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Comentarios da tradutora

Desde que comecei a analisar mercurio, sentia a necessidade de um
manual como este, como uma forma de orientacao ¢ esclarecimento de cada
acdo envolvida nas andlises. Entdo, quando o Dr. Akagi me pediu para
traduzir o Manual de Analises de Mercurio, fiquei muito a vontade para
realizar esse trabalho.

Tudo comegou em 1992 quando tive o meu primeiro contato com a
metodologia Akagi de analise de merctrio total. Em minha primeira viagem
ao Japao, participando de um projeto de controle da polui¢ao por merctrio em
um centro de pesquisa proximo de Toquio, pedi para visitar o National
Institute for Minamata Disease-NIMD ¢ conhecer um pouco mais da
experiéncia do Japao sobre a Doenga de Minamata.

No NIMD, fui convidada pelo Dr. Akagi para analisar o teor de
mercurio total de meu proprio cabelo. Fiquei impressionada com a rapidez e
precisio da metodologia. A partir dai teve inicio as negociacdes entre o
DNPM e a JICA, e dois anos depois eu voltava a Minamata para o meu
primeiro periodo de treinamento nas metodologias Akagi de analises de
mercurio. Nesta época, acompanhava o desenvolvimento das anélises fazendo
diversas anotagdes em meus cadernos, sem as quais, seria dificil prosseguir.
Eram muitas as informagdes: preparagao das solugdes usadas nas andlises,
descontaminagcdo da vidraria, o manuseio de equipamentos novos e as
metodologias analiticas propriamente ditas.

Um ano depois, o convénio DNPM/JICA implantou o Laboratério de
Andlises de Mercurio no DNPM em Belém-PA e equipou o Instituto Evandro
Chagas-IEC e o Centro de Tecnologia Mineral-CETEM com equipamentos
para dar suporte a implementacdo das metodologias Akagi em seus

laboratorios. Desde entdo, os laboratorios receberam diversos treinamentos



ministrados pelo Dr. Akagi. E a cada periodo, aumentava o volume das
anotacdes, uma vez que, ao longo desse tempo, tanto os equipamentos quanto
as analises foram sendo aprimorados, refletindo em mudangas nas
metodologias. Desta forma, foi com grande satisfacdo que recebemos o
Manual de Anélises de Mercurio do Dr. Akagi, que conseguiu sintetizar quase
duas décadas de estudos em um tUnico manual, objetivo e de facil
entendimento, mesmo para os iniciantes.

Ao longo da leitura descobrimos que nao se trata apenas de um manual
tipo “receita de bolo” para executar uma analise, mas de todo um
procedimento analitico visando o entendimento de cada passo das analises. E
este procedimento envolve desde a amostragem de matrizes ambientais e
bioldgicas nos diversos compartimentos, passando pela lavagem e
descontaminacgdo de todos os materiais utilizados, a preparagao das solugdes, o
manuseio dos equipamentos até as etapas das analises, tanto para mercurio
total quanto para metilmercurio, além dos calculos dos resultados. Para
algumas andlises ainda ¢ apresentada uma alternativa de metodologia
simplificada. E o que ¢ melhor, todas essas etapas vem com explicagdes
detalhadas (Notas de Procedimentos) sobre cada procedimento.

Enfim, agora dispomos de um manual ndo sé para executar analises de
mercurio total e metilmercurio, mas um manual para pesquisa permanente
sobre tudo que envolve as andlises de mercario. Espero que toda a

comunidade tenha bom proveito.

Terezinha M. Cid de Souza, MSc.

Laboratorio de Analises de Mercurio do DNPM 5°. DS/PA
Fone: 91-32994572

E-mail: terezinha.cid@dnpm.gov.br



Margo 2004
Prefacio

A reunido de fevereiro de 2003 do Conselho Administrativo do 22°
Programa Ambiental da ONU (UNEP) fez o relatéorio de Avaliacdo do
Mercurio Global e adotou uma resolugao para agdo internacional futura.

Paises desenvolvidos estdo atualmente direcionando o problema dos
efeitos adversos a saude da exposicdo humana para baixos niveis de
metilmercuario. No Japdo, peixes € moluscos sdo uma valiosa fonte de proteina
como também um pilar da cultura culinaria da nacao; entdao, uma cuidadosa e
rapida resposta ao risco da exposi¢do ao mercurio pelo consumo de peixes e
moluscos, baseada na ciéncia € necessaria.

Para estudar os efeitos adversos a satide no desenvolvimento de fetos e
criangas expostos a baixos niveis de metilmercutrio, o Japao iniciou um estudo
de grupos em 2002 seguindo dois estudos de grupos antecedentes: um
empreendido nas ilhas Faroe e outro na Republica Seychelles.

Ainda hoje, plantas de gera¢do de energia pela queima de carvdo em
varios paises ao redor do mundo continuam descarregando mercirio no meio
ambiente, enquanto plantas industriais produzindo cloro e alcali continuam
descarregando merctirio nos sistemas aquaticos. Além disso, paises em
desenvolvimento com operagdes de mineragdo de ouro estdo sofrendo de
poluicao séria causada pelo uso de mercurio no refino de ouro. Entdo, fica
claro que ¢ essencial que o estado de poluicao de mercurio seja monitorado.

Contra este cenario, tecnologia capaz de andlise altamente precisa de
mercurio total e metilmercurio deve ser disponibilizada no Japao e em outros
lugares de forma que a avaliagdo precisa do risco possa ser conduzida. Neste

espirito, o Ministério do Meio Ambiente preparou o Manual de Andlises de



Mercirio para dar lugar a métodos analiticos testados e aceitos
internacionalmente para uma aplicagdo pratica mais difundida.

Como presidente do comité para este manual, eu gostaria de expressar
minha gratidao a todos que participaram de sua preparacao. Eu estou confiante
de que este manual serd amplamente empregado em vérias partes do mundo

como uma ajuda pratica para a analise de mercurio.

Tsuguyoshi Suzuki
Presidente

Comité para o Manual de Analises de Mercurio
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1. Introducéo

A obtencdo de dados analiticos confiaveis para mercario requer o
seguinte: coleta apropriada de amostra; pré-tratamento para analise; a sele¢ao
de um método de medida e método de preparagdo para solugdes de amostras
teste aplicdvel as amostras; experiéncia no seu uso; ¢ confirmagdo da
confianga nos proprios dados analiticos. Além disso, ao executar uma analise,
tem-se que prestar atencdo regularmente para prevenir contaminagdo das
amostras mantendo o laboratorio limpo; provendo ventilagdo apropriada; e
lavando adequadamente aparatos de vidro, ferramentas, e demais recipientes.

Quando avaliar os efeitos do merctrio adversos a saude e explicar sua
dinamica e rotas no homem e no ambiente, além de executar uma analise
quantitativa para mercurio total, deveria executar também andlises
quantitativas para metilmercirio e merctrio inorganico separadamente. Este
manual primeiro prové uma descricdo de amostragem seguida pelas descri¢des
dos métodos analiticos para mercurio total e metilmercurio para cada amostra
designada.

Deve ser observado que, para andlise de mercario em peixes e
moluscos, agua, ar, solo (conteudo e seu filtrado) e similares, os seguintes
regulamentos oficiais foram observados, entre outros: "Padroes Reguladores
Provisorios para Peixes e Outros Produtos Marinhos" (Notificagdo Diretor-
geral N°. 99, Agéncia de Saide Ambiental, Ministério da Saude e Bem-Estar,
de 23 de julho de 1973); o método listado na tabela anexada a Agéncia de
Informagdes Ambientais N°. 59 emitido em Dec. 1971 (Padrdes de Qualidade
Ambiental para Poluicdo de Agua); o Manual de Métodos de Medic&o para
Poluentes Perigosos de Ar (Regulamento Ambiental de Ar N°. 88, de 31 de
marco de 1999); e Ministério da Informacdo Ambiental N°. 19, de 6 de margo

de 2003. Em casos onde a analise ¢ uma exigéncia do regulamento oficial, um



método analitico satisfatorio para cada caso pode ser usado. Mais adiante,
foram informados varios outros métodos para analise de mercurio. Ao usar
quaisquer destes métodos analiticos, a pessoa deveria praticar um cuidadoso
controle de qualidade/garantia de qualidade dos dados obtidos, incluindo
determinacao simultanea de materiais de referéncia certificados satisfatorios
(CRMs).

Atualmente, os CRMs preparados para o controle de
qualidade/garantia de qualidade de valores analiticos para mercurio como
também para metilmercurio em varias matrizes bioldgicas e ambientais estdo
comercialmente disponiveis em vdarias organizagdes, inclusive o IAEA
(Agéncia Internacional de Energia Atdmica, Servicos de Controle de
Qualidade Analiticos), NIST (Instituto Nacional de Padrdoes e Tecnologia,
Escritorio de Materiais de Referéncia, EUA), NRCC (Conselho Nacional de
Pesquisa do Canadd), e NIES (Instituto Nacional para Estudos Ambientais,

Japao). Estes CRMs podem ser usados conforme a necessidade.
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2. Amostragem
2-1 Amostras ambientais

2-1-1 Amostras bioldgicas (peixe e molusco)

A poluicdo da d4gua causada por metilmercirio pode ser
convenientemente monitorada medindo-se a bioacumulacdo de mercario em
peixes. Adicionalmente, 0 monitoramento do mercirio em peixes € moluscos
freqiientemente ingeridos pela populagdo em uma regido particular ¢ um meio
satisfatorio de se avaliar os niveis da exposi¢do humana, porque a exposi¢ao
humana ao metilmerctrio ocorre principalmente pelo consumo de peixes e
moluscos. Além disso, uma vez que a maioria do mercurio presente no peixe
esta na forma de metilmerctrio, a medida de mercurio total em peixes pode
ser usada para se avaliar o consumo de metilmercirio por humanos.
Entretanto, o metilmercario também deveria ser medido em casos onde
aparecem valores extremamente altos e em casos que envolvem consumo de
carne de baleia e tecidos de 6rgdo cuja proporcao de metilmercurio para
mercurio total ndo ¢ sempre constante.

Quando coletar amostras de peixes, registrar a data da coleta, local,
espécies, e idades. Medir também comprimento e peso e registrar a aparéncia.
Para peixes, coletar 10-20 gramas da por¢do comestivel, colocar em sacos de
polietileno, e armazenar em congelador. Para moluscos, dividir o musculo,
conteido da area digestiva, e musculo adutor (para caracois que falta um
musculo adutor, dividir a por¢do comestivel), colocar as porcdes em sacos de
polietileno, e armazenar em congelador. Uma vez que particulas de sedimento
de fundo estdo freqiientemente contidas nas areas digestivas de moluscos,

remover estas particulas antes do armazenamento.
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De acordo com o Regulamento de Higiene de Alimentos do Japao, o
padrao regulador para mercario em peixes € moluscos ¢ de 0,4 mg/kg (peso
umido) como mercurio total. O nivel de base de mercurio total em peixes e

moluscos ¢ considerado entre 0,01-0,1 mg/kg (peso umido).
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2-1-2 Agua
Quando a fonte de contaminagdo esta conectada diretamente a um rio,

lago, pantano, ou oceano, ou quando a contaminagdo ¢ esperada de ter
esparramado de um rio a um lago, pantano, ou oceano, coletar amostras de
agua de varias areas. Usar um amostrador de agua Bandon ou um similar para
coletar as amostras de 4gua, preferencialmente a 20-30 cm abaixo da
superficie. Tomar muito cuidado para impedir que sedimento de fundo entre
em amostras de agua coletadas proximo ao fundo. Em principio, coletar
amostras de 4gua do mar em maré alta e evitar dias ventosos ou chuvosos.
Para lagos, pantanos, e regioes de oceano, declarar claramente a data de
coleta, local, qualidade da &gua em geral, posicdo relativa a fonte de
contaminacgao, € outras informacgaoes.

Manter as amostras de agua em recipientes lacrados de vidro ou Teflon
que tenham sido bem lavados com acido cloridrico ou outros agentes antes de
serem transportados. Para mercurio total, o Padrdo de Efluentes do Japao e o
Padrao de Qualidade Ambiental sao 0,005 mg/L (ppm) e 0,0005 mg/L (ppm),
respectivamente, de acordo com Notificagdo No. 64 da Agéncia Ambiental
(setembro de 1974) baseado na Lei de Controle da Poluicdo de Aguas no
Japdo. Para alquilmercurio, ambos os Padrao de Efluentes e Padrio de
Qualidade Ambiental estipulam que nao deve ser detectavel acima do limite
de detecgdo de 0,0005 mg/L (ppm) quando analisado com os métodos oficiais
providos pela Lei de Controle da Polui¢io de Aguas. Quando um acidente de
contaminacao causar uma liberagdo subita de esgoto contendo niveis altos de
mercurio, os niveis de mercurio total e alquilmercurio devem ser avaliados de
acordo com estes padroes oficiais. Os niveis de base de mercurio total sdao
geralmente 0,5-3 ng/L (ppt) para 4gua de oceano, 2-15 ng/L (ppt) para agua de
costa, e 1-3 ng/L (ppt) para rios e lagos.

13



2-1-3 Sedimento/solo

Quando coletar amostras de solo, variar a freqiiéncia de coleta de
amostras dependendo da posi¢ao plana da fonte de poluicdo de mercurio e da
extensdo da contaminagdo suspeita. Enquanto varios métodos de coleta de
amostras de solo tém sido propostos, a Lei de Medidas Defensivas contra a
Poluicdo do Solo do Japao (Ministério do Meio Ambiente, 2003)
implementada em 2003 prové descri¢cdes detalhadas dos métodos para coleta
de amostras de solo. Estes métodos serviram como a base para os métodos de
amostragem disponibilizados neste manual. Resumidamente, na maioria das
situagdes de polui¢do, coletar uma amostra por 100 m® (baseado em uma
malha de 10 m x 10 m). Em locais onde o registro de poluicao sugere que o
risco de poluicdo ndo ¢ extremo, obter uma amostra misturando amostras
obtidas em cinco pontos por 900 m* (baseado em uma malha de 30 m x 30 m).
Com este método de misturar cinco pontos, coletar amostras individuais de um
total de cinco pontos: o ponto do centro de cada malha e quatro sub-pontos
fixados ao redor. Combinar estas cinco amostras para obter uma amostra
composta final. Isto aumenta a representatividade das amostras de solo obtidas
de cada malha. Embora os locais dos quatro sub-pontos ndo sejam fixados
precisamente, ¢ desejavel coletar as quatro amostras em pontos ao norte, sul,
leste, e oeste do ponto do centro.

A cada ponto de amostragem, coletar as amostras de solo entre a
superficie da terra e 50 cm abaixo. Especificamente, coletar as amostras
individuais de duas regides separadas, uma entre a superficie da terra e um
ponto 5 cm abaixo da superficie, € a outra na area de 5 cm para 50 cm abaixo
da superficie da terra. Depois de coletar as amostras de solo, remover a
maioria dos corpos estranhos (seixos, raizes, etc.) de cada amostra e

homogeneizar cada amostra misturando através do método de quarteamento.
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Depois da homogeneizacdo, misturar um peso igual de cada amostra para
obter uma amostra composta final. Semelhantemente, para o método de
mistura de cinco pontos, misturar um peso igual de cada uma das cinco
amostras (homogeneizadas com o método de pré-tratamento de solos
mencionado acima) para obter uma amostra composta para as analises de
mercurio.

Para rios, sdo escolhidos pontos de amostragem que permitam fécil
coleta do sedimento de fundo a intervalos de 50-200 m a jusante do ponto de
descarga de esgoto industrial ou drenos urbanos; além disso, ¢ desejavel que
cerca de dois pontos sejam fixados a montante para coleta de sedimento de
fundo como controle. O ponto de coleta para as amostras de sedimento
normalmente ¢ especificado em ambas as margens e no centro do rio. Onde o
rio € largo, aumentar o nimero de pontos de amostragem.

Para lagos, pantanos, e areas de oceano, centralizar radialmente os
pontos de amostragem no ponto de liberagdo ou foz do rio e conduzir uma
pesquisa em malha conforme a necessidade.

Para os métodos de amostragem, o amostrador tipo draga Ekman ¢
usado para coletar a camada de superficie do sedimento de rios, lagos,
pantanos, e beira-mar, ao passo que o classificador de sedimento tipo tubo ¢
usado para coletar amostras de colunas que permitem estimar o estado do
sedimento e a historia de contaminacao e acumulacao de mercurio.

Limpar o sedimento de fundo coletado de pedagos de madeira, seixos,
conchas, e pd e passar por uma peneira de malha de 2 mm para preparar a
amostra. Se a amostra tiver um conteudo alto de 4gua, centrifugar para
remover bem o sobrenadante e misturar para homogeneizar antes de submeter
a amostra a analise. Registrar a data, local, e condigdes gerais (aparéncia, cor,

cheiro, impurezas, etc.).
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Embora recipientes de vidro sejam os melhores para as amostras
coletadas, outros recipientes lacrados também podem ser usados. Lavar bem
os recipientes com acido cloridrico ou outro agente, antes do uso. Armazenar
as amostras em um lugar escuro refrigerado. Amostras que contém merctrio
metélico ou mercurio divalente devem ser armazenadas em um congelador.

Geralmente, o nivel de mercurio em solo ¢ menor que 0,2 mg/kg em
peso seco (ppm). Quando o nivel de mercurio total em solo ¢ encontrado
excedendo alguns mg/kg (ppm), existe o risco de que o mercurio migre do
solo para outros setores ambientais. Nestes casos, a contaminacdo de mercurio

em sistemas de dgua proximos também deve ser investigada.
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2-1-4 Plantas

Plantas normalmente apresentam pouca magnificagdo biologica de
metais pesados e por isso ndo sdo satisfatdrias para avaliar contaminagao.
Entretanto, os liquens tém varias propriedades que os tornam satisfatorios
como um indicador bioldgico de poluentes atmosféricos. Como em outras
plantas aéreas sem raiz, eles absorvem nutrientes diretamente do ar, acumulam
metais eficazmente, e apresentam resisténcia a altas concentracdes de metais
em seus tecidos.

Os liquens sao bem distribuidos geograficamente, tornando-os
satisfatorios ndo somente para uso doméstico, mas também para avaliagdes
internacionais da poluicdo de ar. Na realidade, os liquens (inclusive o
Parmelia e espécies Usunera) t€ém sido frequentemente usados em pesquisa
para avaliar a poluicdo de ar causada por mercurio e varios outros metais
pesados poluentes, e Garty (2001) publicou um artigo de revisdo relacionado
ao tema. Os liquens, que normalmente crescem em arvores ou galhos, sdo
coletados, bem lavados com agua, limpos de pedagos de madeira e poeira, e
secos para fazer uma amostra. Para andlises de mercurio, coloque alguns
gramas da amostra em um frasco e corte em pedacos com tesouras de

dissecacao.
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2-1-5 Atmosfera/ar

As amostras de ar sdo coletadas quando se acredita que poluicdo por
mercurio esta presente na atmosfera ou em ambiente de recinto fechado. Uma
vez que as concentragdes de mercurio na atmosfera variam enormemente, 0s
pontos de amostragem devem ser selecionados de maneira a clarificar a
distribui¢do de mercurio considerando-se a dire¢do prevalecente dos ventos e
a distancia da fonte de contaminacdo. Para obter amostras de ar do ambiente
em recinto fechado em geral e de ambiente em recinto fechado de locais de
trabalho, etc., divida a sala em uma malha de 3 m’ (com a largura da malha
ajustada para acomodar a extensdo do ambiente de trabalho) e coletar amostras
as interse¢des da malha. Em atengdo a possivel exposicdo humana, fixar os
pontos de amostragem a 1 a 2 m acima do piso. Para coletar merctrio na
atmosfera ou no ar em recinto fechado, colocar uma solu¢ao absorvente que
inclui 20 mL de solu¢do de permanganato de potassio a 0,1% e solucao de
acido sulfurico 1N em um impinger ou borbulhador semelhante. Para amostrar
o ar, usar uma bomba de suc¢do para coletar o ar na solugao absorvente do
ponto de amostragem a uma taxa de fluxo de 1 L/min, durante um
determinado tempo.

Devido o permanganato de potdssio comercialmente disponivel
freqlientemente conter mercurio, dissolvé-lo em acido sulfirico 1 N e ferver
para gerar um precipitado de MnO,. Esfriar e filtrar para uso como solucao
absorvente. Este procedimento pode remover todo o conteudo de mercurio e
pode tornar a absorbancia da solugdo teste do branco quase zero. A solucao
absorvente obtida desta maneira pode coletar vapor de mercurio eficazmente,
¢ um borbulhador contendo solucdo absorvente ¢ normalmente suficiente.

Se a solucdo absorvente evaporou e diminuiu de volume depois das

amostras de ar terem sido coletadas, completar a solu¢do absorvente a um
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volume fixo para fazer uma amostra teste. Separadamente desta amostra,
colocar em dois frascos volumes idénticos de solucao absorvente que nao foi
aerada. Deixar um desses frascos para a solugdo teste do branco; para o outro,
adicionar um volume fixo de solucao padrao de mercurio inorganico (II) para
criar uma solucdo padrao de teste.

A medida, acrescentar cloridrato de hidroxilamina a 10% gota a gota
até¢ descolorir o permanganato de potassio; determinar a concentracdo de
mercurio na solu¢do da amostra teste através de espectrometria de absorcao
atdmica por vapor frio, como nas outras amostras. Usando o volume de ar
coletado, calcular a concentracao de mercurio na amostra de ar. Este método
pode ser aplicado amplamente a testes da atmosfera ambiental, do ar de um
ambiente de trabalho, e do géas descarregado de uma fonte de emissdo ou de
eventos similares.

No Japao, nao foram estabelecidos valores padrdes para mercurio na
atmosfera nem para o ambiente nem para a fonte geradora. Entretanto, a
Sociedade de Saude Industrial do Japao recomenda uma concentragdo de
0,025 mg/m’ como a concentragio permissivel de vapor de mercurio no

ambiente de trabalho.
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2-2 Amostras Humanas

Merctrio em amostras bioldgicas - geralmente cabelo, sangue, urina
ou cordao umbilical - ¢ medido para avaliar o nivel de exposi¢do humana e a

carga no corpo.

2-2-1 Cabelo

A concentragdo de mercurio no cabelo ¢ freqiientemente usada como
um marcador bioldégico para exposicdo ao metilmerctrio porque reflete a
concentracao no sangue na ocasiao em que o cabelo foi formado. Ao mesmo
tempo, uma amostra de cabelo prové um método de amostragem simples e nao
invasivo como também um método de armazenamento que oferece uma boa
preservagdo da amostra. A concentracdo de mercurio detectada no cabelo €
geralmente 250-300 vezes a concentracao no sangue. Uma vez que o cabelo
cresce a uma taxa de aproximadamente 1 cm por més, € possivel a avaliagao
da exposi¢do passada. Entretanto, a concentragdo de mercurio no cabelo pode
aumentar como resultado da adesdo de vapor externo de merctrio e mercurio
morganico, diminuir como resultado de tratamentos de cabelo como
permanentes, e pode ser influenciada pelo local de coleta da amostra.

