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RESUMO

Em 2002, Hg metadlico foi encontrado enterrado era anea rural da cidade de
Descoberto, Brasil e embora varios estudos tenhdm conduzidos para avaliar a
contaminacgao da area, nenhum deles investigousamga de Hg metilado no sistema
hidrico. Neste trabalho, o GHg" foi determinado utilizando cromatografia gasosa—
pirdlise—deteccdo de fluorescéncia atbmica em imhtesedimentado pela chuva e
sedimentos proximos a area contaminada. A quaengdic da concentragdo de Hg total
juntamente com a especiacdo quimica por termodggsoforam realizadas. A
concentracdo de HgT encontrada no material coletgio uma das caixas de
sedimentacdo foi muito alta, de até 41580 pd. ks amostras do Cérrego Rico e
Ribeirdo do Grama mostraram uma faixa de HgT dea5266ug kg'. A anélise de
termodessorcdo mostrou predominancia dé*Hgom boa correlagdo positiva com
matéria organica e enxofre total. A concentracdo QlsHg"® em amostras de
sedimentos de rio variou de <0,07 a 1,87 kg' e nas amostras das caixas de
sedimentacdo as concentracdes na estacdo secaderad3 e 8,Qug kg'. Estes sédo
valores elevados, mostrando que deve ser tomadadmpara evitar o transporte deste
material para o sistema hidrico.

Os Capitulos 2 e 4 descrevem a validagdo de ddizdos para quantificacao de
CHsHg" por CG-pyro-AFS: amostras de sedimento e cianéhast O sedimento é um
dos principais locais de producdo de ;8H e as cianobactérias participam da
biotransformacdo do mercurio nessa espécie. Tquoaedimento de validacdo seguiu
os protocolos do guia INMETRO - DOQ-CGCRE-008. ésuitados mostraram que 0s
dois métodos nao apresentam efeito de matriz; ihearldade (0,994) na faixa de 0 a
400 pg de ChHg"; Repetibilidade de 3%; Precisdo intermediaria % Bnsaios de
recuperacdo em amostras enriquecidas na faixa del29%; e limites de deteccéo de
0,04ug kg* para sedimento e ;@ kg* para cianobactérias. Os materiais de referéncia
CRM580 e DORM-3 foram utilizados para avaliar atieléa do método, resultando em
recuperacdes de 95 e 89%, respectivamente. Os oséforhm, portanto, adequados
para o objetivo proposto e podem ser usados coranfentas importantes em analises
de rotina e/ou estudos do ciclo biogeogquimico de ®lg@nsaio de metilacéo de ¥ig
mostrou que a microaldgaichococcus sp. coletada na area contaminada de Descoberto
pode ser a responsavel pela producéo dgHgH

Palavras-chave metilmercurio, sedimento, fitoplancton, CG-pyré&3, Descoberto



ABSTRACT

In 2002, metallic Hg was found buried in a ruraaof Descoberto city, Brazil,
and although a number of studies have been corglucteorder to assess the
contamination of the area, none of them invest@j#ite presence of methylated Hg in
the hydric system. In this work methylmercury (Eld") was determined using gas
chromatography-pyrolysis-atomic fluorescence deirc{CG-pyro-AFS) in material
from rain sedimentation boxes and stream sedimesds the contaminated area. Total
Hg (HgT) concentration along with the chemical sgigon by thermo-desorption were
performed. The HgT concentration in material frdra sedimentation boxes was found
to be very high, up to 41,58 kg’. The samples from the Grama and Rico streams
show a range of HgT from 5.8 to 266§ kg*. The thermo-desorption analysis showed
predominance of Hg, with a good positive correlation with organic teatand total
sulfur. The CHHg" concentration in stream sediment samples ranged #0.04 to
1.87ug kg'and in the samples of sedimentation boxes the corat®ns were 1.33 and
8.0 ug kg' during dry season. These are high values shaivcare should be taken to
avoid the transport of this material to the hydgidal system.

Chapters 2 and 4 describe the validation of twohoud for determination of
CHsHg" by GC-pyro-AFS: sediment samples and cyanobactgddiment is one of the
major sites of CkHg" production and cyanobacteria are likely respoesiior the
biotransformation of mercury (Hg) into this specigbe whole validation procedure
followed the protocols of INMETRO guide — DOQ-CGCRHES. The results showed
that the two methods do not present matrix effgogd linearity (0.994) in the range of
0 to 400 pg ChHg"; repeatability of 3%; intermediate precision of .88piked recovery
assays of samples in the range of 93 to 129%:; atettbn limits of 0.04ig kg* of
sediment and 1.8g kg® of cyanobacteria. Reference materials CRM580 a@&RE-3
were used to evaluate the accuracy of the metlesdjtmg in 95 and 89% recoveries,
respectively. The methods were, therefore, adedoatide proposed objective and can
be used as important tools in routine analyzesaanstudies of the biogeochemical
cycle of Hg. The methylation assay of ¥ighowed that the microalga&ichococcus
sp. collected in the contaminated area of Descoberay be responsible for the

production of CHHg".

