0,35 £ 0,01 0,08 + 0,02 0,33 0,03 0,08 + 0,02 0,27+0,03
9. Tucunaré 0,28 + 0,01 0,04 + 0,03 0,29 £0,03 0,04 + 0,04 0,2610,02
10. Pintado 0,27 + 0,01 <LD 0,26 +0,01 < LD 0,29+0,02
11. Curvina 0,72 + 0,01 0,03 = 0,01 0,72 +0,04 0,03 % 0,01 0,7840,04
12. Pirafba 2,85 £ 0,05 0,21 £ 0,02 2,96 £0,18 0,22 +0,02 3,1410,18
13. Piraiba 3,74 £ 0,22 0,25 £ 0,04 4,29 +0,13 0,30 £ 0,08 3,9540,15
14. Pintado 0,18 + 0,01 <LD 0,18 +0,01 < LD 0,22+0,01
15. Curvina 0,74 £ 0,05 <LD 0,81 +0,02 <LD 0,9110,04
CONCLUSOES 9. Kato, T.; Vehiro, T.; Yasuhara, A., Morita, M.; J. Anal.

Os pardmetros relativos a leitura instrumental (influéncia da
concentragfio final do NaOH no frasco de reagdo, influéncia do
volume de redutor, influéncia do volume de cisteina 1% adici-
onada ao frasco de reagiio, influéncia da presenga de dcido
sulfirico e tempo de agitagio) nfio se mostraram criticos den-
tro dos intervalos estudados. Na digestdo das amostras, o uso
de cisteina e/ou NaCl ndo influenciou significativamente nos
resultados, embora o tivesse feito na auséncia da matriz. Ra-
z0es massa de amostra / volume de solugfio digestora de até
0,5 g por 3 mL de NaOH 45% podem ser utilizadas.

Os valores obtidos para o merciirio total por digestdo alca-
lina mostraram-se equivalentes aqueles obtidos por digestdo
dcida. Também, os teores de merciirio total e inorgénico en-
contrados por adigdo de analito foram equivalentes aos encon-
trados por curva analitica, no caso da digestdo alcalina. Os
resultados encontrados pelo procedimento proposto na andlise
de materiais de referéncia, mostraram-se em concordincia com
os resultados certificados ou relatados na literatura, tanto para
mercirio total como para metilmercirio, utilizando-se curva
analitica ou adigfo padriio para calibragio.

Os limites de detec¢do encontrados a partir do branco dos
reagentes, submetido & todo o procedimento analitico, foi de
30 ng.g”', para mercdrio inorgdnico assim como, para merctirio
total (relativos a uma massa de 0,5 g de amostra). Estes valo-
res podem ser melhorados pelo uso de reagentes mais puros,
ou pelo uso de maior massa de amostra, embora adequem-se a
determinag@o de merciirio em peixes.

REFERENCIAS

1. Cappon, C. J.; Smith, J. C.; Anal. Chem. 1980, 52, 1527-1529.
2. Ealy, J. A.; Shults,W. D.; Dean, J. A.; Anal. Chem. Acta.
1973, 64, 235.

3. Sanemasa, I.; Haraguchi, K.; Nagai, H.; Anal. Chim. Acta.
1981, 130, 149.

. Sumino, K.; Kobe J. Med. Sci. 1968, 14, 115.

. West66, G.; Acta Chem. Scand. 1966, 20, 2131.

. Cappon C. J.; Smith J. C.; Talanta. 1977, 25, 299.

. Jimenez S. M.; Sturgeon R. P.; J. Anal. Atom. Spectrom.
1997, 12, 597.

. Emteborg, H.; Sinemus, H-W,; Radziuk, B.; Baxter, D. C.
& Frech, W.; Spectrochimica Acta, B, 1996, 51, 827.

NN

=)

482

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

. Magos, L.; Analyst. 1971, 96, 847.
24,

25

26.

27.

28.

29

30.

31.

Atom. Spectrom. 1992, 7, 15.

. Krupp, E. M.; Briimping, R.; Furchtbar, U.R.R. & Hirner,

A. V.; Fresenius J. Anal. Chem. 1996, 354, 546.

. Liang, L.; Horvart, M.; Bloom, N. S.; Talanta, 1994, 41, 371.
. MacCrehan, W. A. e Durst, R. A.; Anal. Chem. 1978, 50, 2108.
. Wilken, R. D.; Hempel, M.; Hintelmann, H.; Speciat. in

Environ. and Bio. Sci. 1991, 14, 121.

. Falter, R.; Schéler, H. F.; J. Chromatogr. 1994, 675, 253.
. Krull, 1. S.; Bushee, D. S.; Schleicher, R. G.; Smith, Jr.

S. B.; Analyst. 1986, 111, 345.

Tatton, J.O'G. e Wagstaffe, P. J.; J. Chromatogr. 1969,
44, 284.

Sarzanini, C.; Sacchero, G.; Aceto, M.; Abollino, O.;
Mentast, E.; Anal. Chim. Acta, 1994, 284, 661.

Collett, D. L.; Fleming, D. E.; Taylor, G. A.; Analyst.
1980, 105, 897.

Weber, J. A.; Reisinger, K.; Stoeppler, M.; Toxicol. and
Environ. Chem. 1987, 13, 153.

Ergligyener, C.; Aygun, S.; Ataman, O. Y.; Temizer, A.;
J. Anal. Atom. Spectrom. 1988, 3, 177.

Rezende, M. C. R; Campos, R. C.; Curtius, A.J.; J. Anal.
Atom. Spectrom 1993, 8, 247.

Welz, B.; J. Anal. Atom. Spectrom. 1998, 15, 415.

Luckas, B. e Harns, V.; in Fortschritte in der atomspektro-
metrischem spurenanalytik, 1; Welz, H. B., Ed.; Verlag
Chemie; Weinheim 1984; p. 421-426.

. Campe, A.; Velghe, N.; Clayes, A.; Atomic Spectr. 1982,

3, 122.

Campos, R. C. e Curtius, A. J.; Semindrio Nacional, Ris-
cos e Consequéncias do Uso do Mercirio, FINEP,
U.F.R.J, Rio de Janeiro 1990, 110.

Campos, R. C.; Dissertacdo de mestrado, Dep. de Quimi-
ca, P.U.C/R.J. 1980.

Bortoli, A. et al; Bull. Chim. Igien. 19990, 41, 1, in Rezende,
M. C. R,; Campos, R. C.; Curtius, A. J.; J. Anal. Atom.
Spectrom. 1993, 8, 247.

. Rezende, M. C. R.; Tese de doutorado, Dep. de Quimica,

P.U.C/R.J. 1992 p.22-26.

Horvat, M e Byrne; Speciat. in Environ. and Bio. Sci.
1991, 14, 117.

Analytical Methods Commitee; Analyst, 1987, 112, 199.

QUIMICA NOVA, 22(4) (1999)