Em casos de ndo haver exposi¢do ao merclrio inorganico externo ou
vapor de mercurio, quase todo o mercurio no cabelo esta na forma de
metilmercuario; entdo, o nivel de exposi¢do ao metilmerctrio da dieta pode ser
avaliado medindo-se o mercurio total. Porém, como as pessoas envolvidas em
mineragdo e refino de ouro tém um risco alto de contaminacdo por mercurio
metalico e por vapor de mercario, a avaliacio da exposi¢ao atual ao
metilmercurio so € possivel pela medida tanto do metilmerctirio como também
do mercurio total no cabelo. As amostras de cabelo deveriam ser obtidas da

area occipital da cabeca e deveriam incluir pelo menos 20 fios de cabelo
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medindo 1 cm de comprimento (aproximadamente 10 mg no total) cortado
com tesoura a raiz do cabelo. Amarrar os fios do cabelo amostrado juntos pelo
final da raiz com uma linha de algoddo ou coloque uma fita adesiva ou algo
similar de forma que o final da raiz possa ser identificado. Colocar a amostra
em um saco de polietileno e armazenar a temperatura ambiente. Entre a
populacao geral no Japao, a concentragao de mercurio no cabelo esta na faixa

de 1-5 ppm e raramente excede 10 ppm.

2-2-2 Sangue

Para pessoas que ingerem grandes quantidades de peixe e molusco, a
relagdo de concentragdo de mercurio de células vermelhas do sangue para
plasma (soro) ¢ aproximadamente 10:1, e a maioria do merctrio contido nas
células vermelhas estd na forma de metilmerctrio; consequentemente, a
exposicao ao metilmercurio pode ser avaliada medindo-se o mercurio total no
sangue. E acreditado que 50% do mercurio inorginico estio presentes no
plasma e a concentragdo de mercirio no plasma aumenta em relagdo a
quantidade de mercurio inorganico acumulada nos rins. Assim, a exposi¢ao ao
mercurio inorganico/vapor de mercurio pode ser avaliada medindo-se o
mercurio total no plasma.

Uma amostra de sangue na faixa de varios mililitros ¢ coletada
usualmente de uma veia em um tubo de injecdo que j& contém um
anticoagulante (heparina) e transferido para um recipiente lacrado. A amostra
¢ entdo centrifugada a 3.000 rpm durante 10 minutos para separar as células
vermelhas do plasma. Amostras a serem armazenadas por um longo periodo
de tempo devem ser congeladas. Enquanto a concentracdo de merctrio no
sangue da populacdo geral no Japao geralmente ndo excede 40 ng/g, pessoas

cuja dieta € rica em peixe as vezes t€ém valores mais altos.
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2-2-3 Urina

A maioria do mercurio presente na urina esta na forma de mercurio
inorganico. A concentragao de mercurio na urina aumenta em relagdo ao nivel
de mercurio inorganico acumulado nos rins. Portanto, o valor de mercurio
total na urina ¢ um importante bio-indicador para avaliar a exposi¢ao ao
mercurio inorganico/vapor de mercurio. Por outro lado, escoamento de
metilmerctrio na urina pode acontecer em casos de doenga renal.

Como a concentracdo de mercurio na urina também varia com a taxa
de excregdo, € necessario corrigir isto com a concentragdo de creatinina na
urina ou coletar a amostra de urina em um momento designado.

Geralmente, como nas analises habituais de urina, 50-100 mL de urina
¢ coletada como uma amostra em um copo de papel no inicio da manha. A
amostra ¢ entdo armazenada sob refrigeracdo em um recipiente de polietileno.
Amostras a serem armazenadas por mais de um més devem ser congeladas.
Considerando que a urina contém muitos sais inorganicos, até mesmo urina
fresca pode gerar precipitado. Assim, a amostra deve ser homogeneizada por
agitacdo antes da analise. Também pode ser utilizado um método, onde a
solubilidade dos sais ¢ aumentada abaixando o pH da amostra de urina pela
adicdo de uma pequena quantidade de acido cloridrico. Tomar precaugdo para
assegurar que nao proliferem microorganismos, pois eles podem causar a
reducdo de mercurio inorganico a vapor de merclirio que escapara € sera
perdido. E consenso que o nivel médio de merctrio na urina da populagio em
geral em uma regido sem qualquer exposi¢cdo particular ao mercurio ¢ menos

que 10 ng/mL.
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2-2-4 Cordao Umbilical

Quando alimento contendo metilmercurio ¢ ingerido pela mae durante
a gravidez, o metilmercurio atravessa facilmente a placenta, transferindo-se do
corpo da mae ao feto e expondo o feto ao metilmercurio. Um grande exemplo
disto foi a ocorréncia de muitos casos fetais da doenca de Minamata
acompanhada por sintomas cerebrais severos como paralisia. Isto foi causado
pela ingestao de peixe e molusco altamente contaminados com metilmercurio
por maes gravidas quando a doenca de Minamata era prevalecente no Japao. O
mercurio no corddo umbilical ¢ usado como um bio-indicador satisfatorio de
exposicao ao metilmercurio durante o periodo fetal porque a concentragao de
mercurio no corddo umbilical ¢ altamente correlacionada com a concentragao
no sangue do corddao umbilical, e a maioria do mercurio presente no cordao
umbilical estd na forma de metilmercario. Vdarios centimetros do cordao
umbilical do lado do feto sdo coletados na entrega e lavados com solugdao
salina fisiologica para remover o sangue. A amostra ¢ armazenada congelada
até a hora de analise.

A amostra de corddo umbilical também pode ser armazenada como
uma amostra seca por um longo periodo se foi seca ao ar apds a coleta. Além
disso, desde que ¢ uma tradicdo para as familias no Japao armazenarem com
cuidado o corddo umbilical, a exposicdo ao mercurio por ocasido do
nascimento de cada crianca pode ser avaliada medindo-se o teor de mercurio.
Porém, corddes umbilicais que antecedem os anos setenta, contém
freqlientemente quantidades mais altas de mercurio inorganico devido a
aplicagdo de mercurio-cromo (um anti-microbial que contém mercurio) que
era extensamente usado como uma preparacdo externa; entdo, nesses casos ¢
necessario medir o metilmercurio. O corddo umbilical armazenado ¢

encharcado em 4gua para umedecé-lo, lavado com agua para remover o
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sangue e outras substancias aderidas, € seco a temperatura ambiente para
preparar a amostra para analise.

A concentracdo de metilmercurio no corddao umbilical da populagdo
em geral no Japao ¢ considerada estar ao redor de 0,1 ug/g (peso seco).

Tem sido informado que a concentracdo de metilmerctrio no cordao
umbilical pode ser tdo alta quanto varios pg/g (peso seco) em criangas

nascidas durante a epidemia da doenga de Minamata.

Tabela de Converséo

1 ppm =1 mg/kg (L) =1 pg/g (mL) = 1 ng/mg (uL)
1 ppb =1 pg/kg (L) =1 ng/g (mL)

1 ppt =1 ng/kg (L)
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3. Método Analitico para Mercurio Total

Os métodos convencionais para medir mercurio total incluem
espectrometria de absor¢do (colorimetria de ditizona), analise de ativacdao de
néutron, e espectrometria de absor¢do atdmica por vapor frio. Em
espectrometria de absor¢do, a ditizona forma um complexo com os ions de
metal e produz uma solucao organica colorida. A intensidade de cor varia com
a concentracdo de mercurio. Embora este método tenha sido usado
historicamente por causa da simplicidade dos procedimentos, seu uso
diminuiu drasticamente com a introducdo da espectrometria de absor¢do
atdmica altamente sensivel, nos anos sessenta.

Em andlise de ativagdo de néutron, néutrons térmicos sao irradiados
em um reator nuclear e a radiagio gama do '""Hg gerado é medida por
quantificacdo comparativa com a amostra padrao. Isto habilita andlise ndo
destrutiva na qual a amostra ¢ analisada diretamente sem qualquer pré-
tratamento como concentragdo, ¢ ¢ altamente precisa e sensivel. Porém, ndo ¢
usada freqlientemente devido a seu alto custo, a necessidade de um reator
nuclear, ¢ a necessidade de um aparato de medida caro, sem mencionar as
exigéncias de seguranga para manusear materiais radioativos.

Em espectrometria de absor¢do atdmica por vapor frio, mercurio ¢é
convertido em vapor de mercario elementar, o qual ¢ introduzido em uma
cé¢lula de absorcao e a absor¢do ¢ medida a 253,7 nm para determinagdo da
quantidade. E um método muito mais sensivel quando comparado com a
convencional espectrometria de absor¢do atdomica por chama. Outras
vantagens incluem sua habilidade para medir mercurio nas amostras com um
espectrofotdbmetro de UV ou uma simples lampada de mercurio. E
grosseiramente classificado no procedimento de reducdo/aeracdo e o

procedimento de combustdo de amostra de acordo com o modo de geracdo
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para mercurio na forma elementar. O anterior envolve digestdo umida com
uma mistura de 4cidos fortes seguida pela adi¢do de um agente redutor para
gerar vapor de mercurio elementar (Hg®). No posterior, o vapor de mercurio
elementar (Hg®) é gerado através da combustio direta da amostra a ser
analisada. Atualmente, o método mais comum estda baseado na técnica
anterior.

Aqui ndés descrevemos - entre estes métodos analiticos altamente
sensiveis - um método que envolve digestdo imida, redugdo e espectrometria
de absor¢ao atdomica por vapor frio (CVAAS) (o sistema aberto de circulacao
do fluxo de ar) que oferece melhorias significativas sobre o método

convencional.
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3-1 Determinacgéo por digestao umida/reducéo/espectrometria de
absorcédo atomica por vapor frio (CVAAS) (sistema aberto de
circulagéo do fluxo de ar)
Principio

O presente método que envolve reducao e espectrometria de absorcao
atomica por vapor frio (CVAAS) (sistema aberto de circulagdao do fluxo de ar)
¢, em principio, semelhante ao sistema de circulacdo convencional em que o
método inclui o seguinte: redu¢do de fons Hg”" na solucdo da amostra com
cloreto estanhoso para gerar vapor de merctrio elementar (Hg’); e a
introducdo de vapor de mercurio na célula de foto-absor¢ao para a medida de
absorbancia a 253,7 nm. Porém, diferente do sistema convencional fechado no
qual o vapor de mercurio elementar gerado € continuamente circulado com
uma bomba de diafragma por um recipiente reator, um tubo moldado em U
empacotado com um agente secante, ¢ a célula de foto-absorc¢do, o presente
método usa um sistema aberto de circulacdo do fluxo de ar como mostrado na
Figura 1. O aparato constitui um sistema fechado e inclui uma bomba de
diafragma, recipiente de reacdo, armadilha de gas 4cido, armadilha de
umidade (banho de gelo), e uma valvula de 4-estagios. Durante sua operagao,
o vapor elementar gerado pela adi¢do de cloreto estanhoso ¢ circulado via
valvula de 4-estagios a uma taxa de fluxo de 1-1,5 L/min por 30 segundos
para homogeneizar a concentragdo na fase gasosa. A valvula de 4-estagios ¢
entdo girada 90° para introduzir a fase gasosa toda de uma vez na célula de
foto-absor¢do. A medicdo ¢ completada dentro de um minuto por amostra com
este aparato que pode medir até mesmo 0,1 ng de mercuario com alta precisao.

Adicionalmente, no método para preparar a solu¢do da amostra para o
presente método, a forma de digestdo imida convencional ¢ melhorada pelo

uso de um frasco de 50 mL com um longo pescogo (pelo menos 10 cm), como
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~ o 1 .
um baldo volumétrico de paredes grossas com uma rolha de vidro, como

também um sistema misto de acidos com uma taxa aumentada de acido

sulfirico, HNOs-HCIO4-H,SO,4 (1+1+5), que ja contém acido perclorico, para

a digestdo da amostra. Isto ¢ inovador na digestdo da amostra que pode ser

completada em um tempo relativamente curto sem perda de mercurio. E um

método simples onde a amostra ¢ submetida a digestdo imida em uma chapa

elétrica a 200-230°C durante 30 minutos e apds resfriada tem seu volume fixo

completado com agua. Este método pode ser aplicado diretamente a digestdao

de amostras biologicas inclusive cabelo, sangue, € peixe como também varias

amostras solidas como sedimento e solo. Nao é necessario um condensador de

refluxo durante o aquecimento.

Amostra
(max 20ml)
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Figura 1. Diagrama Esquematico de Reducdo/Espectrometria de Absorcao
Atomica por Vapor Frio (CVAAS) (Sistema de Circulagdo Aberta

de Fluxo de ar)®
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Notas de Procedimentos

1. Um baldo volumétrico de paredes grossas feito de PyrexR, disponivel pela
Koei Co. Ltd., Kumamoto, Japan, ¢ recomendado por razdes de
seguranga. Se este for indisponivel, um baldo volumétrico de PyrexR
disponivel comercialmente pode ser usado. Além disso, um tubo de
ensaio feito de PyrexR (21 mm de diametro e 200 mm de altura) pode ser
usado em vez do balao volumétrico, e um bloco aquecedor de aluminio
pode ser usado em vez de uma chapa elétrica para digestdo da amostra
usando o mesmo procedimento como descrito acima.

2. O aparato automatizado baseado neste principio estd comercialmente

disponivel como um Analisador de Merctrio Semi-automatizado Modelo

Hg-201 (Sanso Seisakusho Co. Ltd., Tokyo, Japan).
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3-1-1 Amostras Bioldgicas (incluindo peixe, molusco, sangue humano,
urina, e tecidos como cord&o umbilical)

Este método ¢ aplicado a amostras bioldgicas como peixe, molusco,
sangue humano, urina e tecidos como corddo umbilical. Antes de ser pesada, a
amostra ¢ colocada em um frasco, cortada em pedacos finos com tesouras de
dissecacdo, e homogeneizada a um estado pastoso grosseiro, para preparagao
para andlise. Amostras liquidas como sangue sdo bem misturadas com uma

pipeta Pasteur com um bulbo de borracha na preparacao para analise.

a. Reagentes

(1) HNO3-HClO4 (1+1): Misturar 100 mL de acido perclérico (para medida
de metais toxicos) em 100 mL de acido nitrico (para medida de metais
toxicos). (Armazenar em um local escuro refrigerado).

(2) H2SO04: Acido Sulfurico (para medida de metais toxicos).

(3) Agua Destilada: Destilar agua deionizada e armazenar em um
recipiente limpo de vidro.

(4) HCI: Acido cloridrico (grau analitico).

(5) Solucao de SnCl2 10%: Dissolver 10 g de cloreto de estanho (II)
dihidratado (grau analitico), SnCl2 -2H20, em 9 mL de HCI e diluir a
100 mL com agua destilada. Aerar com gas N2 (100 mL/min., 20-30
minutos) para expelir qualquer merctrio da solugao.

(6) NaOH 5N: Dissolver 20 g de hidroxido de sodio (grau analitico) em
agua destilada e completar ao volume final de 100 mL.

(7) NaOH 0,IN: Diluir NaOH 5N 50 vezes com agua destilada. (Nota da
tradutora: Para 50 mL de solu¢ao de NaOH 0,1 N, adicionar 1 mL de

NaOH 5N e completar com agua destilada ao volume final de 50 mL).
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(8) Solucao de L-cisteina 0,1%: Dissolver 10 mg de cloridrato de L-
cisteina, HSCH2CH(NH2)COOH-HCI-H20, em 10 mL de NaOH 0,1N.
(Preparar uma solu¢do nova para cada analise.)

(9) Solugéo padrio de metilmercirio': Pesar 12,5 mg de CH;HgCl (padrio
primario) em um baldo volumétrico de 100 mL, dissolver em tolueno
para fazer um volume final de 100 mL, e armazenar como solugdo
estoque. Diluir a solu¢do estoque 100 vezes com tolueno para obter
uma solucdo padrdo de metilmercario. Um mL desta solucdo contém
1,0 ng de Hg.

(10) Solucdo de metilmercurio-cisteina: Transferir 0,5 mL da solucao
padrao de metilmercurio e 5 mL da solugdo de L-cisteina 0,1% para
um tubo conico de centrifuga de 10 mL com uma tampa de vidro.
Agitar por 3 minutos em agitador para extrair metilmercurio na fase
aquosa. Centrifugar a 1.200 rpm durante 3 minutos, retirar da
centrifuga e descartar a fase organica (fase superior). Selar o tubo e
armazenar em um local refrigerado escuro. (Preparar uma solugdo nova
mensalmente). Um mL desta solu¢ao contém 0,1 pug de Hg.

(11) H2SO4 IN: Adicionar gradualmente 30 mL de &4cido sulftrico
(para medida de metais toxicos) em agua destilada para fazer um
volume final de 1.000 mL.

(12) Solucao acida de KMnO, 1% para coletar merctrio: Dissolver 1 g
de permanganato de potassio (grau analitico) em 100 mL de H2SO4 1N.

(13) Solugao de KMnO4 0,5%: Dissolver 0,5 g de permanganato de
potassio (grau analitico) em agua destilada para fazer um volume final
de 100 mL.

(14) Tolueno: CeHsCH3 (grau de reagente para analises de pesticida

residual).

31



b. Instrumentos e equipamento
(1) Analisador de Merctrio>: Analisador de Merctrio Semi-
automatizado Modelo Hg-201 (Sanso Seisakusho Co., Ltd., Tokyo,
Japan).
(2) Chapa elétrica: Capaz de atingir uma temperatura na superficie de
250°C.
(3) Frasco para digestdo da amostra’: Baldo volumétrico de 50 mL de
paredes grossas feito de Pyrex (150 mm de altura total, 13 mm de
diametro na abertura).
(4) Baldes Volumétricos: 10, 100, e 1.000 mL.
(5) Pipetas graduadas: 0,2, 0,5, 1,5, ¢ 10 mL.
(6) Frasco: frasco de cintilacao de 20 mL.
(7) Tubo conico de centrifuga de 10 mL com tampa de vidro: 16,5 mm
de diametro x 100 mm de comprimento.
(8) Tesouras de dissecagao.
(9) Multi-medidor de fluxo: Medidor de fluxo tipoV4- multi-kit (Kojima
Instruments Inc., Tokyo, Japan).
(10) Agitador de sentido reciproco.
(11) Centrifuga.
Nota: Antes do uso, lavar completamente todos os aparatos de vidro do
laboratorio e recipientes de amostras a serem usados nas andlises com uma
solu¢do de KMnO, 0,5%. Enxaguar com agua até a cor da solu¢do de KMnQO,

nao ser mais visivel.

c. Preparacao da solucédo de amostra
Pesar precisamente uma amostra homogeneizada (maximo de 0,5 g em

peso umido) e colocar no fundo de um frasco de digestao de amostra. (Para
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amostras secas como corddo umbilical, pesar precisamente 0,1 g e adicionar
0,5 mL de agua destilada para umedecer previamente). Adicionar 1 mL de
agua destilada, 2 mL de HNOs-HCIO, (1+1), e 5 mL de H,SO,4 em sequéncia e
aquecer em uma chapa elétrica a 200-230°C por 30 minutos. Deixar esfriar,
adicionar agua destilada para completar o volume fixo de 50 mL, misturar
bem, e usar a solucdo resultante como a solucdo de amostra.

Para amostras de urina, adicionar primeiro 2 mL de HNO3-HCIO4
(1+1) e 5 mL de H2SO4 em um frasco de digestdo de amostra. Adicionar
gradualmente um volume fixo (normalmente 2 mL) da amostra de urina
enquanto se agita lentamente. Para preparar a solugao da amostra4, aquecer ¢
tratar de maneira similar ao procedimento descrito anteriormente.
Separadamente, transferir 0 ¢ 1,0 mL de solugdo de metilmercurio-cisteina
(0,10 pg Hg/mL) em dois frascos de digestao de amostra (correspondendo a 0
e 0,10 ng Hg). Adicionar 1 mL de agua destilada somente ao anterior (o
branco) seguido por 2 mL de HNO3-HClIO4 (1+1) e 5 mL de H2SO4 em
sequéncia. Seguir os mesmos passos como indicado anteriormente na
preparagao das solugdes de amostra para fazer uma solugdao de branco e uma

solucao de padrao para a medida de mercurio total.

d. Procedimentos de analise e calculos
Procedimentos de analises

Transferir suavemente volumes fixos V mL (normalmente 5 mL, para
um maximo de 10 mL) de cada uma das solu¢des de branco, de solugao
padrdao, e de solugdo de amostra no recipiente de reagdo do analisador de
mercurio e fecha-lo. Adicionar 1 mL de solucdo de SnClz2 10% com o
acessorio tipo dispenser e apertar o botdo INICIO (START). A bomba de

diafragma serd acionada e o vapor de mercurio elementar gerado sera
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circulado através da valvula de 4-estdgios entre o recipiente de reacdo ¢ a
armadilha do gads 4cido durante 30 segundos para homogeneizar a
concentracdo na fase gasosa, enquanto o gas acido gerado da solucdo da
amostra ¢ coletado na solugdo alcalina. Apos 30 segundos, a valvula de 4-
estagios girara automaticamente 90°, permitindo a introducdo de vapor de
mercurio na célula de foto-absor¢do através de um banho de gelo para medida
da absorbancia. A leitura do registrador aumentara nitidamente e diminuira
com um pico preciso. Quando a leitura do registrador comecar a diminuir,
abrir a torneira na parte mais baixa do recipiente de reacdo para descartar a
solucdo contida, fechar novamente, e permitir a aeragdo até que volte a linha

de base. Apertar o botio "RESET" para comecar a proxima medida.’

Calculos

As alturas dos picos (mm) obtidos apos a medida de volumes fixos V
mL® de cada branco, padrio, e solu¢des de amostras (ou suas solucdes
diluidas) para a analise de merctrio total sdo rotulados Pbl, Pstd, e Ps,
respectivamente. A concentragdo de mercurio total na amostra ¢ calculada
com a seguinte formula’:

Concentragao de mercurio total na amostra (pg/g) = 0.10 pg x

(Ps—Pbl)/(Pstd—Pbl) x fator de diluicdo x 1/peso da amostra (g)

Para amostras de sangue e urina, as concentracdes de mercurio sao
normalmente expressas em ng/g e ng/mL, respectivamente, e assim calculadas
com a seguinte férmula:

Concentragdo de Mercurio total em sangue ou urina (ng/g or mL) =
100 ng % (Ps—Pbl)/(Pstd—Pbl) x fator de diluicdo x 1/quantidade de amostra (g

oumL)
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Notas de Procedimentos

1. Embora uma solug¢do padrao de merctrio inorganico (II) geralmente seja
usada como uma solucdo padrdo para a andlise de mercurio total na
amostra, o presente método usa uma solucdo de metilmercurio-cisteina
como a solugdo padriao, a mesma usada para analises de metilmercurio.
Semelhantemente as amostras, ¢ submetida a digestdo umida para fazer
uma solugdo padrdo para medida de mercurio total. Este ¢ um esforco
para se evitar erros de medida causados pelo uso de uma solucao padrao
diferente, porque a maioria do mercurio contido em peixe € molusco esta
na forma de metilmercirio, € o mercurio total assim como o
metilmerctrio na amostra sao geralmente medidos ao mesmo tempo. O
metilmercirio em solvente organico ¢ extremamente estavel. At¢ mesmo
1 ppm de metilmercurio em uma solucdo de tolueno pode ser usado por
varios anos se armazenado congelado para prevenir volatilizacdo do
solvente. Quando a preparagao de uma solucdo padrao para medida de
mercurio total usando o presente método inevitavelmente requer o uso de
um padrdo de mercurio inorganico (II), o seguinte método ¢ recomendado
por sua estabilidade, boas caracteristicas de armazenamento, € outras

vantagens.