Keywords: methylmercury, sediment, phytoplankton, GC-pyrieSA Descoberto



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1 —Ciclo biogeoquimico do mercurio no ambiente (madifio de Barkagt al., 2003)
et e e et oo eeEteteeeehEeeeeeaanbeeeeeaa eeeeeanteeeeeeanELeeeeeannEeeeeeenheeeeeanEbeeenateeeeeeanteeeeeaannbeeeeeannreeeeanrees 3.

Figura 1.2 —Estrutura da metilcobalamina (http://www.vitaminB2met/metilcobalamina)..9

Figura 2.1a —Frascos reacionais da etapa de derivatizagcao...................ccceeeeeeeeennenenn. 38
Figura 2.1b —Desenho esquematico das etapas de derivatizagapeamento (EPA 1630,
72200 1 TR PRPRROPPRRR 38
Figura 2.2 —Mddulo de dessorcao (TDM — I, MERX).......coovvvviiiiiiiiiiiieiieeeeeeiveveeeeee e 38
Figura 2.3 —Modulo da CG e coluna PirolitiCa..........cuvveeeiiiiiieeiiiiiee e 39
Figura 2.4 —Mdodulo de deteccado do sistema CG-pyro-AFS, MERX.........cvvvvivviiniinnnns 40

Figura 2.5 —Sistema CG-pyro-AFS, Mergrooks Rand Labs (http://mww.brooksrandinc.com/

products/automated-mer cury-systems/mer x-methyl-hg-system-for-epa-1630). ...........cccceeeeeen.. 41
Figura 2.6 —Fluxograma da parte experimental................ccccoeeeiiiii 42
Figura 2.7 —Sistema de destilagdo do MeBrpooks Rand Labs.............ccccceeeviiiiiiiiiennnneen. a7
Figura 2.8 —Sinais analiticos para as espécie§ @LHg" e Hf" e/ou CHCH,Hg" ............ 49

Figura 2.9 — Resultados da otimizacdo dos parametros das etdpaderivatizacdo e
LUz 1o [ST=Ta 1] o] (o TSP OTRRR P UUPPPPTPIN 52

Figura 2.10 —Curvas de CkHg' obtidas em solucédo aquosa e na matriz de sedimenta 55

Figura 2.11 —Gréfico de probabilidade normal para a curva aoalite CHHg' .................. 57
Figura 2.12 —Grafico de Durbin-Watson para teste de independé&as residuos............. 57
Figura 2.13 —Grafico representando a homoscedasticidade daseas para a curva analitica
(o[ @1 = Y T OO ST ST 58
Figura 2.14 —Curva analitica final de GHg" apds exclusdo dos outliers......................... 58
Figura 2.15 —Resultados obtidos para material de referéncidficado e teste de adi¢éo e
101U 07T = (o> Lo Y 61
Figura 3.1 —Localizacdo do Municipio de Descoberto —-MG/Brasil.....................coeeee 64
Figura 3.2 —Fluxograma da parte exXperimental..............cccuverriiieeiiiiniiiiieeeeeeeee 69
Figura 3.3 —Caixa de sedimentacao..............cccovvviiiiiiiiiieieeeeeeeeeee e 71
Figura 3.4 —COrreg0 RICO........cciiiiiiiiieiiitiiee ettt te e ettt e e e et e e e e aneaeeean 72
Figura 3.5 —RIDEIrE0 dO Gramal............uuiiiiiiiieeiiiii e e e 12
Figura 3.6 —Programa de aquecimento para quantificacao de ddIMA-80 .................... 75

Figura 3.7 —Programas de aquecimento independentes utilizaal@s gspeciacdo de Hg por
termodessorGao NO DIMA-BO0..... ... e 76

Figura 3.8 —Concentracdo de HgT em amostras de sedimento dedodRico e Ribeirdo do



Figura 3.9 —Pontos de amostragens e concentracdo de Hg ta@aldHhencontradas ao longo
do Corrego Rico e no Ribeirdo do Grama pela FEABDER).............oooovvvviiiiiiiiiiieiieeeeeeee 83