Solucéo padréo de mercario inorganico: Pesar 13,5 mg de cloreto de
mercurio (II) (padrdo) em um baldo volumétrico de 100 mL, dissolver em
4 mL de HNO;-HCIO, (1+1) e 10 mL de H,SO, adicionados em
sequéncia, e completar até a marca com agua destilada para fazer uma
solucdo estoque de mercurio (1 mL da solugdo estoque de mercurio =
100 pg Hg). A solucdo estoque de mercurio obtida deste modo sera

estavel durante varios anos se lacrada e armazenada em um local
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refrigerado escuro. A cada uso, a solugdo estoque ¢ diluida 1.000 vezes
com a solugdo de branco anterior para fazer uma solucdo padrio de
mercurio (1 mL desta solugao = 0,10 ug Hg). Além disso, quando uma
solucdo padrao comercialmente disponivel ¢ usada, a solu¢ao de branco ¢
usada da mesma forma para dilui-la adequadamente.

2. O aparato automatizado baseado neste principio estd comercialmente
disponivel como um Analisador de Merctrio Semi-automatizado Modelo
Hg-201 (Sanso Seisakusho Co. Ltd., Tokyo, Japan).

3. Por razdes de seguranca ¢ recomendado um baldo volumétrico de paredes
grossas feito de PyrexR, disponivel pela Koei Co. Ltd., Kumamoto,
Japan. Se este estiver indisponivel, pode ser usado um baldo volumétrico
comercialmente disponivel feito de PyrexR. Além disso, um tubo de
ensaio feito de PyrexR (21 mm em didmetro e 200 mm em altura) pode
ser usado em vez de um baldo volumétrico, ¢ um bloco aquecedor de
aluminio pode ser usado em vez de uma chapa elétrica para digestdo da
amostra que usa o mesmo procedimento como descrito acima.

4. Para amostras de urina, colocando a amostra no frasco de digestdo de
amostra ¢ adicionando HNO;-HCIO, (1+1) e éacido sulftrico em
sequéncia - como € o caso com as outras amostras biologicas - pode
resultar em reacdes subitas violentas, acompanhadas pelo risco de
transbordamento da mistura do recipiente. Para evitar este risco e
assegurar uma operagao segura, colocar primeiro os acidos no frasco de
digestdo de amostra e entdo adicionar a amostra de urina gradativamente
enquanto gira o frasco de digestao de amostra.

5. A menos que tenha decorrido tempo suficiente para purga (pelo menos 15

segundos) depois da medida da amostra, residuos da solucdo de teste
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anterior podem continuar tendo um efeito. Particularmente quando a
medida de uma amostra com uma concentracao baixa seguir a medida de
uma amostra com uma concentracao alta, uma medida com agua destilada
deveria ser efetuada entre elas para confirmar que o valor diminuiu ao
nivel de base.

6. A concentracdo de equilibrio entre a fase aquosa e a fase gasosa do vapor de
mercurio reduzido e vaporizado pode diferir dependendo da concentracao
acida e do volume da solucao de amostra na medida. Entao, a solucao de
branco ¢ usada para dilui¢do da solucdo de amostra e ambas as solucao de
amostra e solucdo de padrdo sdo medidas sob as mesmas condi¢des em
todos os aspectos (concentragdo acida e volume).

7. Em espectrometria de absor¢cdo atomica, o método da curva de calibragao
multi-ponto ndo € requerido sempre porque a faixa linear da curva de
calibracao ¢ larga. Entdo, ¢ freqiientemente usado um método de curva de
calibragdo de um ponto. Ademais, além da solucdo de branco, escolher a
concentragdo mais satisfatoria da solucdo de padrao de, por exemplo,
0,02, 0,05, ou 0,10 ug Hg/50 mL para uma medida de mercurio total com
uma altura de pico préximo do da solugdo de amostra. Neste caso, usar o
mesmo volume de ambas as solucdo de padrao e solugdo de amostra

durante as medidas. Isto facilitara a quantificacao.

37



Amostras bioldgicas ,
(0,5 g max. de peso umido)

Frasco de digestdo da amostra

Agua destilada, 1 mL
HNO3-HClO4 (1+1), 2 mL
H2SO4, 5 mL

Aquecer a 200-230°C por 30 min.

Amostra Digerida

Resfriar.
Completar p/ 50 mL ¢/ agua destilada

Solucéo teste, um volume fixo (usualmente 5 mL)
Solugdo de SnCl210%, 1 mL
CVAAS

Fluxograma 1. Determinagdo de Merctrio Total em Amostras Bioldgicas
(peixe, molusco, cabelo humano, sangue, e tecidos como cordao umbilical)

Frasco de digestdo da amostra

HNO3-HC1O4(1+1), 2 mL
H2SO4, 5 mL

Amostras de urina, 2 mL

Adicionar gota a gota girando
lentamente.
Aquecer a 200-230°C por 30 min.

Amostras digeridas

Resfriar.
Completar p/ 50 mL com agua destilada.

Solucao teste, um volume fixo (usualmente 5 mL)
Solugao de SnCl2a 10%, 1 mL
CVAAS

Fluxograma 2. Determinac¢ado de Mercurio Total em Urina
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3-1-2 Cabelo

Pesar 20-30 mg de amostra de cabelo em um béquer, lavar com
detergente neutro (diluido 100 vezes) e agua destilada através de decantagdo, e
lavar novamente com uma pequena quantidade de acetona para remover a
agua. Remover a acetona residual sob pressdo reduzida. Transferir a amostra
de cabelo para um frasco de 20 mL e cortar a um estado aproximado de po

com tesouras de dissecagdo para preparar uma amostra para analise.

a. Reagentes

(1) Acetona: CH3COCHS3 (grau analitico).

(2) Etanol: C2H5OH (grau analitico).

(3) HNO3-HCIO4 (1+1): Misturar 100 mL de &cido perclorico (para medida
de metais toxicos) em 100 mL de acido nitrico (para medida de metais
toxicos). (Armazenar em local escuro refrigerado).

(4) H2S04: Acido Sulftrico (para medida de metais toxicos).

(5) Agua destilada: Destilar 4gua deionizada e armazenar em um recipiente
de vidro limpo.

(6) HCI: Acido cloridrico (grau analitico)

(7) Solugao de SnCl2 10%: Dissolver 10 g de cloreto de estanho (II) di-
hidratado (grau analitico), SnCl2 -2H20, em 9 mL de HCI e diluir para
100 mL com agua destilada. Aerar com gas N2 (100 mL/min., 20-30
minutos) para expelir qualquer mercurio da solucao.

(8) NaOH 5N: Dissolver 20 g de hidroxido de sédio (grau analitico) em
agua destilada para fazer um volume final de 100 mL.

(9) NaOH 0,1N: Diluir NaOH 5N 50 vezes com agua destilada.
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(10) Solugdo de L-cisteina 0,1%: Dissolver 10 mg de cloridrato de L-
cisteina, HSCH,CH(NH,)COOH-HCI-H,O, em 10 mL de NaOH 0,1N.
(Preparar uma solugdo nova para cada analise).

(11) Solugdo padrao de metilmercurio: Pesar 12,5 mg de CH3HgCl
(padrao primario) em um baldo volumétrico de 100 mL, dissolver em
tolueno para fazer um volume final de 100 mL, e armazenar como
solucao estoque. Diluir a solugdo estoque 100 vezes com tolueno para
obter uma solucdo padrio de metilmercurio. Um mL desta solugao
contéem 1,0 ug de Hg.

(12) Soluc¢do de metilmercurio-cisteina: Transferir 0,5 mL da solucao
padrao de metilmerctrio ¢ 5 mL da solucao de L-cisteina 0,1% em um
tubo conico de centrifuga de 10 mL provido com tampa. Agitar durante
3 minutos com um agitador para extrair metilmercurio na fase aquosa.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 minutos e descartar a fase organica (fase
superior). Selar o tubo e armazenar em um local refrigerado escuro.
(Preparar uma solu¢do nova mensalmente.) Um mL desta solugdo
contém 0,1 ug de Hg.

(13) H2SO4 IN: Adicionar gradativamente 30 mL de 4cido sulfurico
(para medida de metais toxicos) a agua destilada para fazer um volume
final de 1.000 mL.

(14) Solucao acida de KMnO, 1% para coletar merctrio: Dissolver 1 g
de permanganato de potassio (grau analitico) em 100 mL de H2SO4 1N.

(15) Solugao de KMnO4 0,5%: Dissolver 0,5 g de permanganato de
potassio (grau analitico) em agua destilada para fazer um volume final
de 100 mL.

(16) Tolueno: CeéHsCH3 (grau de reagente para andlise de pesticida

residual).
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b. Instrumentos e equipamento

(1) Analisador de Mercurio: Analisador Semi-automatico de Mercury
Modelo Hg-201 (Sanso Seisakusho Co., Ltd., Tokyo, Japan).

(2) Chapa Aquecedora: Capaz de atingir uma temperatura de 250°C na
superficie.

(3) Frasco de digestao da amostra: balao volumétrico de 50 mL, de paredes
grossas feito de Pyrex (150 mm de altura total, 13 mm de didmetro de
entrada).

(4) Baldes volumétricos: 10, 100, e 1.000 mL.

(5) Pipetas graduadas: 0,2, 0,5, 1,5, ¢ 10 mL.

(6) Frasco: frasco de cintilacdo de 20 mL.

(7) Tubo conico de centrifuga de 10 mL com tampa de vidro: 16,5 mm de
didmetro x 100 mm de comprimento.

(8) Tesouras de dissecagao.

(9) Multi-medidor de fluxo: Medidor de fluxo tipoV4- multi-kit (Kojima
Instruments Inc., Tokyo, Japan).

(10) Agitador de sentido reciproco.

(11) Centrifuga.

(12) Béquer.

Nota: Antes do uso, lavar completamente todos os aparatos de vidro do
laboratério e recipientes de amostras a serem usados nas analises com uma
solucdo de KMnO, 0,5%. Enxaguar com agua até a cor da solu¢do de KMnQO,

nao ser mais visivel.

c. Preparacao da solugéo de teste
Pesar precisamente uma amostra finamente cortada (normalmente ao

redor de 10 mg) e colocar em um frasco de digestdo de amostra. Adicionar 1
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mL de 4gua destilada, 2 mL de HNO3-HCIO4 (1+1), e 5 mL de H2SO4 em
sequéncia. Aquecer em uma chapa elétrica a 200-230°C durante 30 minutos.
Deixar esfriar, adicionar dgua destilada para fazer um volume fixo, e usar a
solucdo resultante como a solu¢ao amostra.

Separadamente, transferir 0 ¢ 1,0 mL da solu¢do de metilmercurio-
cisteina (100 ng Hg/mL) em dois frascos de digestdio de amostra
(correspondendo a 0 e 100 ng Hg). Adicionar 1 mL de dgua destilada somente
ao primeiro (o branco) seguido por 2 mL de HNO3-HCIO4 (1+1) e 5 mL de
H2S0O4 em sequéncia. Para obter uma solugdo teste de branco e uma solucao
teste de padrao para a medida de mercario total, seguir os mesmos
procedimentos como indicado anteriormente para preparacao da solucgao teste

de amostra.

d. Procedimentos de analise e célculos
Procedimentos de analise

Transferir suavemente um volume fixo V mL (normalmente 5 mL,
para um maximo de 10 mL) de cada uma das solugdes de branco, de solugao
padrao para medida de mercurio total, e de solugao de amostra no recipiente
de reagdo do analisador de merctrio e fecha-lo. Adicionar 1 mL de solugao de
SnCl2 10% com o acessorio tipo dispenser e apertar o botdo INICIO
(START). A bomba de diafragma serd acionada e o vapor de mercurio gerado
sera circulado através da valvula de 4-estagios entre o recipiente de reacdo e a
armadilha do gads 4&cido durante 30 segundos para homogeneizar a
concentracdo na fase gasosa, enquanto o gas acido gerado da solucdo da
amostra ¢ coletado na solugdo alcalina. Apos 30 segundos, a valvula de 4-
estagios girara automaticamente 90°, permitindo a introducdo de vapor de

mercurio na célula de foto-absor¢do através de um banho de gelo para medida
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da absorbancia. As leituras do registrador aumentardo nitidamente e
diminuirdo com um pico preciso. Quando a leitura do registrador comecar a
diminuir, abrir a torneira na parte mais baixa do reator para descartar a solugao
contida, fechar novamente, e permitir a aeragdo até que volte a linha de base.

Aperte o botdo "RESET" para comegar a proxima medida.’

d. Procedimentos de analise e célculos
Calculos

As alturas dos picos (mm) obtidos ap6s a medida de volumes fixos V
mL de cada branco, padrio, e solugdes de amostra (ou suas solucoes diluidas)
para a analise de mercurio total sdo rotulados Pbl, Pstd, e Ps, respectivamente.
A concentracdo de mercurio total na amostra ¢ calculada com a seguinte
formula:

Concentragdo de mercurio total na amostra (ng/mg) =100 ng x

(Ps—Pbl)/(Pstd—Pbl) x fator de diluicdo x 1/peso da amostra (mg)

Para os fundamentos da andlise de mercurio total, ver pag. 35-37 para
as Notas de Procedimentos em "3-1-1 Amostras Bioldgicas (inclusive peixe,

molusco, sangue humano, urina e tecidos como cordao umbilical)".
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Amostra de cabelo (cerca de 10 mg)

Frasco de digestdo da amostra

Agua destilada, 1 mL
HNO3-HClO4 (1+1), 2 mL
H2S04, 5 mL

Aquecer a 200-230°C por 30 min.

Amostra digerida

Resfriar.
Completar a 50 mL com agua destilada.

Solucéo de teste, um volume fixo (usualmente 5 mL)
Solucao de SnCl210%, 1 mL
CVAAS

Fluxograma 3. Determinagao de Mercurio Total em Cabelo
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3-1-3 Sedimento/solo

Remover pedacos de madeira, seixos, conchas, ¢ pd da amostra de
sedimento ou solo coletado. Homogeneizar a amostra com o método de
quarteamento e passar por uma peneira de malha de 2,0 mm para preparar uma
amostra para analise. Se a amostra tiver um conteudo alto de 4gua, centrifugar
para remover o sobrenadante e misturar bem para homogeneizar antes de

submeté-la a analise.

a. Reagentes

(1) HNO3-HClO4 (1+1): Misturar 100 mL de acido perclérico (para medida
de metais toxicos) em 100 mL de acido nitrico (para medida de metais
toxicos). (Armazenar em local refrigerado escuro).

(2) H2SO04: Acido Sulfurico (para medida de metais toxicos).

(3) Agua destilada: Destilar agua deionizada e armazenar em um recipiente
de vidro limpo.

(4) HCI: Acido cloridrico (grau analitico)

(5) Solugao de SnCl2 10%: Dissolver 10 g de cloreto de estanho (II)
dihidratado (grau analitico), SnCl2 -2H20, em 9 mL de HCI e diluir para
100 mL com agua destilada. Aerar com gas N2 (100 mL/min., 20-30
minutos) para to expelir qualquer mercurio da solugao.

(6) NaOH 5N: Dissolver 20 g de hidroxido de sodio (grau analitico) em
agua destilada para fazer um volume final de 100 mL.

(7) NaOH 0,1N: Diluir NaOH 5N 50 vezes com agua destilada.

(8) Solucao de L-cisteina 0,1%: Dissolver 10 mg de cloridrato de L-
cisteina, HSCH2CH(NH2)COOH-HCI-H20, em 10 mL de NaOH 0,1N.

(Preparar uma solucdo nova a cada analise).
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(9) Solucao padrao de metilmercurio: Pesar 12,5 mg de CH3;HgCI (padrao
primario) em um baldo volumétrico de 100 mL, dissolver em tolueno
para fazer um volume final de 100 mL, e armazenar como solugdo
estoque. Diluir a solu¢do estoque 100 vezes com tolueno para obter
uma solucdo padrao de metilmerctirio. Um mL desta solugdo contém
1,0 ug de Hg.

(10) Solugdo de metilmercurio-cisteina: Transferir 0,5 mL da solugao
padrao de metilmerctrio € 5 mL da solugdo de L-cisteina 0,1% para um
tubo conico de centrifuga de 10 mL com tampa. Agitar por 3 minutos
com um agitador elétrico para extrair metilmercirio na fase aquosa.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 minutos e descartar a fase organica (fase
superior). Selar o tubo e armazenar em um local escuro refrigerado.
(Preparar uma solu¢gdo nova mensalmente). Um mL desta solucao
contém 0,1 ug de Hg.

(11) H,SO, IN: Adicionar gradativamente 30 mL de 4cido sulfurico
(para medida de metais toxicos) a dgua destilada para fazer um volume
final de 1.000 mL.

(12) Solugdo acida de KMnO, 1% para coleta de mercurio: Dissolver
1 g de permanganato de potassio (grau analitico) em 100 mL de H,SO,
IN.

(13) Solucdo de KMnO, 0,5%: Dissolver 0,5 g de permanganato de
potassio (grau analitico) em agua destilada para fazer um volume final
de 100 mL.

(14) Tolueno: C¢HsCHj; (grau de reagente para analises de pesticida

residual).

b. Instrumentos e equipamento
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(1) Analisador de Mercurio: Analisador Semi-automatico de Mercury
Modelo Hg-201 (Sanso Seisakusho Co. Ltd., Tokyo, Japan)

(2) Chapa Aquecedora: Capaz de atingir uma temperatura de 250°C na
superficie.

(3) Frasco de digestao da amostra: baldo volumétrico de 50 mL, de paredes
grossas feito de Pyrex (150 mm de altura total, 13 mm de diametro de
entrada).

(4) Baldes volumétricos: 10, 100, e 1.000 mL

(5) Pipetas graduadas: 0,2, 0,5, 1,5, ¢ 10 mL

(6) Frasco: frasco de cintilacdo de 20 mL.

(7) Tubo conico de centrifuga de 10 mL com tampa de vidro: 16,5 mm de
diametro x 100 mm de comprimento.

(8) Tesouras de dissecacao.

(9) Multi-medidor de fluxo: Medidor de fluxo tipoV4- multi-kit (Kojima
Instruments Inc., Tokyo, Japan).

(10) Agitador sentido reciproco.

(11) Centrifuga.

(12) Cadinhos de porcelana.

Nota: Antes do uso, lavar completamente todos os aparatos de vidro do

laboratorio e recipientes de amostras a serem usados nas andlises com uma

solucdo de KMnQ, 0,5%. Enxaguar com agua até a cor da solu¢do de KMnO,

nao ser mais visivel.

c. Preparacao da solucédo da amostra

Pesar precisamente uma amostra homogeneizada (maximo de 0,5 g em

peso imido) no fundo de um frasco de digestdo de amostra. Adicionar 1 mL

de agua destilada, 2 mL de HNO3-HCIO4 (1+1), ¢ 5 mL de H2SO4 em
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sequéncia seguido pelo tratamento de calor em uma chapa elétrica a 200-
230°C durante 30 minutos. Deixar esfriar, adicionar 4gua destilada para fazer
um volume fixo de 50 mL, misturar bem, ¢ usar a solucao resultante como a
solucdo da amostra.

Separadamente, transferir 0 ¢ 1,0 mL de solu¢do de metilmercurio-
cisteina (0,10 pg Hg/mL) em dois frascos de digestdio de amostra
(correspondendo a 0 ¢ 0,10 ug Hg). Adicionar 1 mL de agua destilada somente
ao primeiro (o branco) seguido por 2 mL de HNO3-HCIO4 (1+1) e 5 mL de
H2SO4 em sequéncia. Para obter uma solu¢do de branco e uma solugdo de
padrdo para a medida de mercurio total, seguir os mesmos procedimentos
como indicado anteriormente para preparagao da solu¢cdo de amostra.

Para amostras imidas, pesar aproximadamente 10-20 g da amostra em
um cadinho de porcelana de peso conhecido. Colocar em uma estufa a 105°C
e secar por 2 a 3 horas. Deixar esfriar em um dessecador e pesar para obter a

relagdo de peso timido/peso seco (WW/DW).

d. Procedimentos de analises e calculos
Procedimentos de analises

Transferir suavemente um volume fixo V mL (normalmente 5 mL,
para um maximo de 10 mL) de cada uma das solugdes de branco, de solucao
padriao, ¢ de solugdo de amostra no recipiente de reagao do analisador de
mercurio ¢ fecha-lo. Adicionar 1 mL de solucdao de SnClz2 10% com o
acessorio tipo dispenser e apertar o botdo INICIO (START). A bomba de
diafragma serd acionada e o vapor de mercurio elementar gerado sera
circulado através da valvula de 4-estdgios entre o recipiente de reagdo e a
armadilha do gas 4cido durante 30 segundos para homogeneizar a

concentracdo na fase gasosa, enquanto o gas acido gerado da solucdo da
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amostra ¢ coletado na solucdo alcalina. Apds 30 segundos, a valvula de 4-
estagios girara automaticamente 90°, permitindo a introducdo de vapor de
mercurio elementar na cé€lula de foto-absor¢do através de um banho de gelo
para medida da absorbancia. A leitura do registrador aumentara nitidamente e
diminuird com um pico preciso. Quando a leitura do registrador comecar a
diminuir, abrir a torneira na parte mais baixa do reator para descartar a solug@o
contida, fechar novamente, e permitir a aeragdo até que volte a linha de base.

Apertar o botdo "RESET" para comecar a proxima medida.

Calculos

As alturas dos picos (mm) obtidos apos a medida de volumes fixos V
mL (usualmente 5 mL, maximo de 10 mL) de cada branco, padrao, e solugdes
de amostra (ou suas solucdes diluidas) para a analise de merctrio total sdo
rotulados Pbl, Pstd, e Ps, respectivamente. A concentracdo de mercurio total

(ug/g em peso seco) na amostra € calculada com a seguinte férmula:

Concentragdo de mercurio total na amostra (ug/g) = 0,10 pg x
(Ps—Pbl)/(Pstd—Pbl) x fator dilui¢do x 1/peso amostra (g) x WW/DW

WW/DW: relagdo entre peso imido/peso seco

Nota: Para os fundamentos da analise de mercurio total, ver pag. 35-37 para
as Notas de Procedimentos em "3-1-1 Amostras Biologicas (inclusive
peixe, molusco, sangue humano, urina e tecidos como cordao

umbilical)".
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Amostras de sedimento/solo
(0,5 g max. de peso umido)

Frasco de digestdo da amostra

Agua destilada, 1 mL
HNO3-HClO4 (1+1), 2 mL
H2S0O4, 5 mL

Aquecer a 200-230°C por 30 min.

Amostras digeridas

Resfriar
Completar a 50 mL ¢/ 4gua destilada

Soluc@o amostra, um volume fixo (usualmente 5 mL)

Solu¢do de SnCl2 10%, 1 mL
CVAAS

Fluxograma 4. Determinagdo de Mercury Total em Sedimento/Solo
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3-1-4 Agua’

Depois da coleta de agua, a amostra de agua trazida para o laboratdrio
¢ normalmente filtrada com um filtro de membrana 0,45 pum para preparar
uma amostra para analise. E recomendavel analisar o mercurio o mais cedo

possivel. Por conveniéncia, a agua total pode ser usada como uma amostra.

a. Reagentes

(1) HNO3-HClO4 (1+1): Misturar 100 mL de acido perclérico (para medida
de metais toxicos) em 100 mL de &cido nitrico (para medida de metais
toxicos). (Armazenar em local escuro refrigerado).

(2) H2SO04: Acido sulftrico (para medida de metais toxicos).

(3) Agua destilada: Destilar agua deionizada e armazenar em um recipiente
de vidro limpo.

(4) HCI: Acido Cloridrico (grau analitico).

(5) Solugao de SnCl2 10%: Dissolver 10 g de cloreto de estanho (II)
dihidratado (grau analitico), SnCl2 -2H20, em 9 mL de HCI e diluir para
100 mL com agua destilada. Aerar com gas N2 (100 mL/min., 20-30
minutos) para expelir qualquer mercurio da solucao.

(6) NaOH 5N: Dissolver 20 g de hidroxido de sodio (grau analitico) em
agua destilada para fazer um volume final de 100 mL.

(7) NaOH 0,1N: Diluir NaOH 5N 50 vezes com agua destilada.

(8) Solucdo purificada de ditizona-tolueno” 0,01%: Dissolver 0,011 g de
difeniltiocarbazona, CeHsN:NCSNHNHCe¢Hs, em 100 mL de tolueno
em um funil de separagcdo de 200 mL. Adicionar 50 mL de NaOH 0,IN
e agitar rapidamente para extrair a ditizona na fase aquosa (fase do
fundo). Depois disto, transferir a fase do fundo para um recipiente de

vidro provido com rolha de vidro. Adicionar HCI 1IN gota a gota para
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tornar a solugdo ligeiramente 4acida (cristais negro-esverdeados
precipitardao). Adicionar 100 mL de tolueno e agitar para obter a
solucdo purificada de ditizona-tolueno 0,01%. Deixar separar as fases,
descartar a fase de fundo, e fechar o frasco. Armazenar em um local
escuro refrigerado. (Preparar uma solucao nova a cada analise).

(9) Solucao de L-cisteina 0,1%: Dissolver 10 mg de cloridrato de L-
cisteina, HSCH2CH(NH2)COOH-HCI-H20, em 10 mL de NaOH 0,1N.
(Preparar uma solugdo nova para cada analise).

(10) Solugdo padrdo de metilmercurio: Pesar 12,5 mg de CH3HgCl
(padrdo primario) em um baldo volumétrico de 100 mL, dissolver em
tolueno para fazer um volume final de 100 mL, e armazenar como
solucdo estoque. Diluir a solucdo estoque 100 vezes com tolueno para
obter uma solu¢do padrio de metilmercirio. Um mL desta solucao
contém 1,0 pg of Hg.

(11) Soluc¢do de metilmercurio-cisteina: Transferir 0,5 mL da solucao
padrao de metilmerctrio e 5 mL da solugdo de L-cisteina 0,1% para um
tubo conico de centrifuga de 10 mL com tampa de vidro. Agitar por 3
minutos com um agitador elétrico para extrair metilmercurio na fase
aquosa. Centrifugar a 1.200 rpm por 3 minutos e descartar a fase
organica (fase superior). Fechar o tubo e armazenar em local escuro
refrigerado. (Preparar uma solu¢do nova mensalmente). Um mL desta
solug¢do contém 0,1 pg of Hg.

(12) H2SO4 IN: Adicionar gradualmente 30 mL de &cido sulftrico
(para medida de metais toxicos) em agua destilada para fazer um
volume final de 1.000 mL.

(13) Solucao 4cida de KMnO4 1% para coletar merctrio: Dissolver 1 g

de permanganato de potassio (grau analitico) em 100 mL de H2SO4 1N.
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(14) Solugao de KMnO4 0,5%: Dissolver 0,5 g de permanganato de
potassio (grau analitico) em agua destilada para fazer um volume final
de 100 mL.

(15) H,SO,4 20N: Transferir cerca de 350 mL de dgua destilada para
um baldo volumétrico de 1000 mL. Adicionar gradualmente 600 mL de
acido sulftrico (para medida de metais toxicos) agitando em banho de
gelo. Apos alcancar a temperatura ambiente, adicionar agua destilada
para fazer um volume final de 1.000 mL.

(16) NaOH 10N: Dissolver 400 g de hidroxido de sodio (grau
analitico) para fazer um volume final de 1.000 mL.

(17) Solugao de NH20H-HCI 10%: Dissolver 10 g de cloridrato de
hidroxilamina (grau analitico) em dgua destilada para fazer um volume
final de 100 mL.

(18) Solugdo de EDTA a 10%: Dissolver 10 g de
etilenodiaminotetraacetato tetrasodico (grau analitico),
C10H12N20sNa4-4H20, em 4agua destilada para fazer um volume final
de 100 mL.

(19) Tolueno: CeHsCH3 (grau de reagente para analises de pesticida

residual).

b. Instrumentos e equipamento
(1) Analisador de Merctrio: Analisador Semi-automatico de
Mercurio Modelo Hg-201 (Sanso Seisakusho Co. Ltd., Tokyo,
Japan).
(2) Chapa Aquecedora: Capaz de atingir uma temperatura de 250°C

na superficie.
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(3) Frasco de digestao da amostra: baldo volumétrico de 50 mL, de
paredes grossas feito de Pyrex (150 mm de altura total, 13 mm
de diametro de entrada).
(4) Baldes volumétricos: 10, 100, e 1.000 mL.
(5) Pipetas graduadas: 0,2, 0,5, 1,5, ¢ 10 mL.
(6) Funil de separacao de 2 L.
(7) Tubo conico de centrifuga de 10 mL com tampa de vidro: 16,5
mm de didmetro X 100 mm de comprimento.
(8) Evaporador rotativo.
(9) Agitador magnético.
(10) Multi-medidor de fluxo: Medidor de fluxo tipo V4-multi-
kit (Kojima Instruments Inc., Tokyo, Japan).
(11) Agitador sentido reciproco.
(12) Centrifuga.
Nota: Antes do uso, lavar completamente todos os aparatos de vidro do
laboratorio e recipientes de amostras a serem usados nas andlises com uma
solucdo de KMnO, 0,5%. Enxaguar com agua até a cor da solu¢do de KMnQO,

ndo ser mais visivel.

c. Preparacao da solucéo da amostra

Transferir 2 L de uma amostra de dgua para um funil de separacao de 2
L. Adicionar 10 mL de H2SO4 20N e 5 ml de solu¢ao de KMnO4 0,5%,
misturar por agitagdo, e deixar descansar durante 5 minutos. Neutralizar com
20 mL de NaOH 10N, adicionar 5 mL de solucao de NH20H-HCI 10%, ¢
agitar. Deixe descansar por 20 minutos’. Adicionar 5 mL de solu¢do de EDTA
10% a mistura e misturar por agitagdo. Adicionar precisamente 10 mL de

ditizona-tolueno 0,01% purificada seguido por agitacdo vigorosa durante 1
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minuto para extrair o mercurio na amostra. Deixe descansar por pelo menos 1
hora, evitando luz solar direta. Descartar a fase aquosa (fase mais baixa).
Transferir a fase de tolueno preferivelmente para um tubo conico de centrifuga
de 10 mL provido com tampa de vidro e centrifugar a 1.200 rpm por 3
minutos com a tampa de vidro no lugar. (Quando for formada uma emulsao,
adicionar 0,5 g de sulfato de sddio anidro e agitar seguido por centrifugagao
para remover a fase mais baixa). Transferir um volume fixo (normalmente 7
mL) da fase de tolueno para um frasco de digestdo de amostra. Com um
evaporador rotativo, evaporar até a secura em um banho de agua a 60°C.
Adicionar 1 mL de 4gua destilada, 2 mL de HNO3-HCIO4 (1+1), e 5 mL de
H2S04 e aquecer em uma chapa elétrica a 200-230°C durante 30 minutos.
Deixar esfriar e adicionar agua destilada para obter um volume fixo de 50 mL.
Misturar bem e usar como uma solu¢do da amostra. Separadamente, escolher
uma amostra com um conteudo mais baixo de mercurio baseado no tipo de
amostra de dgua. Para cada uma das amostras de agua de 2 L escolhidas,
adicionar 0 e 0,2 mL da solucdo de metilmercurio-cisteina (100 ng Hg/mL;
correspondendo a 0 e 20 ng Hg). Seguir os procedimentos anteriores de
preparacdo para solugdes de amostra para obter uma solugcdo de branco e

solucao padrdo para a medida de mercurio total.

d. Procedimentos de analise e célculos
Procedimentos de analise

Transferir suavemente um volume fixo V mL (normalmente 10 mL) da
solucdo de branco, da solu¢dao padrao, e de solugdo de amostra no recipiente
de reacao do analisador de mercurio e fecha-lo. Adicionar 1 mL de solugao de
SnCl2 10% com o acessorio tipo dispenser e apertar o botdo INICIO

(START). A bomba de diafragma serd acionada e o vapor de mercurio
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elementar gerado sera circulado através da valvula de 4-estdgios entre o
recipiente de reagdo e a armadilha do gas 4cido durante 30 segundos para
homogeneizar a concentracao na fase gasosa, enquanto o gas acido gerado da
solucdo de teste € coletado na solugdo alcalina. Apds 30 segundos, a valvula
de 4-estagios girara automaticamente 90°, permitindo a introduc¢do de vapor
de mercurio elementar na célula de foto-absorc¢ao através de um banho de gelo
para medida da absorbancia. A leitura do registrador aumentara nitidamente e
diminuird com um pico preciso. Quando a leitura do registrador comecar a
diminuir, abrir a torneira na parte mais baixa do reator para descartar a solucao
contida, fechar novamente, e permitir a aeragdo até que volte a linha de base.

Aperte o botao "RESET" para comecar a proxima medida.

Calculos

As alturas dos picos (mm) obtidos ap6s a medida de volumes fixos V
mL (usualmente 10 mL) de cada branco, padrao, e solu¢des de amostra (ou
suas solucdes diluidas) sdo rotulados Pbl, Pstd, e Ps, respectivamente. A
concentracdo de mercurio total na amostra ¢ calculada com a seguinte
formula:

Concentracdo de mercurio total na amostra (ng/L) = 20 ng x (Ps—

Pbl)/(Pstd—Pbl) x fator de dilui¢cao x 1/ volume da amostra (L)

Notas de Procedimentos

I. Como as concentracdes de mercirio em amostras de agua sdo
extremamente baixas e normalmente ao nivel de ng/L, para medida do
mercurio ¢ requerida pré-concentragdo do mercurio na amostra. No
presente método, ¢ executada pré-concentracdo quantitativa e eficiente

extraindo-se o mercirio com um pequeno volume de ditizona-tolueno
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0,01% apos a ionizacao de todas as espécies de merclrio na amostra com
permanganato de potassio em um meio acido com acido sulfurico. Este
usa as propriedades quimicas da ditizona: combina facilmente com
espécies i6nicas de merctirio para formar um sal complexo que ¢
insoluvel em agua, mas solivel em solventes organicos como o tolueno.
Depois da pré-concentracdo extraindo o mercurio com ditizona-tolueno
0,01%, o extrato ¢ evaporado a secura sob pressao reduzida. Semelhante
ao caso de amostras biologicas e afins, o residuo ¢ submetido a digestao
umida para preparar uma solucdo de amostra para a analise de mercurio
total com CVAAS.

2. Ditizona (difeniltiocarbazona) ¢ facilmente oxidada e normalmente contém
sua forma oxidada, difeniltiocarbadiazona, como uma impureza. As
vezes, contém também mercurio ou derivados na forma de complexo do
metal, embora a quantidade seja mintuscula. Estas impurezas sao
altamente soltiveis em solventes organicos, mas insolivel em solucdes
alcalinas, ao passo que a ditizona pura tem a propriedade quimica de ser
soluvel ndo s6é em solventes organicos, mas também ¢ soluvel em
solucdes alcalinas formando seus sais. Esta propriedade habilita a
remocao de impurezas para uso da ditizona purificada.

3. Para amostras que contém grandes quantidades de ions Cl como agua do
mar, o tratamento da amostra com uma combinacdo de permanganato de
potéssio e acido sulfurico causa oxidagdo de ions Cl para Cl2 ocorrendo
durante o tratamento, ¢ o Cl2 resultante, uma vez gerado, ¢ dificil reduzir
através de tratamento com solucdo de cloridrato de hidroxilamina. Isto
resulta em oxidacdo da ditizona no subseqiiente passo de extragdo da
ditizona-tolueno. Entdo, particularmente para amostras de dgua do mar, ¢

importante manter o tempo de tratamento de 5 minutos com
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permanganato de potassio. Além disso, depois da adicdo e mistura da
solucao de cloridrato de hidroxilamina, deixar pelo menos 20 minutos de
tempo de reacdo antes do tratamento com EDTA e procedimentos de

extracdo com ditizona-tolueno.
Para os fundamentos da analise de mercurio total, ver pag. 35-37 para

as Notas de Procedimentos em “3-1-1 Amostras Bioldgicas (inclusive peixe,

molusco, sangue humano, urina e tecidos como cordao umbilical).”
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Amostra, 2 L (funil de separacdo de 2 L)

Adicionar 10 mL de H2SO4 20N e misturar

Adicionar 5 mL de solucdo de KMnO4 0,5% e misturar

Deixar descansar por 5 min.

Adicionar 20 mL de NaOH 10N e misturar para neutralizar.
Adicionar 5 mL de solu¢ado NH20H-HCI 10%, misturar e deixar
descansar por 20 min.

Adicionar 5 mL de solu¢ao de EDTA 10% e misturar
Adicionar 10 mL de ditizona-tolueno 0,01% purificada e agitar
vigorosamente por 1 min.

Deixar descansar por pelo menos 1 hora.

Fase Organica (tubo conico centrifuga de 10 mL) Fase Aquosa

(Qdo. uma emulsdo ¢ formada, adicionar 0,5 g de Na2SO4 e agitar)
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.

Fase organica, 7 mL (frasco de digestdo da amostra)
Evaporar a secura
Residuo

Agua destilada, 1 mL
HNO3-HC1O4 (1+1), 2 mL
H2SO4, 5 mL

Aquecer a 200-230°C por 30 min.

Amostra digerida

Deixar resfriar
Completar a 50 mL com agua destilada

Solucao de teste, um volume fixo (usualmente 10 mL)
Solugao de SnCl210%, 1 mL
CVAAS

Fluxograma 5. Determinacio de Merctirio Total em Agua

59



4. Método Analitico para Metilmercurio

Para medida de mercurio organico, cromatografia gas-liquido com
deteccdo de captura de elétrons (GLC-ECD) ¢ usado para anélise seletiva de
metilmerclrio e outros compostos organomercuriais. Devido esta técnica
proporcionar boa separagdo e sensibilidade superior por analisar haletos de
organomercuriais, ela tem sido extensamente usada para a determinagdo de
metilmerctrio em varios tipos de amostras bioldgicas e ambientais.

Resumidamente, o procedimento analitico envolve a extracdo de
metilmercirio nas amostras como seu haleto em um solvente organico apos
acidificagdo; a extracdo de volta em uma solugdo aquosa de cisteina ou
glutationa; a re-extracdo em um solvente organico; e medida de metilmercurio
por GLC-ECD. Como uma alternativa, o metilmercuario pode ser determinado
por CVAAS que mede vapor de mercurio elementar gerado de uma solugdo
amostra aquecida obtida de procedimentos similares de extragdo de
metilmercurio. Entretanto, neste procedimento de extracao direta com solvente
organico, uma emulsdo solida ¢ freqiientemente formada durante o processo
de extragdo, particularmente com peixes e outras amostras bioldgicas. Isto
torna complicados os passos seguintes € faz com que a eficiéncia da extragao
de metilmercurio varie com o tipo de amostra. Enquanto sdo propostos varios
métodos de pré-tratamento para superar as desvantagens anteriores, nos
descrevemos neste os seguintes dois métodos: determinagdo pelo método de
extragdo de ditizona/GLC-ECD o qual ¢ satisfatorio para metilmercurio em
varios tipos de espécimes bioldgicos e ambientais; e o método de lixiviagao
com &cido cloridrico/extracao com tolueno/GLC-ECD para a determinagdo de

metilmercurio em cabelo.
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4-1 Determinagao pelo método de extragcdo com
ditizona/cromatografia gas-liquido com detecgé&o de captura de
elétron (GLC-ECD)
Principio

O método de extracdo de ditizona/GLC-ECD foi estabelecido como
um método analitico para metilmerciurio em varias matrizes biologicas e
ambientais. Estd baseado nas seguintes duas vantagens da extracdo por
ditizona, o qual foi extensamente usado para colorimetria de espécies
inorganicas e organicas de mercurio antes da introdug¢do da absor¢ao atomica
nos recentes 1960s: tem eficiéncia de extracdo muito mais alta que o de
extracdo direta do solvente, facilitando as separacdes por extragdo de
quantidades traco de merctirio de amostras com uma pequena por¢ao da
solucdo; e ditizonato alquil mercurico, assim que ¢ injetado no GLC, reage
com CI na coluna para gerar sua forma de cloreto para detec¢ao quantitativa.

Resumidamente, este método envolve os seguintes passos: pré-
tratamento da amostra, extracdo por ditizona, extragdo de volta em sulfeto de
sodio alcalino, re-extracao por ditizona, € medida por GLC. O pré-tratamento
apropriado para acomodar as caracteristicas da composi¢do de cada amostra
habilita a extragdo eficiente de metilmercirio com uma por¢do pequena de
solucdo de ditizona-tolueno. Apos a extragdo por ditizona-tolueno as solucoes
de teste sdo preparadas com todos os procedimentos comuns, seguidos por
medida com GLC-ECD. Para viabilizar o principio usado para este método,
empacotar varios centimetros de cloreto de soddio no lado de injecdo da coluna

acima do material de empacotamento para GLC.
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4-1-1 Amostras bioldgicas (peixe, molusco, sangue humano, e tecidos
como cord&o umbilical)*

Este método ¢ aplicavel a amostras bioldgicas ricas em proteina como
peixe, molusco, sangue humano e tecidos, como corddo umbilical. Para uma
amostra soélida, colocar em um frasco, cortar em pedagos pequenos com
tesouras de dissecacdo, € homogeneizar a um estado pastoso para obter uma
amostra para analise. Para amostras liquidas como sangue, misturar bem com
uma pipeta Pasteur com um bulbo ou outro acessorio de forma que a amostra

seja homogeneizada para analise.

a. Reagentes

(1) Tolueno: CeHsCH3 (grau para andlises de pesticidas).

(2) Hexano: CH3(CH2)4CH3 (grau para analises de pesticidas).

(3) Etanol: C2H5OH (grau analitico).

(4) Agua destilada: Destilar 4gua deionizada e armazenar em recipiente de
vidro limpo.

(5) Etanol-KOH 1N: Dissolver 56,11 g de hidroxido de potéssio (grau
analitico) em etanol para fazer um volume final de 1.000 mL.
(Armazenar em local refrigerado escuro).

(6) HCI IN: Misturar 90 mL de acido cloridrico (grau analitico) com agua
destilada para obter um volume final de 1.000 mL.

(7) Solugao EDTA 20%: Dissolver 20 g de etilenodiaminotetraacetato
tetra-sddio (grau analitico), C10H12N20sNa4-4H20, em agua destilada
para fazer um volume final de 100 mL.

(8) NaOH 1N: Dissolver 40 g de hidroxido de sodio (grau analitico) em
agua destilada para fazer um volume final de 1.000 mL.

(9) NaOH 0,1N: Diluir NaOH IN 10 vezes com agua destilada.
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(10) Solu¢do de ditizona 0,01% purificada®: Dissolver 0,011 g de
difeniltiocarbazona, CsHsN:NCSNHNHC¢Hs, em 100 mL de tolueno
em um funil de separagdo de 200 mL. Adicionar 50 mL de NaOH 0,1N
e agitar brevemente para extrair a ditizona na fase aquosa (fase de
fundo). Depois de deixar as fases para separar, transferir a fase de fundo
em um recipiente de vidro provido com tampa de vidro. Adicionar gota
a gota HC1 1N para tornar a solugdo ligeiramente &cida (cristais negro-
esverdeados precipitardo). Adicionar 100 mL de tolueno e agitar para
obter ditizona-tolueno 0,01% purificada. Deixar as fases para separar,
descartar a fase de fundo, e selar. Armazenar em um local escuro
refrigerado. (Preparar uma solu¢do nova para cada analise).

(11) Solugdo alcalina de sulfeto de sdédio: Dissolver 0,15 g de
Na2S-9H20 (grau analitico) em 10 mL de 4gua destilada em um tubo
conico de centrifuga de 10 mL, provido com rolha de vidro para fazer a
solucdo estoque de sulfeto de sodio. (Preparar uma solugdo nova
mensalmente. Armazenar em um local escuro refrigerado.) A cada uso,
transferir 0,1 mL da solugdo estoque para um recipiente de vidro de 100
mL provido com rolha de vidro, adicionar 50 mL de NaOH 0,1N e 50
mL de etanol, e misturar para obter uma solucao alcalina de sulfeto de
sodio . (Um mL desta solugdao contém 5 pg de NazS).

(12) Solucao tampdo de Walpole: Misturar 200 mL de CH3COONa
IM e aproximadamente 200 mL de HCI 1N para ajustar a pH 3,0.

(13) Solugdo de L-cisteina 0,1%: Dissolver 10 mg de cloridrato de L-
cisteina, HSCH2CH(NH2)COOH-HCI-H20, em 10 mL de NaOH 0,1N.
(Preparar uma solucao nova a cada analise).

(14) Solucdo padrao de metilmerctrio: Pesar 12,5 mg de cloreto de

metilmercurio, CH3HgCl (padrdo primdrio) em um baldo volumétrico
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de 100 mL, dissolver em tolueno para fazer um volume final de 100
mL, e armazenar como uma solugdo estoque. Diluir a solu¢ao estoque
100 vezes com tolueno para obter a solugdo padrao de metilmercurio.
Um mL desta solu¢ao contém 1.000 ng de Hg.

(15) Solucdao de metilmercurio-cisteina: Transferir 0,5 mL da solucao
padrdao de metilmercurio e 5 mL da solugdo de L-cisteina 0,1% para um
tubo conico de centrifuga de 10 mL com tampa. Agitar por 3 minutos
com um agitador elétrico para extrair o metilmercirio para a fase
aquosa. Centrifugar a 1.200 rpm por 3 minutos e descartar a fase
organica (fase superior). Fechar o tubo e armazenar em um local escuro
refrigerado. (Preparar uma solugcdo nova mensalmente). Um mL desta
solug¢do contém 0,1 ug of Hg.