Figura 3.10 —Graficos da termodessor¢éo dos padrées de Hg (Viiltetrat al. 2017)......... 88

Figura 3.11 —Graficos da termodessorcdo de Hg em amostras deeyeds coletadas em

Descobertd — MG NA ESTAGAD SECA. .. ccoeeee e e 89
Figura 3.12 —Gréficos da termodessorcdo de Hg em amostras demesdd coletadas em
Descoberto — MG nas estagfes seca € ChUVOSA...........cceeeeeeeeeiiieiiieeeeee e 20
Figura 4.1 —Desenho esquematico dos mecanismos de transforfitag&porte do Hg em uma
bactéria com genes merA e merB (Dash & Das, 2012)............cccceeeeeeieieiiiieeeee, 103
Figura 4.2 —Microalgas obtidas em microscépio Optico: A¥cherella sp. e B)Stichochoccus
] o F TP UPPPTRPPTT 108
Figura 4.3 —Fotos do cultivo das cianobacCterias...........ccceeeeiveeiieeiiiii i 109

Figura 4.4 —Curvas analiticas para quantificagdo desidl obtidas em solugdo aquosa na
MALtriz de CIaNODACTELIA ........ccoiuiiiie ittt e 111

Figura 4.5 —Resultados obtidos para material de referénciate tie tendéncia/recuperat86é

Figura 4.6 —Cromatograma obtido para microal§&chococcus SP........vvvvvveeeevieeiiiiiinnnnnnss 114



LISTA DE TABELAS

Tabela 1.1 —Espécies de Hg de acordo com suas propriedadeslqgflish et al., 1984

modificada por Issaret al., 2009)..........ccuuiriiiiiieriiiiiiiieiieiirre e eeereeereeerrre—————————————————— 2.
Tabela 1.2 -Reagentes utilizados para extracdo dgHgfHe suas finalidades................... 12
Tabela 1.3 —Concentracdes de GHg® presentes em amostras ambientais, alimentos e
o] o] [0 oo 1= PP 19
Tabela 1.4 —Principais técnicas hifenadas para quantificaca€ldgdg” com suas principais
vantagens e limite de deteccao (LD)...........ooovvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 21
Tabela 1.5 —Resumo dos principais reagentes e técnicas utiizgrhra quantificacdo de
(o o T ST PU R RURRR PP 25
Tabela 2.1 -Paradmetros do sistema cromatografico e das etapderivatizacdo e trapeamento
otimizados e as respectivas condi¢cdes testadas............coevviiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 44
Tabela 2.2 —Parametros do sistema CG-pyro-AFS que permaneceoastante durante a
(0111101 4= [0 > Lo 44
Tabela 2.3 —Fator de resolucdo e tempo de retencdo obtidosgpian&zacdo da fase movel e
10T 18] 01T €= LB =1 F- T O PP 50
Tabela 2.4 Resultados obtidos para avaliacio do efeito dazmatr..............ccceeeeeeeeenn. 55

Tabela 2.5 -Parametros estatisticos e dados obtidos na avaltkggipremissas para utilizacao
(o (o TN 4 T= (o o [o T @ 1 IS 1Y SR RSRRR 59

Tabela 2.6 -Resultados obtidos para as figuras de mérito aladiaa validacdo do métaddl

Tabela 3.1 —ldentificacdo, descricdo e localizacdo das amosteasedimento coletadas em
DESCODEITO — MG .. 73

Tabela 3.2 -Resultados de HgT, GHg', MO, C/N, S Total, FRX e porcentagem de espécies
de Hg obtidas nas andlises por termodessorcdo mastras de sedimento coletadas em
DeSCODEIO (MG).. oo 80

Tabela 3.3 —Concentracdo de GHg" e porcentagens de @Hg® em relacdo ao HgT
encontrada em sedimentos desse eStudo € OULTABIBESSG.......ceevvruvvrrrrrrreeeeeesnasinnnneeeens 94

Tabela 4.1 —Resultados obtidos para avaliacdo do efeito deiznaiitre a curva em solucéo
aguosa € a Curva €m ClaNODACTEIIA. .......eeeeeeeeiiiieiiie e e e e ee e e e e e e e e e 110

Tabela 4.2 —Resultados obtidos para as figuras de mérito alsdiana validacdo do método



ABREVIATURAS E ACRONIMOS

AFS — Espectrometria de Fluorescéncia Atbmica

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

AVS — Acido Sulfidrico Volatil

CBA — Companhia Brasileira de Aluminio

CCME - Conselho Canadense de Meio Ambiente

CDTN - Centro de Desenvolvimento de Tecnologia Baicl

CETESB — Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo

CG — Cromatografia Gasosa

CG-ECD- Cromatografia Gasosa Acoplada ao Deteet@agptura de Elétrons

CG-ICP-MS - Cromatografia Gasosa Acoplada a Espretria de Massa com Fonte de
Plasma Indutivamente Acoplado

CG —MS- Cromatografia Gasosa Acoplada a EspectrérdetMassas

CG—pyro—AFS — Cromatografia Gasosa com Sistemardiise Acoplada ao Espectrdmetro de
Fluorescéncia Atdmica

CHN — Carbono, Nitrogénio e Hidrogénio

COPASA — Companhia de Saneamento de Minas Gerais

CRM — Material Certificado de Referéncia

CVAFS - Espectrometria de Fluorescéncia Atdmicavfapor Frio

DMA — Analisador Direto de Mercurio

EPA — Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estadoddgni

CH;CH,Hg" — Etil-mercurio

FEAM — Fundacdo Estadual do Meio Ambiente

FRX — Fluorescéncia de Raios-X

HCA — Andlise Hierarquica de Cluster

Hgorg — Mercario Orgéanico

HgT — Mercurio Total

HPLC — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

HPLC-CVAFS - Cromatografia Liquida de Alta EficiémcAcoplada a Espectrometria de
Fluorescéncia Atémica por Vapor Frio

HPLC-ICP-MS — Cromatografia Liquida de Alta Eficén Acoplada a Espectrometria de
Massa com Fonte de Plasma Indutivamente Acoplado

IAEA — International Atomic Energy Agency

IGAM — Instituto Mineiro de Gest&o das Aguas

IRMM — Insgtitute for Reference Materials and Measurements

ISO —International Organization for Sandardization

vi



ISQG —Interim Sediment Quality Guidelines

LD — Limite de Deteccéo

LQ — Limite de Quantificacéo

MAE — Extracao Assistida por Radiacdo Micro-ondas
MO — Matéria Organica

CHsHg' — Metil-mercdrio

MO — Matéria Orgéanica

NaBEt, — Tetraetilborato de Sédio

NaBPh — Tetrafenilborato de Sédio

NaBPy, — Tetraproprilborato de Sédio

PCA — Analise de Componentes Principais
PEL —Probable Effects Level

TEL —Threshold Effects Level

UFOP — Universidade Federal de Ouro Preto
UNEP —United Nations Environment Programme
VRQ - Valor de Referéncia de Qualidade

Vii



SUMARIO

CAPITULO 1 — FUNDAMENTOS TEORICOS ......ooviiieeiteeieceeeeeee e 1.
1.1 PROPRIEDADES DOHQ ...tttttieeeeeeiiiiiiiieieeeeeeeesssssesaneeeasssnssssseneaeaesaaaassnssssseenaeeeessssnnnnes 1
1.2TOXICIDADE DO CHagHG ...evieiieeeeeeeeee ettt 4..
1.3CH;Hg" EM SEDIMENTOS E OS PROCESSOS DE METILAGAO E DESMETILAGAOQ................ 7
1.4DETERMINAGAO DECHHG ....voieiiie ettt 10

1.4.1 Coleta, preservacio e estocagem das ampateaguantificacdo de GHg' ......... 10
1.4.2 Procedimentos ou métodos de extracdo pamatifitecdo de CkHg': técnicas
analiticas mais utilizadas e estudo de CASOS...........ccvvvevvieviieeviiiiiiiiiii e 11
1.4.2.1Reagentes utilizados para extracdo dgHEf..............coveeveeeieeeiiieeiieeiee s 12
1.4.2.2Avaliagéo de formacdo de artefato...........cccceeevieieeiiiiiiiee e 15
1.4.2.3Técnicas analiticas utilizadas para quantifica@@CEEHG ..........cccoeveeveevneenne.. 18
1.4.2.4EStUAO A CASOS ....cceee e i r e nrrnes 22
REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS .....iiiiiiiee i ee e eeeee e aa e e e e e e e e e e aeeens 25

CAPITULO 2 - OTIMIZACAO E VALIDACAO DO METODO PARA

QUANTIFICACAO DE CH 3;Hg" EM AMOSTRAS DE SEDIMENTOS.........ccoveveveneee. 36
CONSIDERACOESINICIAIS ..uuiiiiiiieeieii e e et e e ettt e e et e e e e e emata e e e sate e e s asa e e esatanaeeestaneeesrannns 36
2.1ETAPAS DO SISTEMACG-PYRO-AFS PARA QUANTIFICAGAO DECH3HG .....cvvevveieie, 36