(16) Sulfato de s6dio anidro: Sulfato de so6dio anidro (grau de analise
para pesticidas) aquecido a 500°C por 2-3 horas (manter em um
dessecador).

(17) Gas N2.

Nota: Para os reagentes anteriores (6)-(9), (11), e (12), preparar as
quantidades exigidas com antecedéncia, adicionar metade do volume de
tolueno, lavar por agitacdo em um funil de separagdo. Confirmar de antemao
que nenhum pico aparece, pois isto poderia interferir com a medida por GLC-

ECD.

b. Instrumentos e equipamento
(1) Cromatografo gas-liquido com detector de captura de elétron (GLC-
ECD).
(2) Multi-medidor de fluxo: Medidor de fluxo Modelo V4 multi-kit

(Kojima Instruments Inc., Tokyo, Japan).
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(3) Centrifuga.

(4) Agitador sentido reciproco.

(5) Banho térmico (banho-maria).

(6) Agitador magnético.

(7) Aspirador.

(8) Agitador tipo Vortex.

(9) Medidor de pH.

(10) Baldes volumétricos: 10, 100, e 1.000 mL.

(11) Pipetas graduadas: 0,2, 0,5, 1,5, ¢ 10 mL.

(12) Pipetas Pasteur.

(13) Funis de separagao: 100, 200, e 1.000 mL.

(14) Recipiente de vidro com tampa de vidro: 100, 200, e 500 mL.

(15) Recipiente de vidro com tampa rosqueada: 1.000 mL.

(16) Tubo conico de centrifuga de 40 mL com tampa de vidro.

(17) Tubo conico de centrifuga de 10 mL com tampa de vidro: 16.5
mm de didmetro X 100 mm de comprimento.

(18) Frasco: frasco de cintilagdo de 20 mL

(19) Tesouras de dissecacao.

Nota: Lavar completamente todos os aparatos de vidro com tolueno antes do

uso. Confirmar com antecedéncia que nenhum pico ¢ registrado, pois isso

poderia interferir com a medida por GLC-ECD.

Condicdes cromatograficas gas-liquido:

Qualquer uma das seguintes trés diferentes colunas podem ser usadas

para a andlise:
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1) Coluna de vidro 3,0 mm x 0,75-1,0 m empacotada com Hg-20A em
Uniport HP (AW-DMCS, malha 60-80, GL Science Co., Ltd., Tokyo,
Japan).
i1) Coluna de vidro 3,0 mm x 0,75-1,0 m empacotada com KOCL-Hg
10% em Chromosorb W (AW-DMCS, malha 60-80, J-Science Co., Ltd.,
Kyoto, Japan).
ii1) Coluna de vidro 3,0 mm X% 2,0 m empacotada com poli-dietileno
glicol succinato (DEGS) 5-10% em Chromosorb W (AW-DMCS).
Depois de empacotar a coluna, empacotar aproximadamente 2-3 cm de
NaCl, previamente aquecido a 500°C durante 2-3 horas, acima do material de
empacotamento (no lado de inje¢ao).
Temperatura: Forno: 140-160°C, Injetor: 180°C, Detector: 200°C

Gas carreador: N2, 30-40 mL/min.

c. Preparacao da solucdo amostra
Extracdo de metilmercurio

Pesar precisamente uma amostra homogeneizada (normalmente 0,2-0,5
g em peso umido, cerca de 0,1 g para uma amostra seca) e colocar no fundo de
um tubo conico de centrifuga de uns 40 mL com tampa rosqueada. (Para uma
amostra seca, adicionar 0,5 mL de agua destilada para umedecer depois de
pesar.) Adicionar 10 mL de Etanol-KOH IN. Fechar firmemente e aquecer em
um banho térmico a 100°C por 1 hora e ocasionalmente agitar suavemente.’
Deixar esfriar, adicionar 10 mL de HCI 1N e 5 mL de hexano em sequéncia, e
agitar por 3 minutos com um agitador de sentido reciproco. Centrifugar a
2.500 rpm por 3 minutos. Descartar a fase do hexano (fase superior) para
remover materiais gordurosos®. Adicionar 2 mL de EDTA 20% e misturar

bem.” Adicionar 5 mL de ditizona-tolueno 0,01% purificada. Agitar por 3
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minutos para extrair metilmercurio como seu ditizonato (complexo) na fase de
tolueno. Deixar separar as fases. Descartar a fase aquosa (fase mais baixa).
Centrifugar a 2.500 rpm durante 3 minutos e a seguir descartar o0 maximo
possivel da fase aquosa restante (fase mais baixa).

Limpeza
Adicionar 3 mL de NaOH 1N a fase de tolueno e agitar durante 3

minutos para lavar e remover o excesso de ditizona. (Para uma amostra de
sangue, acrescentar 0,5 g de sulfato de sodio anidro a fase de tolueno e agitar
por 3 minutos antes deste passo, seguido por lavagem com 3 mL de NaOH
IN).® Deixar separar as fases. Descartar a fase aquosa (fase mais baixa).
Centrifugar a 2.500 rpm por 3 minutos para obter uma fase clara de tolueno.
Transferir um volume fixo (normalmente 3 mL) da fase de tolueno para um
tubo conico de centrifuga de 10 mL com rolha de vidro. Adicionar 2 mL da
solucao alcalina de sulfeto de sédio e agitar por 3 minutos para extrair de volta
o metilmercirio na fase aquosa’. Centrifugar a 1.200 rpm por 3 minutos,
tampado com a rolha de vidro. Retirar e descartar cuidadosamente a fase de
tolueno (fase superior). Adicionar 2 mL de tolueno a fase aquosa e agitar por 3
minutos para lavar a fase aquosa. Centrifugar novamente a 1.200 rpm por 3
minutos, tampado com a rolha de vidro. Retirar e descartar a fase de tolueno
(fase superior). Adicionar HCl 1IN (3-5 gotas) para tornar a solugdo
ligeiramente 4acida.® Com uma pipeta Pasteur, aerar a solugdo com gis N,
através de um medidor de fluxo por 3 minutos (50 mL/min.) para expelir o
excesso de ions sulfeto como gés sulfidrico. Subseqlientemente, adicionar 2
mL da solucdo tampao Walpole lavando a extremidade da pipeta Pasteur.
Misturar bem com um misturador de vortice. Adicionar um volume fixo de
ditizona-tolueno 0,01% purificada (0,2-1,0 mL, normalmente 0,5 mL) e agitar

para extrair o metilmercurio. Centrifugar a 1.200 rpm por 3 minutos, tampado
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com a rolha de vidro. Retirar e descartar a fase aquosa (fase mais baixa).
Acrescentar 3 mL de NaOH IN a fase de tolueno e agitar por 3 minutos para
lavar e remover o excesso de ditizona. Deixar separar as fases. Descartar a
fase aquosa (fase mais baixa). Centrifugar a 1.200 rpm por 3 minutos,
tampado com a rolha de vidro. Retirar novamente e descartar 0 maximo
possivel da fase aquosa restante (fase mais baixa). Acidificar a solucao
acrescentando 2 gotas de HCI 1IN a fase de tolueno e misture com um
misturador de vortice. Centrifugar a 1.200 rpm por 3 minutos, tampado com a
rolha de vidro. Retirar e descartar a fase cloridrica 4cida (fase mais baixa).
Usar a solucao resultante como a solugao amostra.

Separadamente, dependendo das concentracdes de mercurio esperadas
nas amostras, transferir 0-0,20 mL da solugdo de metilmercurio-cisteina
(correspondendo a 0-0,020 pug Hg) para tubos conicos de centrifuga de 40 mL
com tampa rosqueada e adicionar 10 mL de Etanol-KOH 1N. Seguir os
mesmos passos como indicado acima na preparacao da solu¢do amostra para
fazer as solug¢des padrao de metilmercurio para a curva de calibragdo. Proteger

as solugdes de teste da luz apds a preparacao.

d. Procedimentos de analise e célculos

Com wuma micro-seringa, injetar no GLC um volume fixo
(normalmente 2-5 pul) de cada uma das solucdes de amostra (ou suas solucoes
tolueno-diluidas), solugdes de branco e de padrdo de metilmerctrio para a
curva de calibracdo. Calcular a concentragdo de metilmerctirio na amostra
(ug/g) comparando a altura do pico da solugdo amostra com a curva de

calibracio obtida das solucdes de padrio.’
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Notas de Procedimentos

1. Este método envolve a digestao de proteinas na amostra pelo aquecimento
com Etanol-KOH 1N, remog¢do de materiais gordurosos livres por lavagem
com hexano sob condigao ligeiramente acida, e separacao de metilmercutrio
na amostra por extracdo quantitativa para a fase de tolueno como seu
ditizonato, seguido por limpeza total com uma solu¢do alcalina de sulfeto
de sddio e re-extracdo com uma quantidade pequena de ditizona-tolueno
0,01%.

2. Ditizona (difeniltiocarbazona) ¢ facilmente oxidada, e sua forma oxidada
(difeniltiocarbadiazona) ¢ contida como uma impureza que causa
interferéncia nos picos no cromatograma. Entdo, utilizando a propriedade
quimica unica da ditizona pura de formar um sal solivel em agua que
dissolve em solucdo alcalina, preparar uma solu¢dao nova de ditizona-
tolueno para cada andlise.

3. Se ndo estiver firmemente lacrada, a solugdo pode ferver durante o
aquecimento. Neste caso, remover o recipiente, esfriar bem com agua de
torneira, fechar a tampa rosqueada novamente de forma que o gés ndo
escoe, e continuar o aquecimento. Se o volume da solugao foi reduzido sem
qualquer ebulicao aparente, repetir o procedimento desde o principio.

4. Para remover a fase superior ou a fase mais baixa do tubo de teste, usar o
Sistema de Suc¢do-Remog¢do com uma pipeta Pasteur conectada com um
tubo flexivel a um coletor de liquido descartado por um aspirador, como
mostrado na Figura 2. Resumidamente, para remover a fase superior (fase
organica), executar a suc¢ao posicionando a ponta da pipeta Pasteur na
superficie da fase superior abaixo ao longo da parede interior do tubo de
teste para puxar fora o maximo possivel da fase superior. Quando somente

uma pequena quantidade da fase superior permanecer, manter a ponta da
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pipeta Pasteur alguns mm acima da superficie da fase organica e continuar
aspirando. Com esta técnica, s6 a fase organica que tem uma gravidade
especifica mais baixa que a fase inferior (fase aquosa) e volatilidade alta, ¢
aspirada junto com o ar, permitindo uma remoc¢ao quase completa da fase
organica. Para descartar a mais baixa das duas fases separadas no tubo de
teste, apertar o tubo flexivel com os dedos para parar a succdo da pipeta
Pasteur. Posicionar a ponta da pipeta Pasteur no fundo do tubo de teste e
ajustar a pressao no tubo para aspirar lentamente a fase mais baixa. Quando
a fase mais baixa estiver quase completamente removida, apertar o tubo
flexivel para parar a suc¢do e remover a pipeta Pasteur. Isto torna possivel
remover s6 a fase mais baixa. Devido estes procedimentos requererem
alguma habilidade e precisado, praticar cada procedimento anteriormente.

. Antes da extragdo da ditizona, adicionar a solu¢do de EDTA e misturar por
agitacdo para mascarar ions de Fe e outros ions de metal contido nas
amostras, particularmente amostras de sangue e derivados.

Este procedimento permite que o complexo de metilmercurio-ditizona
(ditizonato de metilmerctrio) permaneca na fase do tolueno; entretanto, o
excesso de ditizona na fase de tolueno forma sal solivel em dgua na
solucdo alcalina que pode ser transferidlo na fase aquosa. Este
procedimento de remogao de ditizona mantém o metilmercurio-ditizonato
na fase de tolueno sem qualquer perda. Tal procedimento de remogao de
ditizona por lavagem com alcali ¢ normalmente suficiente. Porém, se nao
for obtida uma fase clara de tolueno, repetir este procedimento.
Para amostras de sangue, material negro suspenso gerado durante a
extracao de ditizona-tolueno colore a solugdo de amostra final, resultando

freqlientemente no aparecimento de picos que interferem no
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cromatograma. Para prevenir isto, adicionar 0,5 g de sulfato de sddio
anidro e agitar, antes de proceder a lavagem alcalina.
. Ditizonato de metilmercario na fase de tolueno reage com o excesso de
ions sulfeto, formando um complexo soluvel em 4dgua que pode ser
transferido na fase aquosa. Para executar um procedimento eficiente de
uma unica extracdo, usar uma solucdo de etanol alcalina de sulfeto de
sodio.
. Para confirmar o volume de HCIl IN requerido para ser adicionado para a
leve acidificacao da soluc¢do, transferir 2 mL da solucao alcalina de sulfeto
de so6dio com antecedéncia em outro tubo de ensaio de 10 mL e adicionar
algumas gotas da solucao de ditizona 0,01% como um indicador de pH
para obter uma cor amarela ou laranja. Acrescentar gotejando HCI IN a
este at¢ que a cor mude para azul. O nimero de gotas de HCl IN
adicionado ¢ a quantidade de HCI1 IN requerida para acidificar ligeiramente
a solucao.
. Geralmente, em medida de GLC, a faixa linear da curva de calibracao ¢
estreita. Tomar nota disto, particularmente quando tomar medidas, e
proceder diluicdo apropriada de forma que a altura do pico da solucao
amostra esteja na faixa linear. Quando a linearidade ¢ confirmada pela
medida da solu¢do padrdo de metilmercurio para preparacdo da curva de
calibragdo, a concentragao de metilmerctrio na amostra pode ser calculada
de acordo com a seguinte equagdo usando a altura do pico (mm) da solugao
padrao (Pstd) de, por exemplo, 0,020 ug Hg.

Concentragdo de Metilmercurio na amostra (pug/g ou mL) = 0.020 pg x

(Ps—Pbl)/(Pstd—Pbl) x fator de diluicdo x 1/peso da amostra (g)

Ps: altura do pico (mm) da solu¢cdo amostra

Pbl: altura do pico (mm) da solu¢ao de branco
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Tubo
flexivel

Pipeta
Pasteur

L )
Coletor de liquido de Aspirador
descarte

Figura 2. Sistema de Sucgdo-Remocao para Separagdo de Fases Liquidas
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Amostra, 0,2-0,5 g peso umido (tubo conico centrifuga de 40 mL tampa de rosca)

Adicionar 10 mL de Etanol-KOH IN.

Fechar firmemente e aquecer a 100°C por 1 h.

Adicionar 10 mL de HCI IN e misturar para acidificar levemente.
Adicionar 5 mL de hexano e agitar por 3 min.

Centrifugar a 2.500 rpm por 3 min.

Fase Aquosa Fase Organica
Adicionar 2 mL de EDTA 20% e misturar.

Adicionar 5 mL de ditizona-tolueno 0,01% purificada e agitar por 3 min.
Centrifugar a 2.500 rpm por 3 min.
Fase Organica Fase Aquosa
(Para sangue, adicionar 0,5 g de Na2SOs4 e agitar)
Adicionar 3 mL de NaOH 1N e agitar por 3 min.
Centrifugar a 2.500 rpm por 3 min.

Fase Organica, 3 mL (tubo conico de centrifuga de 10 mL) Fase Aquosa
Adicionar 2 mL de solucdo alcalina de sulfeto de sodio e agitar por 3 min.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.

Fase Aquosa Fase Organica
Adicionar 2 mL de tolueno e agitar por 3 min.

Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.

Fase Aquosa Fase Organica

Adicionar 3-5 gotas de HCI 1IN para acidificar levemente.

Aerar a amostra com gas N2 por 3 min. a 50 mL/min.

Adicionar 2 mL de solucao tampao de Walpole e misturar.

Adicionar 0,5 mL de ditizona-tolueno 0,01% purificada e agitar por 3 min.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.

Fase Organica Fase Aquosa
Adicionar 3 mL de NaOH 1IN e agitar por 3 min.

Deixar descansar por um tempo e descartar a fase inferior.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.

Fase Organica Fase Aquosa
Adicionar 2 gotas de HCI 1IN e agitar em Vortex.

Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.

ECD-GLC Fase de acido cloridrico

Fluxograma 6. Determinagdo de Metilmerctrio em Amostras Biologicas
(peixe, molusco, sangue humano, e tecidos como cordao umbilical)
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4-1-2 Amostras bioldgicas que contém concentracdes relativamente

altas de mercurio, particularmente peixe e molusco (Método
1
simplificado)

Como descrito acima, o método analitico para metilmercirio em
amostras bioldgicas que usa o método de extragdo de ditizona/ GLC-ECD ¢
extensamente aplicado para determinacao quantitativa de quantidades trago de
metilmercirio em amostras de proteinas que incluem peixe, molusco, sangue,
e tecidos humanos. Porém, quando a solugdo amostra ¢ preparada de acordo
com este método para peixe, molusco, € as outras amostras bioldgicas que
contém concentracdes relativamente altas de mercurio, diluigdo significativa
da solucao de amostra ¢ inevitavel na medida, na maioria dos casos. Para essas
amostras, esta disponivel um método em que o volume coletado da fase de
tolueno usado na extragdo de volta ¢ reduzido no passo da limpeza total. O
método seguinte no qual os procedimentos analiticos anteriores sao
parcialmente simplificados, também pode ser aplicado quando ¢ esperada uma

concentracao alta de mercurio da medida de mercurio total.

a. Reagentes

(1) Tolueno: CeHsCH3 (grau para andlise de pesticida).

(2) Hexano: CH3(CH2)4CH3 (grau para andlise de pesticida).

(3) Etanol: C2H50H (grau analitico).

(4) Agua destilada: Destilar 4gua deionizada e armazenar em um recipiente
de vidro limpo.

(5) Etanol-KOH 1N: Dissolver 56,11 g de hidroxido de potéssio (grau
analitico) em etanol para obter um volume final de 1.000 mL.

(Armazenar em um local escuro refrigerado).
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(6) HCI IN: Misturar 90 mL de acido cloridrico (grau analitico) com agua
destilada para obter um volume final de 1.000 mL.

(7) Solugao de EDTA 20%: Dissolver 20 g de tetra-sodio
etilenodiaminotetraacetato (grau analitico), Ci0H12N20sNa4-4H20, em
agua destilada para fazer um volume final de 100 mL.

(8) NaOH 1N: Dissolver 40 g de hidroxido de sodio (grau analitico) em
agua destilada para fazer um volume final de 1.000 mL.

(9) NaOH 0,1N: Diluir NaOH 1N 10 vezes com 4gua destilada.

(10) Ditizona-tolueno 0,01% purificada: Dissolver 0,011 g de
difeniltiocarbazona, CeHsN:NCSNHNHCesHs, em 100 mL de tolueno
em um funil de separacdo de 200 mL. Adicionar 50 mL de NaOH 0,1N
e agitar rapidamente para extrair a ditizona na fase aquosa (fase de
fundo). Depois de deixar as fases para separar, transferir a fase de fundo
para um recipiente de vidro provido com uma rolha de vidro. Adicionar
gotejando HCI IN para tornar a solucdo ligeiramente acida (cristais
negro-esverdeados precipitardo). Adicionar 100 mL de tolueno e agitar
para obter ditizona-tolueno 0,01% purificada. Deixar separar as fases,
retirar ¢ descartar a fase de fundo, e selar. Armazenar em um local
escuro refrigerado. (Preparar uma solu¢ao nova para cada andlise).

(11) Solugdo alcalina de sulfeto de sédio: Dissolver 0,15 g de
Na2S-9H20 (grau analitico) em 10 mL de 4gua destilada em um tubo
conico de centrifuga de 10 mL, provido com uma rolha de vidro para
fazer a solucdo estoque de sulfeto de sodio. (Preparar uma solugdo nova
mensalmente. Armazenar em um local escuro refrigerado). A cada uso,
transferir 0,1 mL da solugdo estoque para um recipiente de vidro

provido com uma rolha de vidro, adicionar 50 mL de NaOH 0,1 N e 50
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mL de etanol, e misturar para obter uma solugdo alcalina de sulfeto de
sodio. (Um mL desta solugao contém 5 pg de NazS).

(12) Solucao tampdo de Walpole: Misturar 200 mL de CH3COONa
IM e cerca de 200 mL de HCI 1N para ajustar a pH 3,0.

(13) Solugdo de L-cisteina 0,1%: Dissolver 10 mg de cloridrato de L-
cisteina, HSCH2CH(NH2)COOH-HCI-H20, em 10 mL de NaOH 0,1N.
(Preparar uma solucao nova para cada analise).

(14) Solucdo padrao de metilmerctrio: Pesar 12,5 mg de cloreto de
metilmerctrio, CH3HgCI (padrao primdrio) em um baldo volumétrico
de 100 mL, dissolver em tolueno para fazer um volume final de 100
mL, e armazenar como uma solucao estoque. Diluir a solucdo estoque
100 vezes com tolueno para obter a solu¢do padrao de metilmercurio.
Um mL desta solucao contém 1,0 pg de Hg.

(15) Solugdo de metilmercurio-cisteina: Transferir 0,5 mL da solugdo
padrao de metilmercurio e 5 mL da solu¢do de L-cisteina 0,1% para um
tubo conico de centrifuga de 10 mL provido com tampa. Agitar durante
3 minutos em agitador de sentido reciproco para extrair o metilmerctrio
na fase aquosa. Centrifugar a 1.200 rpm por 3 minutos, retirar e
descartar a fase organica (fase superior). Fechar o tubo e armazenar em
um local escuro refrigerado. (Preparar uma solucao nova mensalmente).
Um mL desta solucao contém 0,1 pg de Hg.

(16) Gas N2.

Nota: Para os reagentes anteriores (6)-(9), (11), e (12), preparar as

quantidades necessarias com antecedéncia, adicionar metade do volume de

tolueno, e lavar por agitacdo. Confirmar previamente que ndo aparece nenhum

pico, pois isso poderia interferir com a medida por GLC-ECD.
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b. Instrumentos e equipamento

(1) Cromatégrafo gas-liquido equipado com detector de captura de elétron
(ECD-GLC).

(2) Medidor de fluxo: Medidor de fluxo multi-kit Modelo V4 (Kojima
Instruments Inc., Tokyo, Japan).

(3) Centrifuga.

(4) Agitador sentido reciproco.

(5) Banho térmico.

(6) Agitador magnético.

(7) Aspirador.

(8) Misturador Vortice.

(9) Medidor de pH.

(10) Baldes volumétricos: 10, 100, e 1.000 mL.

(11) Pipetas graduadas: 0,2, 0,5, 1,5, ¢ 10 mL.

(12) Pipetas Pasteur.

(13) Funis de separagao: 100, 200, ¢ 1.000 mL.

(14) Recipientes de vidro com tampa de vidro: 100, 200, e 500 mL.

(15) Recipientes de vidro com tampa rosqueada: 1.000 mL.
(16) Tubo conico de centrifuga de 40 mL com tampa de vidro.
(17) Tubo conico de centrifuga de 10 mL com tampa de vidro: 16,5

mm de didmetro X 100 mm de comprimento.
(18) Frasco: frasco de cintilagdo de 20 mL.
(19) Tesouras de dissecagao.
Nota: Lavar completamente todos os aparatos de vidro com tolueno antes do
uso. Confirmar com antecedéncia que ndo aparece nenhum pico, ja que isso

poderia interferir com a medida.
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Condicdes Cromatograficas Gas-liquido:
Qualquer uma das seguintes trés diferentes colunas podem ser usadas
para a andlise:
1) Coluna de vidro 3,0 mm % 0,75-1,0 m empacotada com Hg-20A em
Uniport HP (AW-DMCS, malha 60-80, GL Science Co., Ltd., Tokyo,
Japan).
i1) Coluna de vidro 3,0 mm x 0,75-1,0 m empacotada com KOCL-Hg
10% em Chromosorb W (AW-DMCS, malha 60-80, J-Science Co., Ltd.,
Kyoto, Japan).
ii1) Coluna de vidro 3,0 mm X% 2,0 m empacotada com 5-10% poli-

dietileno glicol succinato (DEGS) em Chromosorb W (AW-DMCS).

Depois de empacotar a coluna, empacotar aproximadamente 2-3 cm de
NaCl, previamente aquecido a 500°C durante 2-3 horas, acima do material de
empacotamento (no lado de injecao).
Temperatura: Forno: 140-160°C, Injetor: 180°C, Detector: 200°C

Gas carreador: N2, 30-40 mL/min.

c. Preparacao da solucéo amostra
Extracdo de metilmercuario

Pesar precisamente uma amostra homogeneizada (normalmente 0,2-0,5
g em peso Umido, aproximadamente 0,1 g para uma amostra seca) e colocar
no fundo de um tubo conico de centrifuga de uns 40 mL com tampa
rosqueada. (Para uma amostra seca, depois de pesar, adicionar 0,5 mL de agua
destilada para umedecer.) Adicionar 10 mL de Etanol-KOH 1N. Fechar
firmemente e aquecer em um banho térmico a 100°C durante 1 hora, agitando

suavemente de vez em quando. Deixar esfriar, adicionar 10 mL de HCl IN e 5
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mL de hexano em sequéncia, e agitar por 3 minutos em agitador de sentido
reciproco. Centrifugar a 2.500 rpm por 3 minutos. Retirar e descartar a fase de
hexano (fase superior) para remover materiais gordurosos. Adicionar 2 mL de
EDTA 20% e misturar bem. Adicionar 5 mL de ditizona-tolueno 0,01%
purificada. Agitar por 3 minutos para extrair metilmercirio como seu
ditizonato (complexo) na fase de tolueno. Deixar as fases para separar.
Descartar a fase aquosa (fase mais baixa). Centrifugar a 2.500 rpm por 3
minutos para obter uma fase de tolueno clara.
Limpeza

Transferir 1,0 mL da fase de tolueno para um tubo cOnico de
centrifuga de 10 mL com tampa de vidro.” Adicionar 2 mL de solugdo alcalina
de sulfeto de sodio e agitar por 3 minutos para extrair de volta o metilmercurio
na fase aquosa. Centrifugar a 1.200 rpm durante 3 minutos, tampado com a
rolha de vidro. Retirar e descartar cuidadosamente a fase de tolueno (fase
superior). Adicionar 2 mL de tolueno a fase aquosa e agitar por 3 minutos para
lavar a fase aquosa. Centrifugar novamente a 1.200 rpm durante 3 minutos,
tampado com a rolha de vidro. Retirar e descartar a fase de tolueno (fase
superior). Adicionar HCI IN (3-5 gotas) para tornar a solucdo ligeiramente
acida. Com uma pipeta Pasteur, aerar a solucdo com gas N, através de um
fluxdbmetro durante 3 minutos (50 mL/min.) para expelir os ions sulfeto em
excesso como gas sulfidrico. Subseqiientemente, adicionar 2 mL de tampao
Walpole lavando a ponta da pipeta Pasteur. Misturar bem em um misturador
de vortice. Adicionar 1,0 mL de tolueno e agitar por 3 minutos (para re-
extragdo de metilmercurio junto com o excesso de ditizona).” Centrifugar a
1.200 rpm por 3 minutos tampado com a rolha de vidro. Retirar e descartar a
fase aquosa (fase mais baixa). Adicionar 3 mL de NaOH 1IN a fase de tolueno

e agitar para lavar e remover o excesso de ditizona. Deixar separar as fases.
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Descartar a fase aquosa (fase mais baixa). Centrifugar a 1.200 rpm por 3
minutos, tampado com a rolha de vidro. Retirar e descartar o méximo possivel
a fase aquosa restante (fase mais baixa). Acidificar a solu¢do pela adicao de 2
gotas de HCI1 IN e misturar em um misturador de vortice. Centrifugar a 1.200
rpm por 3 minutos, tampado com a rolha de vidro. Retirar e descartar a fase de
acido cloridrico (fase mais baixa). Usar a solu¢do resultante como a solugao
amostra.

Separadamente, dependendo das concentragdes de mercurio esperadas
nas amostras, transferir 0-1,0 mL de solucdo de metilmercurio-cisteina
(correspondendo a 0-0,10 ug Hg) para tubos conicos de centrifuga de 40 mL
com tampa rosqueada e adicionar 10 mL de Etanol-KOH 1N. Seguir os
mesmos passos como indicado acima na preparagao das solugdes amostra para
obter as solugdes padrao de metilmerctrio para a curva de calibracdo. Proteger

as solucdes da luz apos a preparacao.

d. Procedimentos de analise e calculos

Com uma micro-seringa, injetar no GLC um volume fixo
(normalmente 2-5 pul) de cada uma das solucdes de amostra (ou suas solucoes
tolueno-diluidas), as solucdes de branco e padrdo de metilmercurio para a
curva de calibragdo. Calcular a concentracdo de metilmercirio na amostra
(ug/g) comparando a altura do pico da solugdo amostra com a curva de

calibragdo obtida das solucdes de branco e padrdao de metilmercurio.

Notas de procedimentos
1. Este método ¢ aplicado para determinacdo de metilmercirio em
amostras biologicas (particularmente peixe e molusco) contendo

concentracoes relativamente altas de mercurio (excedendo 0,1 ppm).
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Este método difere daquele descrito em 4-1-1 nos seguintes pontos:
depois da extracdo da ditizona-tolueno 0,01%, omitir a lavagem com
NaOH 1N e a subseqiiente separagdo por centrifugacdo; no passo de re-
extracdo do metilmercurio, a extracdo pode ser executada somente com
tolueno em vez de ditizona-tolueno 0,01%. Além disso, este método
tem a vantagem que uma mudanga Obvia de cor no passo da leve
acidificagdo prontamente indica a necessidade de expelir o excesso de
ions sulfeto porque a ditizona, que serve como um indicador de pH, ja
foi extraida na fase aquosa e coloriu a solu¢do durante o procedimento
da extragao de volta com a solucao alcalina de sulfeto de sédio.

2. Neste processo, o ditizonato de metilmercirio assim como a ditizona
livre em ditizona-tolueno 0,01% sdo transferidos ao mesmo tempo na
solucdo alcalina de sulfeto de sodio; consequentemente, o volume do
extrato de ditizona-tolueno 0,01% a ser usado para a extragdo de volta
em sulfeto de sodio alcalino ¢ limitado a 1 mL.

3. Neste procedimento, o metilmercirio junto com a ditizona que estava
na forma livre na fase aquosa ¢ re-extraido no tolueno. Entdo, conduzir
a re-extracdo com este método usando somente tolueno em um volume

de 1 mL, igual ao usado na extragdo de ditizona-tolueno 0,01%.
Para os fundamentos da analise de metilmercurio, ver pag. 69-71 para

as Notas de Procedimentos em "4-1-1 Amostras bioldgicas (peixe, molusco,

sangue humano, e tecidos como cordao umbilical)".
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Amostra, 0,2-0,5 g peso umido (tubo conico de centrifuga de 40 mL com tampa

rosqueada)

Adicionar 10 mL de Etanol-KOH 1N.
Fechar firmemente e aquecer a 100°C por 1 h.
Adicionar 10 mL de HCI IN e misturar p/ acidificar levemente.
Adicionar 5 mL de hexano e agitar por 3 min.
Centrifugar a 2.500 rpm por 3 min.
Fase Aquosa Fase Organica

Adicionar 2 mL de EDTA 20% e misturar.
Adicionar 5 mL de ditizona-tolueno 0,01% purificada e agitar por 3 min.
Centrifugar a 2.500 rpm por 3 min.

Fase Organica, 1 mL (tubo conico de centrifuga de 10 mL) Fase Aquosa

Adicionar 2 mL de solucdo alcalina de sulfeto de sddio e agitar por 3 min.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.
Fase Aquosa Fase Organica

Adicionar 2 mL de tolueno e agitar por 3 min.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.
Fase Aquosa Fase Organica

Adicionar 3-5 gotas de HCI1 1N para acidificar levemente.
Aerar a amostra com géas N2 por 3 min. a 50 mL/min.
Adicionar 2 mL de tampao Walpole e misturar.
Adicionar 1,0 mL de tolueno e agitar por 3 min.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.
Fase Organica Fase Aquosa

Adicionar 3 mL de NaOH IN e agitar por 3 min.
Deixar descansar e descartar a fase aquosa.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.
Fase Organica Fase Aquosa

Adicionar 2 gotas de HCl 1N e misturar em agitador Vortex.
Centrifugar a 1,200 rpm por 3 min.

GLC-ECD Fase de acido cloridrico

Fluxograma 7. Determinagdo de Metilmerctrio em Amostras Biologicas

Contendo Concentragdes de Mercurio Relativamente Altas,

Particularmente Peixe e Molusco (Método Simplificado)
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4-1-3 Urina
a. Reagentes

(1) Tolueno: CeHsCH3 (grau de andlise de pesticida)

(2) Etanol: C2H50H (grau analitico)

(3) Agua destilada: Destilar 4gua deionizada e armazenar em um recipiente
de vidro limpo.

(4) Etanol-KOH 1IN: Dissolver 56,11 g de hidroxido de potassio (grau
analitico) em etanol para obter um volume final de 1.000 mL.
(Armazenar em um local escuro refrigerado).

(5) HCI IN: Misturar 90 mL de acido cloridrico (grau analitico) com agua
destilada para obter um volume final de 1.000 mL.

(6) Solugao de EDTA 20%: Dissolver 20 g de etilenodiaminotetraacetato
tetra-sddio (grau analitico), C10H12N20sNa4-4H20, em agua destilada
para fazer um volume final de 100 mL.

(7) NaOH 1N: Dissolver 40 g de hidroxido de sodio (grau analitico) em
agua destilada para fazer um volume final de 1.000 mL.

(8) NaOH 0,1N: Diluir NaOH 1N 10 vezes com 4gua destilada.

(9) Ditizona-tolueno  0,01%  purificada: Dissolver 0,011 g de
difeniltiocarbazona, CeHsN:NCSNHNHCe¢Hs, em 100 mL de tolueno
em um funil de separa¢do de 200 mL. Adicionar 50 mL de NaOH 0,IN
¢ agitar rapidamente para extrair a ditizona na fase aquosa (fase de
fundo). Apds deixar separar as fases, transferir a fase de fundo para um
recipiente de vidro com tampa de vidro. Adicionar HCI 1N gota a gota
para tornar a solugdo levemente acida (cristais negro-esverdeados
precipitardo), adicionar 100 mL de tolueno, e agitar para obter ditizona-

tolueno 0,01% purificada. Deixar formar as fases, retirar e descartar a
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fase de fundo, e selar. Armazenar em um local refrigerado escuro.
(Preparar uma solugdo nova a cada analise).

(10) Solucdao alcalina de sulfeto de soédio: Dissolver 0,15 g de
Na,S-9H,0 (grau analitico) em 10 mL de agua destilada em um tubo
conico de centrifuga de 10 mL com tampa de vidro para fazer a solugao
estoque de sulfeto de sodio. (Preparar uma solugdo nova mensalmente.
Armazenar em um local refrigerado escuro). A cada uso, transferir 0,1
mL da solucdo estoque para um recipiente de vidro com uma tampa de
vidro, adicionar 50 mL de NaOH 0,1N e 50 mL de etanol, e misturar
para obter uma solucdo alcalina de sulfeto de sédio. (Um mL desta
solug¢do contém 5 pg de NazS).

(11) Tampao de Walpole: Misturar 200 mL de CH3COONa IM e
cerca de 200 mL de HCI 1IN em 600 mL de agua destilada para ajustar
apH 3,0.

(12) Solugdo de L-cisteina 0,1%: Dissolver 10 mg de Cloridrato de L-
cisteina, HSCH2CH(NH2)COOH-HCI-H20, em 10 mL de NaOH 0,1N.
(Preparar uma solucao nova a cada analise).

(13) Solu¢do padrao de metilmerctrio: Pesar 12,5 mg de cloreto de
metilmercurio, CH;HgCI (padrdao primdrio) em um baldo volumétrico
de 100 mL, dissolver em tolueno para fazer um volume final de 100
mL, e armazenar como solucdo estoque. Diluir a solugdo estoque 100
vezes com tolueno para obter a solug¢do padrao de metilmercirio. Um
mL desta solu¢dao contém 1.000 ng de Hg.

(14) Solucao de metilmercurio-cisteina: Transferir 0,5 mL da solucao
padrao de metilmerctrio e 5 mL da solug¢ao de L-cisteina 0,1% para um
tubo conico de centrifuga de 10 mL provido com tampa. Agitar por 3

minutos em um agitador de sentido reciproco para extrair o
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metilmerctrio na fase aquosa. Centrifugar a 1.200 rpm por 3 minutos,
retirar ¢ descartar a fase organica (fase superior). Fechar o tubo e
armazenar em um local escuro refrigerado. (Preparar uma solugdo nova
mensalmente). Um mL desta solugao contém 0,1 pg de Hg.

(15) Sulfato de sodio anidro: Sulfato de sodio anidro (grau para analise
de pesticida) aquecer a 500°C por 2-3 horas (manter em um
dessecador).

(16) Gas N2.

Nota: Para os reagentes anteriores (5)-(8), (10) e (11), preparar a quantidade
requerida antes do uso, adicionar metade do volume de tolueno, e lavar por
agitacdo. Confirmar previamente que nenhum pico aparece, pois isso poderia

interferir com a medida por GLC-ECD.

b. Instrumentos e equipamento

(1) Cromatégrafo gas-liquido equipado com detector de captura de elétron
(GLC-ECD).

(2) Medidor de fluxo: Fluxémetro multi-kit Modelo V4 (Kojima
Instruments Inc., Tokyo, Japan).

(3) Centrifuga.

(4) Agitador de sentido reciproco.

(5) Agitador magnético.

(6) Aspirador.

(7) Agitador de vortice.

(8) Medidor de pH.

(9) Balodes volumétricos: 10, 100, e 1.000 mL.

(10) Pipetas graduadas: 0,2, 0,5, 1,5, ¢ 10 mL.

(11) Pipetas Pasteur.
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(12)
(13)
(14)
(15)

Funis de separagao: 100, 200, e 1.000 mL.
Recipientes de vidro com tampa de vidro: 100, 200, ¢ 500 mL.
Recipientes de vidro com tampa rosqueada: 1.000 mL.

Tubo de centrifuga de 50 mL de fundo redondo com tampa de

vidro.

(16)

Tubo conico de centrifuga de 10 mL com tampa de vidro: 16,5

mm de didmetro X 100 mm de comprimento.

Nota: Lavar completamente todos os aparatos de vidro com tolueno antes do

uso. Confirmar previamente que nenhum pico aparece, pois isso poderia

interferir com a medida por GLC-ECD.

Condicdes cromatograficas gas-liquido:

Qualquer uma das seguintes trés diferentes colunas podem ser usadas

para a analise:

1) Coluna de vidro 3,0 mm % 0,75-1,0 m empacotada com Hg-20A em
Uniport HP (AW-DMCS, malha 60-80, GL Science Co., Ltd., Tokyo,

Japan).

i1) Coluna de vidro 3,0 mm X 0,75-1,0 m empacotada com KOCL-Hg
10% em Chromosorb W (AW-DMCS, malha 60-80, J-Science Co., Ltd.,

Kyoto, Japan).

ii1) Coluna de vidro 3,0 mm x 2,0 m empacotada com 5-10% poli-

dietileno glicol succinato (DEGS) em Chromosorb W (AW-DMCS).

Depois de empacotar a coluna, empacotar aproximadamente 2-3 cm de

NaCl, previamente aquecido a 500°C durante 2-3 horas, acima do material de

empacotamento (no lado de injecao).

Temperatura: Forno: 140-160°C, Injetor: 180°C, Detector: 200°C

Gas carreador: N2, 30-40 mL/min.
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c. Preparacao da solucéo da amostra
Extracéo de metilmercurio

Transferir uma amostra de urina (normalmente 20 mL) para um tubo
de centrifuga de 50 mL de fundo redondo provido com uma rolha de vidro.
Adicionar 10 mL de Etanol-KOH 1N e agitar por 5 minutos. Adicionar 10 mL
de HCI e misturar para acidificar ligeiramente a amostra. Adicionar 2 mL de
EDTA 20% e misturar bem. Adicionar 5 mL de ditizona-tolueno 0,01%
purificada e agitar durante 3 minutos para extrair metilmerctrio na amostra.
Centrifugar a 1.200 rpm durante 3 minutos, tampado. Retirar e descartar a fase
aquosa (fase mais baixa). Acrescentar 0,5 g de sulfato de s6dio anidro a fase
de tolueno e agitar por 5 minutos. Centrifugar novamente a 1.200 rpm durante
3 minutos, tampado. Retirar e descartar o maximo possivel da fase aquosa
restante (fase mais baixa).
Limpeza

Acrescentar 3 mL de NaOH 1N a fase de tolueno e agitar por 3
minutos para remover o excesso de ditizona na fase de tolueno. Centrifugar a
1.200 rpm por 3 minutos, tampado com a rolha de vidro. Retirar e descartar a
fase aquosa (fase mais baixa). Repetir a lavagem com 3 mL de NaOH 1IN para
a limpeza total. Deixar separar as fases. Retirar e descartar a fase aquosa.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 minutos para obter uma fase de tolueno clara.
(Se a emulsdo ainda permanecer na fase de tolueno, retirar e descartar a fase
mais baixa. Adicionar cerca de 0,5 g de sulfato de sodio anidro e agitar.
(Executar uma separagdo centrifuga e descartar a fase mais baixa).

Transferir um volume fixo (normalmente 3 mL) da fase de tolueno em
um tubo conico de centrifuga de 10 mL com uma rolha de vidro. Adicionar 2
mL de solucdo alcalina de sulfeto de sodio e agitar por 3 minutos para extrair

de volta o metilmercurio na fase aquosa. Centrifugar a 1.200 rpm durante 3
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minutos, tampado com a rolha de vidro. Retirar cuidadosamente e descartar a
fase de tolueno (fase superior). Adicionar 2 mL de tolueno a fase aquosa e
agitar durante 3 minutos para lavar a fase aquosa. Centrifugar novamente a
1.200 rpm durante 3 minutos, tampado com a rolha de vidro. Retirar e
descartar a fase de tolueno (fase superior). Adicionar HCI 1N (3-5 gotas) para
tornar a solugdo ligeiramente 4cida. Com uma pipeta Pasteur, aerar a solucao
com gas N, através de um fluxdmetro durante 3 minutos (50 mL/min.) para
expelir o excesso de ions sulfeto como gés sulfidrico. Subseqiientemente,
adicionar 2 mL de tampao de Walpole lavando a ponta da pipeta Pasteur e
misturar bem com um misturador de vortice. Adicionar um volume fixo de
solucdo de ditizona 0,01% purificada (0,2-1,0 mL, normalmente 0,5 mL) ¢
agitar por 3 minutos para extrair metilmercurio. Centrifugar a 1.200 rpm por 3
minutos, tampado com a rolha de vidro. Retirar e descartar a fase aquosa (fase
mais baixa). Acrescentar 3 mL de NaOH IN a fase de tolueno e agitar por 3
minutos para remover o excesso de ditizona. Deixar separar as fases. Retirar e
descartar a fase aquosa (fase mais baixa). Centrifugar a 1.200 rpm por 3
minutos, tampado com a rolha de vidro. Retirar novamente e descartar o
maximo possivel da fase aquosa (fase mais baixa). Acidificar a solugao
acrescentando 2 gotas de HCl IN a fase de tolueno e misturar com um
misturador de vortice. Centrifugar a 1.200 rpm por 3 minutos, tampado com a
rolha de vidro. Retirar ¢ descartar a fase acida cloridrica (fase mais baixa).
Usar a soluc¢ao resultante como a solu¢ao de amostra.

Separadamente, colocar 20 mL de 4gua destilada em cada um de trés
tubos de centrifuga de 50 mL de fundo redondo com tampa rosqueada.
Adicionar 0, 0,050, ¢ 0,10 mL (correspondendo a 0, 5 e 10 ng Hg) de solugao
de metilmercurio-cisteina, respectivamente. Submeter estas amostras aos

mesmos procedimentos indicados acima na preparagao das solucdes de
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amostras para obter uma solucdo de branco e solugdes padrao de
metilmercario para calibracdo. Apos a preparacdo, armazenar estas solugdes

em um local escuro refrigerado.

d. Procedimentos de analise e célculos

Com uma micro-seringa, injetar no GLC um volume fixo (usualmente
2-5 ul) de cada uma das solucdes de amostra (ou suas solugdes tolueno-
diluidas), de branco e solugdes padrao de metilmercario. Calcular a
concentracdo de metilmerctrio na amostra de urina (ng/mL) comparando a
altura de pico da solugdo de amostra com a curva de calibracdo obtida das
solucdes de branco e de padrao.

Alternativamente, quando a linearidade for confirmada pela medida
das solu¢des padrao de metilmerctrio na calibracdo, calcular a concentragao
de metilmerctrio na amostra com a seguinte equagdo usando a altura do pico
(mm) da solucao padrao (Pstd) de, por exemplo, 10 ng Hg.

Concentragao de metilmerctrio na amostra de urina (ng/mL) = 10 ng X

(Ps—Pbl)/(Pstd—Pbl) % 1/volume da amostra (mL)

Ps: altura do pico (mm) da solu¢do de amostra

Pbl:altura do pico (mm) da solucao de branco
Nota: Para os fundamentos da andlise de metilmercurio, ver pag. 69-71 para

as Notas de Procedimentos em "4-1-1 Amostras Bioldgicas (peixe, molusco,

sangue humano, e tecidos como cordao umbilical)".
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Amostra, 20 mL (tubo de centrifuga de 50 mL de fundo redondo)
Adicionar 10 mL de Etanol-KOH 1N e agitar por 5 min.
Adicionar 10 mL de HCI IN e misturar para acidificar levemente.
Adicionar 2 mL de EDTA 20% e misturar.
Adicionar 5 mL de ditizona-tolueno 0,01% purificada e agitar por 3 min.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.
Fase Organica Fase Aquosa

Adicionar 0,5 g de Na2SO4 anidro e agitar por 3 min.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.
Fase Organica Fase Aquosa

Adicionar 3 mL de NaOH 1IN e agitar por 3 min.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.
Repetir este passo uma vez.
Fase Organica, 3 mL (tubo conico de centrifuga de 10 mL) Fase Aquosa

Adicionar 2 mL de solucdo alcalina de sulfeto de sodio e agitar por 3 min.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.
Fase Aquosa Fase Organica

Adicionar 2 mL de tolueno e agitar por 3 min.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.
Fase Aquosa Fase Organica

Adicionar 3-5 gotas de HCI1 1N para acidificar levemente.
Aerar com gas N2a 50 mL/min. por 3 min.
Adicionar 2 mL de tampdo de Walpole e misturar.
Adicionar 0,5 mL de ditizona-tolueno 0,01% purificada e agitar por 3 min.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.
Fase Organica Fase Aquosa

Adicionar 3 mL de NaOH IN e agitar por 3 min.
Deixar descansar. Descartar a fase aquosa.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.
Fase Organica Fase Aquosa

Adicionar 2 gotas de HC1 1N e misturar em agitador tipo vortice.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.

GLC-ECD Fase acida cloridrica

Fluxograma 8. Determinagdo de Metilmercurio em Urina
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4-1-4 Sedimento/solo

a. Reagentes

(1) Tolueno: CeHsCH3 (grau para analise de pesticida).

(2) Etanol: C2H5OH (grau analitico).

(3) Agua destilada: Destilar 4gua deionizada e armazenar em um recipiente
de vidro limpo.

(4) Etanol-KOH 1IN: Dissolver 56,11 g de hidroxido de potassio (grau
analitico) em etanol para obter um volume final de 1.000 mL.
(Armazenar em um local escuro refrigerado).

(5) HCI IN: Misturar 90 mL de acido cloridrico (grau analitico) com agua
destilada para obter um volume final de 1.000 mL.

(6) Solugao de NH20H-HCI 20%: Dissolver 20 g de cloridrato de
hidroxilamina em &gua destilada para fazer um volume final de 100
mL.

(7) Solugao de EDTA 20%: Dissolver 20 g de etilenodiaminotetraacetato
tetra-sodio (grau analitico), Ci0H12N20sNa4-4H20, em 4gua destilada
para fazer um volume final de 100 mL.

(8) NaOH 1N: Dissolver 40 g de hidroxido de sodio (grau analitico) em
agua destilada para fazer um volume final de 1.000 mL.

(9) NaOH 0,1N: Diluir NaOH IN 10 vezes com agua destilada.

(10) Ditizona-tolueno 0,01% purificada: Dissolver 0,011 g de
difeniltiocarbazona, CeHsN:NCSNHNHCe¢Hs, em 100 mL de tolueno
em um funil de separagdao de 200 mL. Adicionar 50 mL de NaOH 0,1N
¢ agitar rapidamente para extrair a ditizona na fase aquosa (fase de
fundo). Apds deixar separar as fases, transferir a fase de fundo para um

recipiente de vidro com tampa de vidro. Adicionar HCI 1N gota a gota
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para tornar a solucdo levemente dcida (cristais negro-esverdeados
precipitardao). Adicionar 100 mL de tolueno e agitar para obter ditizona-
tolueno 0,01% purificada. Deixar formar as fases, retirar e descartar a
fase de fundo, e selar. Armazenar em um local refrigerado escuro.
(Preparar uma solugdo nova a cada analise).

(11) Solugdo alcalina de sulfeto de sédio: Pesar 0,15 g de Na,S-9H,0
(grau analitico) em um tubo conico de centrifuga de 10 mL com tampa
de vidro e dissolver em 10 mL de agua destilada para fazer a solucao
estoque de sulfeto de sodio. (Preparar uma solucdo nova mensalmente.
Armazenar em um local refrigerado escuro). A cada uso, transferir 0,1
mL da solugdo estoque para um recipiente de vidro com uma tampa de
vidro, adicionar 50 mL de NaOH 0,IN e 50 mL de etanol, e misturar
para fazer uma solucdo alcalina de sulfeto de sddio. (Um mL desta
solucao contém 5 pug de Na2S.)

(12) Tampao de Walpole: Misturar 200 mL de CH3COONa 1M e
cerca de 200 mL de HCI 1IN em 600 mL de agua destilada para ajustar
a pH 3.0.

(13) Sulfato de sodio anidro: Sulfato de so6dio anidro (grau para analise
de pesticida) aquecido a 500°C por 2-3 horas (manter em dessecador).

(14) Solugdo de L-cisteina 0,1%: Dissolver 10 mg de Cloridrato de L-
cisteina, HSCH2CH(NH2)COOH-HCI-H20, em 10 mL de NaOH 0,1N.
(Preparar uma solucdo nova a cada analise).

(15) Solu¢do padrao de metilmerctrio: Pesar 12,5 mg de cloreto de
metilmercario, CH3HgCl (padrdo primario) em um baldo volumétrico
de 100 mL, dissolver em tolueno para fazer um volume final de 100

mL, e armazenar como solucdo estoque. Diluir a solugdo estoque 100
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vezes com tolueno para fazer a solugcdo padrao de metilmercurio. Um
mL desta solu¢dao contém 1.000 ng de Hg.

(16) Solucao de metilmercurio-cisteina: Transferir 0,5 mL da solucao
padrao de metilmerctrio e 5 mL da solucao de L-cisteina 0,1% em um
tubo conico de centrifuga de 10 mL provido com tampa. Agitar por 3
minutos com um agitador de sentido reciproco para extrair o
metilmerctrio na fase aquosa. Centrifugar a 1.200 rpm por 3 minutos
tampado com a rolha de vidro, retirar e descartar a fase organica (fase
superior). Fechar o tubo e armazenar em um local escuro refrigerado.
(Preparar uma solu¢do nova mensalmente). Um mL desta solugdo
contém 0,1 ug de Hg.

(17) Florisil: Florisil para cromatografia em coluna (60-100 mesh)
aquecido a 130°C por 2-3 horas (mantido em um dessecador).

(18) Coluna de Florisil: Uma coluna de vidro empacotada com 0,5 g
de Florisil (60-100 mesh) e 0,5 g de sulfato de s6dio anidro em
sequéncia.

(19) Géas Nz

Nota: Para os reagentes anteriores (5)-(9), (11), e (12), preparar a quantidade
requerida previamente, adicionar meio volume de tolueno, e lavar por
agitacdo. Confirmar previamente que nenhum pico aparece, pois isso poderia

interferir com a medida de metilmerctrio por GLC.

b. Instrumentos e equipamento
(1) Cromatégrafo gas-liquido equipado com detector de captura de elétron
(GLC-ECD).
(2) Medidor de fluxo: Fluxometro multi-kit Modelo V4 (Kojima

Instruments Inc., Tokyo, Japan).
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(3) Centrifuga.

(4) Agitador de sentido reciproco.

(5) Agitador magnético.

(6) Aspirador.

(7) Agitador de Vortice.

(8) Medidor de pH

(9) Balodes volumétricos: 10, 100, e 1.000 mL.

(10) Pipetas graduadas: 0,2, 0,5, 1,5, ¢ 10 mL.

(11) Pipetas Pasteur.

(12) Funis de separagao: 100, 200, ¢ 1.000 mL.

(13) Recipientes de vidro com tampa de vidro: 100, 200, e 500 mL.

(14) Recipientes de vidro com tampa rosqueada: 1.000 mL.

(15) Tubo de centrifuga de 50 mL de fundo redondo com tampa
rosqueada.

(16) Tubo conico de centrifuga de 10 mL com tampa de vidro: 16,5
mm de didmetro X 100 mm de comprimento.

(17) La de algodao.

(18) Cadinho de porcelana.

Nota: Lavar completamente todos os aparatos de vidro com tolueno antes do

uso. Confirmar com antecedéncia que nenhum pico aparece, pois isso poderia

interferir com a medida de metilmerctirio no GLC. Se aparecer um pico,

executar tratamento de calor a 300°C durante 30 minutos.

Condigdes cromatograéficas gas-liquido:

Qualquer uma das seguintes trés diferentes colunas podem ser usadas

para a analise:
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1) Coluna de vidro 3,0 mm x 0,75-1,0 m empacotada com Hg-20A em
Uniport HP (AW-DMCS, malha 60-80, GL Science Co., Ltd., Tokyo,
Japan).
i1) Coluna de vidro 3,0 mm x 0,75-1,0 m empacotada com KOCL-Hg
10% em Chromosorb W (AW-DMCS, malha 60-80, J-Science Co., Ltd.,
Kyoto, Japan).
ii1) Coluna de vidro 3,0 mm X% 2,0 m empacotada com 5-10% poli-
dietileno glicol succinato (DEGS) em Chromosorb W (AW-DMCS).
Depois de empacotar a coluna, empacotar aproximadamente 2-3 cm de
NaCl, previamente aquecido a 500°C durante 2-3 horas, acima do material de
empacotamento (no lado de inje¢ao).
Temperatura: Forno: 140-160°C, Injetor: 180°C, Detector: 200°C

Gas carreador: N2, 30-40 mL/min.

c. Preparacao da solucéo amostra
Extracdo de metilmercurio

Pesar precisamente uma amostra homogeneizada (normalmente 0,2-0,5
g em peso umido, cerca de 0,1 g para uma amostra seca) no fundo de um tubo
de centrifuga de 50 mL de fundo redondo com tampa rosqueada. (Para uma
amostra seca, adicionar 0,5 mL de agua destilada para umedecer depois de
pesar.) Adicionar 10 mL de Etanol-KOH 1N. Agitar e esmagar bem com uma
vara de vidro e agitar durante 20 minutos com um agitador de sentido
reciproco e adicionar 10 mL de HCI1 1N para acidificar ligeiramente a solugao
amostra. Aerar a solugdo amostra com gas N2 a 100 mL/min. durante 5
minutos agitando em agitador magnético. Adicionar 2 mL de uma solucdo de
NH20H-HCI 20% e 2 mL de uma solugdo de EDTA 20% em sequéncia, ¢

misturar por agitagdo'. Adicionar 5 mL de solugdo de ditizona 0,01%
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purificada e agitar por 3 minutos para extrair metilmercirio na amostra.
Centrifugar a 2.500 rpm por 3 minutos. Usando uma pipeta graduada de 5 mL
provida com uma pequena quantidade de 12 de algodao ao redor da ponta,
coletar pelo menos 4 mL da fase de tolueno, sendo cuidadoso para nao
misturar a fase mais baixa, e passar isto pela coluna de Florisil. Receber o

filtrado em um tubo de centrifuga conico de 10 mL com uma rolha de vidro.

Limpeza

Adicionar 3 mL de NaOH 1N a fase de tolueno e lavar por agitagao
por 3 minutos para remover o excesso de ditizona na fase aquosa. Centrifugar
a 1.200 rpm por 3 minutos tampado com a rolha de vidro. Retirar e descartar o
maximo possivel da camada mais baixa. Adicionar outros 3 mL de NaOH IN.
Agitar e lavar da mesma forma anterior. Deixar separar as fases. Descartar a
fase mais baixa. Centrifugar a 1.200 rpm por 3 minutos tampado com a rolha
de vidro. Transferir um volume fixo (normalmente 3 mL) da fase de tolueno
para outro tubo conico de centrifuga de 10 mL com uma rolha de vidro.
Adicionar 2 mL da solugdo alcalina de sulfeto de s6dio e agitar por 3 minutos
para extrair de volta o metilmerctrio na camada aquosa. Centrifugar a 1.200
rpm por 3 minutos tampado com a rolha de vidro, retirar e descartar
cuidadosamente a fase de tolueno (fase superior). Entdo, adicionar 2 mL de
tolueno a fase aquosa e agitar por 3 minutos para lavar a fase aquosa.
Centrifugar novamente a 1.200 rpm por 3 minutos tampado com a rolha de
vidro. Retirar e descartar a fase de tolueno (fase superior). Adicionar HCI 1N
(3-5 gotas) para tornar a solucdo ligeiramente acida. Com uma pipeta Pasteur,
aerar a solucao com gas N, através de um fluxdmetro a 50 mL/min. durante 3
minutos para expelir o excesso de ions sulfeto como gas sulfidrico.

Subseqiientemente, adicionar 2 mL do tampao de Walpole lavando a ponta da
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pipeta Pasteur em sequéncia e misturar bem com um misturador de vortice.
Adicionar um volume fixo de solugdo de ditizona 0,01% purificada (0,2-1,0
mL, normalmente 0,5 mL) e agitar para extrair metilmercurio. Centrifugar a
1.200 rpm por 3 minutos tampado com a rolha de vidro. Retirar e descartar a
fase aquosa (fase mais baixa). Acrescentar 3 mL de NaOH IN a fase de
tolueno, agitar, e lavar para remover o excesso de ditizona. Deixar separar as
fases. Retirar e descartar a fase aquosa (fase mais baixa). Centrifugar a 1.200
rpm por 3 minutos tampado com a rolha de vidro, e novamente retirar e
descartar o0 maximo possivel da fase aquosa (fase mais baixa). Acidificar a
solucdo acrescentando 2 gotas de HCI 1IN a fase de tolueno e agitar com um
misturador de vortice. Centrifugar a 1.200 rpm por 3 minutos tampado com a
rolha de vidro. Retirar e descartar a fase acida cloridrica (fase mais baixa).
Usar a solugao resultante como a solu¢ao de amostra.

Separadamente, dependendo das concentracdes de mercurio esperadas
nas amostras, transferir 0-0,20 mL da solucdo de metilmercurio-cisteina
(correspondendo a 0-0,020 ug Hg) em pelo menos trés tubos de centrifuga de
50 mL de fundo redondo com tampa rosqueada. Adicionar 10 mL de Etanol-
KOH 1IN e seguir os mesmos procedimentos como indicado acima no preparo
das solu¢des de amostras a fim de obter as solu¢des de branco e de padroes de
metilmerctrio para a curva de calibragdo. Armazenar todas estas solugdes em
um local escuro refrigerado.

Para amostras umidas, na coleta das amostras para analise, pesar
precisamente cerca de 10-20 g da amostra em um cadinho de porcelana de
peso conhecido. Colocar em uma estufa a 105°C e secar durante 2-3 horas.
Deixar esfriar em um dessecador, € entdo pesar para obter a relagdo de peso

umido/peso seco (WW/DW).
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d. Procedimentos de analise e célculos

Com uma micro-seringa, injetar no GLC um volume fixo (usualmente
2-5 pl) de cada uma das solugdes de amostra (ou suas solucdes tolueno-
diluidas), de branco e solu¢des padrio de metilmercurio para a curva de
calibragdo. Calcular a concentragdo de metilmercurio na amostra (ug/g peso
umido) comparando a altura do pico da solucdo de amostra com a curva de
calibragdo obtida das solug¢des de branco e de padrdes. Converter o resultado
para peso seco (ug/g peso seco) com a relagdio peso umido/peso seco

determinada para a amostra com o procedimento indicado anteriormente.

Notas de procedimentos
1. Antes da extracdo de ditizona, adicionar cloridrato de hidroxilamina e
solugdo de EDTA e misturar por agitagdo para reduzir substancias
oxidantes e mascarar outros ions de metal contidos na amostra. Isto
previne o consumo/decomposi¢ao desnecessarios de ditizona durante o
processo de extracdo de ditizona-tolueno.
Para os fundamentos da analise de metilmerctrio, ver pag. 69-71 para
as Notas de Procedimentos em "4-1-1 Amostras Biologicas (peixe, molusco,

sangue humano, e tecidos como cordao umbilical)".
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Amostra, 0,2-0,5 g peso umido (tubo centrifuga de 50 mL ¢/ tampa rosqueada)
Adicionar 10 mL de Etanol-KOH 1N, mexer e esmagar com uma vara de
vidro.

Agitar por 20 min.

Adicionar 10 mL de HCI IN para acidificar levemente.

Aerar com gas N2a 100 mL/min. por 5 min.

Adicionar 2 mL de NH20H-HCI 20% e misturar.

Adicionar 2 mL de EDTA 20% e misturar.

Adicionar 5 mL de ditizona-tolueno 0,01% purificada e agitar por 3 min.
Centrifugar a 2.500 rpm por 3 min.

Fase Organica (minimo de 4 mL) Fase Aquosa
Passar através da coluna de Florisil
Fase Organica (tubo conico de centrifuga de 10 mL) Fase Aquosa

Adicionar 3 mL de NaOH 1N e agitar por 3 min.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.

Fase Organica, 3 mL (tubo cénico centrifuga de 10 mL) Fase Aquosa
Adicionar 2 mL de solucdo alcalina de sulfeto de sodio e agitar por 3 min.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.

Fase Aquosa Fase Organica
Adicionar 2 mL de toluene e agitar por 3 min.

Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.

Fase Aquosa Fase Organica

Adicionar 3-5 gotas de HC1 1N para acidificar levemente.

Aerar com gas N2 a 50 mL/min. por 3 min.

Adicionar 2 mL de tampdo de Walpole e misturar.

Adicionar 0,5 mL de ditizona-tolueno 0,01% purificada e agitar por 3 min.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.

Fase Aquosa Fase Organica
Adicionar 3 mL de NaOH IN e agitar por 3 min.

Deixar separar as fases. Descartar a fase aquosa.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.

Fase Organica Fase Aquosa

Adicionar 2 gotas de HC1 1N e misturar em agitador de vortice.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.

GLC-ECD Fase acida cloridrica

Fluxograma 9. Determinagdo de Metilmerctrio em Sedimento/Solo
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4-1-5 Agua

Semelhante ao método para analise de mercurio total de amostras de
agua, este método envolve a ionizagdo e liberagdao de compostos de mercurio
pelo tratamento com permanganato de potdssio sob acidificacdo por acido
sulfirico; pré-concentragdo do merctrio através de extragdo de ditizona-
tolueno; extracao de volta do metilmercurio no extrato em solucao alcalina de

sulfeto de sodio; re-extragdo com ditizona-tolueno para limpeza; e medida por

GLC-ECD.

a. Reagentes

(1) Tolueno: CeHsCH3 (grau para analise de pesticida).

(2) Etanol: C2H5OH (grau analitico).

(3) Agua destilada: Destilar 4gua deionizada e armazenar em um recipiente
de vidro limpo.

(4) H2SO4 20N: Transferir cerca de 350 mL de agua destilada para um
baldo volumétrico de 1000 mL. Adicionar gradualmente 600 mL de
acido sulfurico (para medida de metais toxicos) mexendo em banho de
gelo. Depois que retornar a temperatura ambiente, acrescentar agua
destilada para um volume final de 1.000 mL.

(5) NaOH 10N: Dissolver 400 g de hidroxido de sodio (grau analitico) para
fazer um volume final de 1.000 mL.

(6) Solucao de KMnOs4 0,5%: Dissolver 0,5 g de permanganato de potassio
(grau analitico) em agua destilada para fazer um volume final de 100

mL.
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(7) Solugao de NH20H-HCI 10%: Dissolver 10 g de cloreto de
hidroxilamina em agua destilada para fazer um volume final de 100
mL.

(8) Solugdao de EDTA 10%: Dissolver 10 g de etilenodiaminotetraacetato
tetra-sddio (grau analitico), C10H12N20sNa4-4H20, em 4gua destilada
para fazer um volume final de 100 mL.

(9) HCI IN: Misturar 90 mL de acido cloridrico (grau analitico) com agua
destilada para obter um volume final de 1.000 mL.

(10) NaOH 1N: Dissolver 40 g de hidroxido de sodio (grau analitico)
em agua destilada para fazer um volume final de 1.000 mL.

(11) NaOH 0,IN: Diluir NaOH IN 10 vezes com agua destilada.

(12) Ditizona-tolueno 0,01% purificada': Dissolver 0,011 g de
difeniltiocarbazona, CsHsN:NCSNHNHC¢Hs, em 100 mL de tolueno
em um funil de separa¢do de 200 mL. Adicionar 50 mL de NaOH 0,IN
¢ agitar brevemente para extrair a ditizona na fase aquosa (fase de
fundo). Deixar separar as fases. Transferir a fase de fundo para um
recipiente de vidro provido com uma rolha de vidro. Adicionar HCI 1IN
gota a gota para tornar a solucdo ligeiramente acida (cristais negro-
esverdeados precipitardo), adicionar 100 mL de tolueno, e agitar para
obter ditizona-tolueno 0,01% purificada. Deixar separar as fases.
Descartar a fase de fundo e selar. Armazenar em um local escuro
refrigerado. (Preparar uma solu¢ao nova a cada analise).

(13) Solucao alcalina de sulfeto de sédio: Pesar 0,15 g de Na2S-9H20
(grau analitico) em um tubo c6nico de centrifuga de 10 mL, provido
com uma rolha de vidro e dissolver em 10 mL de 4gua destilada para
fazer uma solucao estoque de sulfeto de sddio. (Preparar uma solugao

nova mensalmente. Armazenar em um local escuro refrigerado). A cada
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uso, transferir 0,1 mL da solucdo estoque em um recipiente de vidro
provido com uma rolha de vidro, adicionar 50 mL de NaOH 0,1N e 50
mL de etanol, e misturar para fazer uma solugdo alcalina de sulfeto de
sodio. (Um mL desta solu¢ao contém 5 pg de NazS).

(14) Tampao de Walpole: Misturar 200 mL de CH3COONa 1M e
cerca de 200 mL de HC1 1N em 600 mL de 4gua destilada para ajustar a
pH 3,0.

(15) Solucao de L-cisteina 0,1%: Dissolver 10 mg de cloridrato de L-
cisteina, HSCH2CH(NH2)COOH-HCI-H20, em 10 mL de NaOH 0,1N.
(Preparar uma solugdo nova para cada analise).

(16) Solugdo padrao de metilmercurio: Pesar 12,5 mg de cloreto de
metilmerctrio, CH3HgCI (padrao primdrio) em um baldo volumétrico
de 100 mL, dissolver em tolueno para fazer um volume final de 100
mL, e armazenar como solugdo estoque. Diluir a solugdo estoque 100
vezes com tolueno para fazer uma solugdo padrio de metilmercurio.
Um mL desta solucao contém 1.000 ng de Hg.

(17) Soluc¢dao de metilmercurio-cisteina: Transferir 0,5 mL da solucao
padrdo de metilmercurio e 5 mL da solucao de L-cisteina 0,1% para um
tubo conico de centrifuga de 10 mL provido com uma rolha de vidro.
Agitar por 3 minutos em agitador de sentido reciproco para extrair o
metilmercurio na fase aquosa. Centrifugar a 1.200 rpm por 3 minutos
tampado com a rolha de vidro, retirar e descartar a fase organica (fase
superior). Fechar o tubo e armazenar como uma solug¢ao estoque em um
local escuro refrigerado. (Preparar uma solugdao nova mensalmente). A
cada uso, diluir a solugdo estoque 10 vezes com agua destilada para

fazer uma solug¢do de metilmercurio-cisteina para preparar as amostras
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da calibragdo para a andlise de metilmercurio em dgua. Um mL desta
solucdao contém 10 ng de Hg.

(18) Sulfato de sodio anidro: Sulfato de sodio anidro (grau para analise
de pesticida) aquecido a 500°C por 2-3 horas (armazenado em um
dessecador).

(19) Gas N2.

Note: Para os reagentes anteriores (5), (7)-(11), (13), e (14), preparar as
quantidades exigidas com antecedéncia, adicionar metade do volume de
tolueno, e lavar por agitagdo em um funil de separacdo. Confirmar
anteriormente que nenhum pico aparece, pois isso poderia interferir com a

medida de metilmercurio no GLC .

b. Instrumentos e equipamento

(1) Cromatografo gas-liquido equipado com detector de captura de elétrons
(GLC-ECD).

(2) Medidor multiplo de fluxo: Medidor multiplo de fluxo Modelo V4
multi-kit (Kojima Instruments Inc., Tokyo, Japan).

(3) Centrifuga.

(4) Agitador de sentido reciproco.

(5) Agitador magnético.

(6) Aspirador.

(7) Agitador de vortice.

(8) Medidor de pH.

(9) Baldes volumétricos: 10, 100, e 1.000 mL.

(10) Pipetas graduadas: 0,2, 0,5, 5, ¢ 10 mL.

(11) Pipetas Pasteur.

(12) Funis de separagao: 100, 200, 1.000, ¢ 2.000 mL.
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(13)
(14)
(15)
(16)

Recipiente de vidro com tampa de vidro: 100, 200, e 500 mL.
Recipiente de vidro com tampa rosqueada: 1.000 mL.
Tubo conico de centrifuga de 35 mL com tampa de vidro.

Tubo conico de centrifuga de 10 mL com tampa de vidro: 16,5

mm de didmetro X 100 mm de comprimento.

Note: Lavar completamente todos os aparatos de vidro com tolueno antes de

uso. Confirmar previamente que nenhum pico aparece, pois isso poderia

interferir com a medida de metilmerctrio por GLC-ECD.

Condicdes cromatograficas gas-liquido:

Qualquer uma das seguintes trés diferentes colunas podem ser usadas

para a andlise:

1) Coluna de vidro 3,0 mm x 0,75-1,0 m empacotada com Hg-20A em

Uniport HP (AW-DMCS, malha 60-80, GL Science Co., Ltd., Tokyo,

Japan).

i1) Coluna de vidro 3,0 mm X 0,75-1,0 m empacotada com KOCL-Hg
10% em Chromosorb W (AW-DMCS, malha 60-80, J-Science Co., Ltd.,

Kyoto, Japan).

ii1) Coluna de vidro 3,0 mm X% 2,0 m empacotada com 5-10% poli-

dietileno glicol succinato (DEGS) em Chromosorb W (AW-DMCS).

Depois de empacotar a coluna, empacotar aproximadamente 2-3 cm de

NaCl, previamente aquecido a 500°C durante 2-3 horas, acima do material de

empacotamento (no lado de injecao).
Temperatura: Forno: 140-160°C, Injetor: 180°C, Detector: 200°C

Gas carreador: N2, 30-40 mL/min.

c. Preparacao das soluc¢des de amostra
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Extracdo de metilmercurio

Transferir 2 L de uma amostra de agua em um funil de separacao de 2
L. Adicionar 10 mL de H2SO4 20N ¢ 5 mL de uma solu¢ao de KMnO4 0,5%.
Misturar e deixar descansar por 5 minutos. Adicionar 20 mL de NaOH 10N e
misturar agitando para neutralizar. Adicionar 5 mL de uma solugdo de
NH20H-HCI 10% e agitar por varios segundos para misturar. Deixar
descansar por 20 minutos. Adicionar 5 mL de solugdo de EDTA 10% e
misturar por agitagio.” Adicionar 10 mL de ditizona-tolueno 0,01%
purificada e agitar vigorosamente durante 1 minuto para extrair o
metilmercario na amostra. Deixar descansar por pelo menos 1 hora longe de
luz solar direta. Descartar a fase aquosa (fase mais baixa).
Limpeza

Transferir o maximo possivel da camada de tolueno para um tubo
conico de centrifuga de 35 mL, provido com uma rolha de vidro. Tampar e
centrifugar a 1.200 rpm por 3 minutos. Retirar e descartar a fase aquosa (fase
mais baixa). (Para andlise com dgua ndo filtrada, se ocorrer emulsificacao,
remover a fase aquosa mais baixa, adicionar cerca de 0,5 g de sulfato de sddio
anidro, e agitar seguida de separagdo por centrifugacdo para remover a fase
mais baixa fase.) Adicionar 5 mL de NaOH IN e lavar por agitacdo por 3
minutos para remover o excesso de ditizona. Centrifugar a 1.200 rpm por 3
minutos, tampado com a rolha de vidro. Retirar e descartar a fase aquosa (fase
mais baixa). Adicionar novamente 5 mL de NaOH 1IN e repetir este
procedimento de lavagem. Depois de separagdo centrifuga, retirar e descartar a
fase mais baixa. Transferir um volume fixo (normalmente 7 mL) da fase de
tolueno para um tubo conico de centrifuga de 10 mL com uma rolha de vidro.
Adicionar 2 mL de solucdo alcalina de sulfeto de sodio e agitar por 3 minutos

para extrair o metilmercurio de volta na fase aquosa. Centrifugar a 1.200 rpm
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por 3 minutos, tampado com a rolha de vidro. Retirar cuidadosamente e
descartar a camada de tolueno (fase superior). Adicionar 2 mL de tolueno a
fase aquosa e agitar por 3 minutos para lavar a fase aquosa. Centrifugar
novamente a 1.200 rpm por 3 minutos, tampado com a rolha de vidro. Retirar
¢ descartar a fase de tolueno (fase superior). Adicionar HCI IN (3-5 gotas)
para tornar a solucdo ligeiramente acida. Com uma pipeta Pasteur, aerar a
solucdo de amostra com gas N, por meio de um fluxometro a 50 mL/min.
durante 3 minutos para expelir o excesso de ions sulfeto como gas sulfidrico.
Subseqiientemente, adicionar 2 mL do tampao de Walpole lavando a ponta da
pipeta Pasteur. Misturar bem com um misturador de vértice. Adicionar um
volume fixo de ditizona-tolueno 0,01% purificada (normalmente 0,2 mL) e
agitar por 3 minutos para extrair metilmercurio. Centrifugar a 1.200 rpm por 3
minutos, tampado com a rolha de vidro. Retirar e descartar a fase aquosa (fase
mais baixa). Acrescentar 3 mL de NaOH IN a fase de tolueno e lavar por
agitacdo por 3 minutos para remover o excesso de ditizona. Deixar descansar
para permitir a separacdo das duas fases. Descartar a fase aquosa (fase mais
baixa). Centrifugar a 1.200 rpm por 3 minutos, tampado com a rolha de vidro,
¢ novamente retirar e descartar o méaximo possivel da fase aquosa restante
(fase mais baixa). Acidificar a solugdo adicionando 2 gotas de HCl IN e
misturar com um misturador de vortice. Centrifugar a 1.200 rpm por 3
minutos, tampado com a rolha de vidro. Retirar e descartar a fase acida
cloridrica (fase mais baixa) para fazer uma solu¢ao de amostra.
Separadamente, escolher a amostra de dgua com a concentragdo de
mercurio mais baixa e transferir 2 L a cada um de trés funis de separagdo de 2
L. Adicionar 0, 0,10, ¢ 0,20 mL de solucdo de metilmercurio-cisteina
(correspondendo a 0, 1,0 e 2,0 ng Hg), respectivamente. Submeter as amostras

aos mesmos procedimentos como indicado acima na preparagdo das solugdes
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de amostra para fazer uma solugdo de branco e solugdes padriao de
metilmercurio, respectivamente. Apds a preparagdo, armazenar estas solugoes

em um local escuro refrigerado.

d. Procedimentos de analise e calculos

Com uma micro-seringa, injetar no GLC wum volume fixo
(normalmente 2-5 pl) de cada uma das solugdes de amostra (ou suas solugdes
tolueno-diluidas), e as solu¢des de branco e de padrdes de metilmercurio.
Calcular a concentragdo de metilmercurio na amostra de agua (ng Hg/L)
comparando a altura do pico da solugdo de amostra com a curva de calibragao
obtida das solucdes de branco e padrdes. Alternativamente, quando a
linearidade for confirmada pela medida das solu¢des padrao de metilmerctrio
pela preparagdo da curva de calibracdo, a concentragdao de metilmercurio na
amostra pode ser calculada de acordo com a seguinte equagdo que usa a altura
do pico da solucao padrao (Pstd) de, por exemplo, 2 ng Hg.

Concentragdo de Metilmercurio em amostras de dgua (ng/L) = 2 ng

(Ps—Pbl)/(Pstd—Pbl) x fator de dilui¢ao % 1/amostra de agua (L)

Ps: altura do pico (mm) da solugdo amostra

Pbl: altura do pico (mm) da solugdo de branco

Notas de procedimentos

1. Ditizona (difeniltiocarbazona) ¢ oxidada facilmente e normalmente contém
sua forma oxidada (difeniltiocarbadiazona) como uma impureza que
causa interferéncia nos picos no gas-cromatograma. Entdo, utilizando a
propriedade quimica Unica da ditizona pura de formar um sal soluvel em
agua que dissolve em solucdo alcalina, preparar uma solucdo nova de

ditizona-tolueno para cada analise.
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2. Ao preparar solugdes de amostra para amostras de agua, adicionar cloridrato
de hidroxilamina para reduzir o permanganato de potassio restante e
adicionar solu¢do de EDTA para mascarar outros ions de metal contidos
na amostra. Assim, adicionar ambos para prevenir 0 CONsSUMO
desnecessario de ditizona por ions de metal e oxidacdo durante a extragao

de ditizona-tolueno.
Para os fundamentos da analise de metilmercurio, ver pag. 69-71 para

as Notas de Procedimentos em "4-1-1 Amostras Biologicas (peixe, molusco,

sangue humano, e tecidos como cordao umbilical)".
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Amostra, 2 L (funil de separacéo 2-L)
Adicionar 10 mL de H2SO4 20N e misturar para acidificar.
Adicionar 5 mL de solugdo de KMnO4 0,5%, misturar, e deixar descansar
por 5 min.
Adicionar 20 mL de NaOH 10N e misturar para neutralizar.
Adicionar 5 mL de solucdo de NH20H-HCI 10%, misturar, e deixar
descansar por 20 min.
Adicionar 5 mL de solugdo de EDTA 10% ¢ misturar.
Adicionar 10 mL de ditizona-tolueno 0,01% e agitar por 3 min.
Deixar descansar por pelo menos 1 hora.
Fase Organica (tubo conico de centrifuga de 35-mL) Fase Aquosa

(Qdo. for formada uma emulsdo, adic. 0,5 g de Na2SO4 anidro e agitar.)
Centrifugar a 1.200 por 3 min.
Fase Organica Fase Aquosa

Adicionar 5 mL de NaOH 1 N e agitar por 3 min.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.
Fase Organica, 7 mL (conico tubo de 10-mL) Fase Aquosa

Adicionar 2 mL de solucdo alcalina de sulfeto de sddio e agitar por 3 min.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.
Fase Aquosa Fase Organica

Adicionar 2 mL de tolueno e agitar por 3 min.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.
Fase Aquosa Fase Organica

Adicionar 3-5 gotas de HCI IN para acidificar levemente.
Aerar com gas N2a 50 mL/min. por 3 min.
Adicionar 2 mL de tampao de Walpole e misturar.
Adicionar 0,2 mL de ditizona-tolueno 0,01% purificada e agitar por 3 min.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.
Fase Organica Fase Aquosa

Adicionar 3 mL de NaOH 1IN e agitar por 3 min.
Deixar descansar. Descartar a fase aquosa.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.
Fase Organica Fase Aquosa

Adicionar 2 gotas de HCI 1N e misturar em agitador vortex.

GLC-ECD Fase acida cloridrica

Fluxograma 10. Determinac¢éo de Metilmercurio em Agua
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4-2 Determinacdo pelo método de lixiviacdo de &cido
cloridrico/extracdo com tolueno/cromatografia gas-liquido com
deteccéo de captura de elétron (GLC-ECD)

A andlise de metilmercurio para amostras de cabelo pode ser executada
mais simplesmente com um método diferente daquele apresentado
anteriormente. Resumidamente, este método envolve imersdao da amostra em
HCI 2N, aquecimento a 100°C durante 5 minutos para lixiviar metilmercurio
da amostra, extragdo de metilmerctrio em tolueno, e determinacao por GLC-

ECD.

4-2-1 Cabelo

Transferir varias dezenas de miligramas da amostra para um béquer.
Lavar com detergente neutro (diluido 100 vezes) e agua destilada por
decantagdo. Adicionar um pequeno volume de acetona & amostra para remover
a agua remanescente. Remover a acetona sob pressdo reduzida. Transferir a

amostra para um frasco de 20 mL e picotar com tesouras de dissecagao.

a. Reagentes

(1) Tolueno: CeHsCH3 (grau para andlise de pesticida).

(2) Etanol: C2H50H (grau analitico).

(3) Agua destilada: Destilar 4gua deionizada e armazenar em um recipiente
de vidro limpo.

(4) HCI 2N: Misturar 180 mL de acido cloridrico (grau analitico) com agua
destilada para obter um volume final de 1.000 mL.

(5) NaOH 1N: Dissolver 40 g de hidroxido de sédio (grau analitico) em
agua destilada para fazer um volume final de 1.000 mL.

(6) NaOH 0,1N: Diluir NaOH IN 10 vezes com agua destilada.
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(7) Solugao de L-cisteina 0,1%: Dissolver 10 mg de cloridrato de L-
cisteina, HSCH2CH(NH2)COOH-HCI-H20, em 10 mL de NaOH 0,1N.
(Preparar uma solugdo nova para cada analise).

(8) Solugdo padrao de metilmercurio: Pesar 12,5 mg de cloreto de
metilmercurio, CH3HgCl (padrao primario) em um baldo volumétrico
de 100 mL, dissolver em tolueno para fazer um volume final de 100
mL, e armazenar como solugdo estoque. Diluir a solugdo estoque 100
vezes com tolueno para fazer uma solugdo padrao de metilmercurio.
Um mL desta solugdo contém 1.000 ng de Hg.

(9) Solucao de metilmercurio-cisteina: Transferir 2 mL da solugdo padrao
de metilmerctrio e 2 mL da solug¢dao de L-cisteina 0,1% para um tubo
conico de centrifuga de 10 mL provido com uma rolha de vidro. Agitar
por 3 minutos em agitador de sentido reciproco para extrair o
metilmerctrio na fase aquosa. Centrifugar a 1.200 rpm por 3 minutos,
tampado com a rolha de vidro, retirar e descartar a fase organica (fase
superior). Fechar o tubo e armazenar em um local escuro refrigerado.
(Preparar uma solu¢do nova mensalmente). Um mL desta solugdo
contém 1.000 ng de Hg.

Nota: Para os reagentes anteriores (5) e (6), preparar as quantidades exigidas
com antecedéncia, adicionar metade do volume de tolueno, e lavar por
agitacdo em um funil de separacdo. Confirmar com antecedéncia que ndo
aparece nenhum pico, pois isso poderia interferir com a medida de

metilmercurio pelo GLC-ECD.

b. Instrumentos e equipamento
(1) Cromatografo gas-liquido equipado com detector de captura de elétrons

(GLC-ECD).
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(2) Centrifuga.

(3) Agitador de sentido reciproco.

(4) Banho térmico: Usar polietileno glicol 400.

(5) Aspirador.

(6) Baldes volumétricos: 10, 100, e 1.000 mL.

(7) Pipetas graduadas: 0,2, 1, 5, ¢ 10 mL.

(8) Pipetas Pasteur.

(9) Funis de separagdo: 1.000 mL.

(10) Recipiente de vidro com tampa de vidro: 500 mL.

(11) Béquer: 100 mL.

(12) Tubo de centrifuga de fundo redondo de 10 mL com tampa

rosqueada: 16,5 mm de didmetro X 105 mm de comprimento.
(13) Tubo conico de centrifuga de 10 mL com tampa de vidro: 16,5
mm de didmetro, 100 mm de comprimento.

(14) Frasco: frasco de cintilagdo de 20 mL.

(15) La de vidro ou 12 de algodao.

(16) Tesouras de dissecacao.
Nota: Lavar completamente todos os aparatos de vidro com tolueno antes do
uso. Confirmar com antecedéncia que nenhum pico aparece, pois isso poderia
interferir com a medida de metilmercurio por GLC-ECD. Se um pico aparecer,

executar tratamento de calor a 300°C durante 30 minutos.
Condicdes cromatograficas gas-liquido:

Qualquer uma das seguintes trés diferentes colunas, podem ser usadas

para a andlise:
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1) Coluna de vidro 3,0 mm x 0,75-1,0 m empacotada com Hg-20A em
Uniport HP (AW-DMCS, malha 60-80, GL Science Co., Ltd., Tokyo,
Japan).
i1) Coluna de vidro 3,0 mm x 0,75-1,0 m empacotada com KOCL-Hg
10% em Chromosorb W (AW-DMCS, malha 60-80, J-Science Co., Ltd.,
Kyoto, Japan).
ii1) Coluna de vidro 3,0 mm X% 2,0 m empacotada com 5-10% poli-
dietileno glicol succinato (DEGS) em Chromosorb W (AW-DMCS).
Depois de empacotar a coluna, empacotar aproximadamente 2-3 cm de
NaCl, previamente aquecido a 500°C durante 2-3 horas, acima do material de
empacotamento (no lado de inje¢ao).
Temperatura: Forno: 140-160°C, Injetor: 180°C, Detector: 200°C

Gas carreador: N2, 30-40 mL/min.

c. Preparacao das solucdes de amostra

Pesar precisamente uma amostra de cabelo finamente cortado
(normalmente ao redor de 10 mg) e transferir para um tubo de centrifuga de
fundo redondo de 10 mL com tampa rosqueada. Adicionar 2 gotas de etanol
para umedecer a amostra. Com uma vara de vidro, inserir uma pequena
quantidade de 13 de vidro ou 12 de algodao no tubo e apertar levemente sobre a
amostra para cobri-la. Colocar suavemente 3 mL de HCI 2N sobre a 12 de
vidro ou algoddo, tomando cuidado para manter a amostra abaixo da
superficie. Fechar firmemente e aquecer em um banho térmico a 100°C
durante 5 minutos para eluir metilmercrio da amostra.' Deixar esfriar e
inverter para misturar. Centrifugar a 1.200 rpm por 3 minutos. Transferir | mL
do sobrenadante para um tubo conico de centrifuga de 10 mL provido com

uma rolha de vidro. Adicionar 2 mL de tolueno e agitar por 3 minutos para
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extrair o metilmercurio presente na fase de HCI para a fase de tolueno.”
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 minutos. Retirar e remover a fase mais baixa’
para fazer uma solucdo de amostra.

Separadamente, transferir 0, 0,050, e 0,10 mL de uma solucdo de
metilmercurio-cisteina (correspondendo a 0, 50, e 100 ng Hg) para trés tubos
de centrifuga de 10 mL e fundo redondo com tampa rosqueada,
respectivamente, ¢ adicionar HCl 2N para fazer um volume final de 3 mL.
Submeter estas solugdes aos procedimentos indicados no método para
preparar as solugdes amostra para fazer as solugdes padrao de metilmerctrio
para a curva de calibragdo. Proteger todas as solugdes da luz depois da

preparacao.

d. Procedimentos de analise e calculos

Com uma micro-seringa, injetar no GLC um volume fixo
(normalmente 2-5 pul) de cada uma das solucdes de amostra (ou suas solucoes
tolueno-diluidas), e o branco e as solucdes padrao de metilmercuario. Calcular
a concentracdo de metilmercurio na amostra de cabelo (ng/mg) comparando a
altura do pico da solu¢do de amostra com a curva de calibragdo obtida das
solugdes de branco e das solugdes padrao de metilmerctrio.

Alternativamente, quando a linearidade for confirmada pela medida
das solucdes padrao de metilmerctrio pela preparacao da curva de calibragao,
a concentracao de metilmercurio na amostra pode ser calculada de acordo com
a seguinte equagao que usa a altura do pico da solugdo padrao (Pstd) de, por
exemplo, 100 ng Hg.

Concentragdao de Metilmercurio na amostra (ng/mg) = 100 ng x

(Ps—Pbl)/(Pstd—Pbl) x fator de dilui¢do % 1/peso da amostra (mg)

Ps: Altura do pico (mm) da solu¢ao amostra
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Pbl: Altura do pico (mm) da solugdo de branco

Notas de Procedimentos

1. Embora a lixiviagdo de metilmercirio em amostras de cabelo com acido
cloridrico diluido se processe gradualmente a temperaturas normais, ela ¢
acelerada por aquecimento. Quando se usa HCI 2N, o aquecimento a
100°C causa a elutriacao quase completamente dentro de varios minutos;
excedendo 10 minutos causa a elutriagdo de outras substancias organicas,
resultando no aparecimento de picos interferentes no gas-cromatograma.
Um tempo de aquecimento de 5 minutos € suficiente sob as condigdes
deste método. Nao exceder 10 minutos de tempo de aquecimento.

2. Para transferir quantitativamente o metilmerctrio no elutriado de HCI para
a fase de tolueno neste passo de extracdo, usar um volume de tolueno de
pelo menos duas vezes o volume do elutriado de HCI para a extragao.

3. Para remover a fase superior ou a fase mais baixa no tubo de teste, usar o
Sistema de Succdo-Remoc¢do com uma pipeta Pasteur conectada a um
tubo flexivel por um coletor de liquido de descarte para um aspirador,
como mostrado na Figura 2. Resumidamente, para remover a fase
superior (fase organica), proceder a succdo posicionando a ponta da
pipeta Pasteur na superficie da fase superior abaixo ao longo da parede
interior do tubo de teste para puxar fora a maioria da fase superior.
Quando restar somente uma pequena por¢do da fase superior, manter a
ponta da pipeta Pasteur alguns mm acima da superficie da fase organica e
continuar aspirando. Com esta técnica, somente a fase organica que tem
uma gravidade especifica mais baixa que a da fase mais baixa (fase
aquosa) e volatilidade alta, ¢ puxado para fora junto com o ar, permitindo

a remog¢do quase completa da fase orgénica. Para retirar ¢ descartar a
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mais baixa das duas fases separadas no tubo de teste, apertar o tubo
flexivel com os dedos para parar a sucg¢ao da pipeta Pasteur. Posicionar a
ponta da pipeta Pasteur no fundo do tubo de teste e ajustar a pressdao no
tubo flexivel para aspirar lentamente a fase mais baixa. Quando a fase
mais baixa estiver quase completamente removida, apertar o tubo flexivel
para parar a succdo e remover a pipeta Pasteur. Isto torna possivel
remover somente a fase mais baixa. Devido estes procedimentos
requererem alguma habilidade e precisdo, praticar cada procedimento

previamente.
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Amostra, cerca de 10 mg (tubo centrifuga de 10 mL com tampa rosqueada)

Adicionar 2 gotas de etanol.

Cobrir com uma pequena quantidade de 13 de vidro ou de algodao.
Adicionar vagarosamente 3 mL de HCI 2N.

Fechar firmemente e aquecer a 100°C por 5 min.

Deixar esfriar e misturar.

Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.

Fase de &cido cloridrico, 1 mL (tubo conico de centrifuga de 10 mL)

Adicionar 2 mL de tolueno e agitar por 3 min.
Centrifugar a 1.200 rpm por 3 min.

Fase Organica Fase de acido cloridrico
GLC-ECD

Fluxograma 11. Determinagdo de Metilmercurio em Cabelo
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