2.1.1 Derivatizac80 OU DErVAGAD ...........cecceemeeeeeeieeeeeeeeee ettt er e e e 36
2.1.2 MOdulo Purga € TrapeamENtO .......... .o «eeeesaurmeeeesaiereaesaineeeesanieesasseeeeesans 37
P22 IS |V [o T (W] [ Je F= T 0 TS0 o= T J PP 38
B2 Y o To (W] (o T @ T o Y/ o 39
2.1.5 Cromatografia Gas0Sa (CG) .. .uuuuuuuime e eee e eeeee e 39
2.1.6 Detector Espectrometro de Fluorescéncia ABIAFS) ................coooovvviveiien, 0.4
A4 @ =N | = 1 |V TSRO PR PRTROPPPPR 41
2.2.1 ObjetivOS ESPECITICOS ....ciiiiiiiiiiieeeeeetiiiie ettt e e e e e s reeeeeees 41
2.3PARTE EXPERIMENTAL ....ucittiiiiiiiie e sttt mmae e e e e e e e s s s s ne e e e 41
2.3.1 Materiais, reagentes € SOIUGOES .....ccormmuvrriiriiieee e e e rmnrre e e e 42
2.3.2 EqQUIpamMeENtOS ULIIZAAOS .........evuvtcemmemmeeiieeieee e s s s s e s s e e e e e s ereennnnnaaes 43
2.3.3 INSLIUMENTACAD ........eeeiiiiiiiee e sttt saannsseesnnennnennnennnes 43
2.3.4 Otimizacao do sistema cromatogréfico e dgsastde derivatizagdo e trapeamento
................................................................................................................................... 43
2.3.5 Extracdo de GHg' da amostra de Sedimento ...............cc.meeemeeererieereeeeriesieenans 45
2.3.6 Construgdo da curva analitica para quantdicade ChHg" em amostras de
K=o [1101=] 0] (o T PP T PP PPPPP a7
2.3.7 Figuras de mérito da validagao........ccceeeeieeiiiiiiiieeiiiieee e 48
2. 4RESULTADOS EDISCUSSAOQ......ccciiiiiiiiiiiiiiiiii e te s e e 49
2.4.1 Otimizag&o do sistema CroMatoOgrafiCo weeeeeeevrreeeeeeiiiiiiiiiiieee e eeeee s 49
2.4.2 Otimizag&o das etapas de derivatizacio eannto. ...........ccoovvviviiiiieereeeriias 51
AR MCIAVE=1 T F=Tok=To Jo [ 1 1 41=1 (o o [o TP 54
p A TRt I =y =1 (0 Y [ 1 0= 11 40 54
2.4.3.2 Linearidade € REQIESSAOD ........cvvieerimreiieiiiiieeeeeeeeireessasssssessessssrreerrnreeeseeeeeeees 56
2.4.3.3 Limite de deteccéo (LD) e Limite de Quacaifao (LQ) ........ccovvvrriiiiirrrrnnnn... 59,



2.4.3.4 PreCiSA0 € EXALIAA0 . ..cuuiirniiiiieemmee e et et ettt et et e e s e eaaeesenn s e e s eeareenns 59
PR YO0 N of I LYo 61
REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS . ..uiittit ettt et ettt et ettt et ea s eeaeretaeeaeeereasra st eenseenreenreanees 62

CAPITULO 3 - QUANTIFICACAO DE CH ;Hg" EM SEDIMENTOS DE

DESCOBERTO — MINAS GERAIS ..ottt e e e e e e e e e nmmnnnaaeeas 64
B LAREADEESTUDO ..ottt ettt ettt aeae et et eaeeeeteeteete e s aneetesteeae s eananeneans 64
4 @ | = 1 Y @ L F TP PP PP PPPPPPPRPPI 68

3.2.1 ODbjetiVOS ESPECITICOS .....eeiiurrei sttt e ettt eme e e e e e nneeeas 68
3.3 PARTE EXPERIMENTAL ...ttt s e a e e e e e e e e e e e e eens 68
3.3.1 Materiais, reagentes, solugcdes e equIPaAMeNLOS...........ovvuvrrrrreeeeeeesiesnneeeenss 68
3.3.2 INSITUMENTAGAD ..ot mmmmmm et e e e e e e s smnr e e e e e e e e 68
3.3.3 Amostragem e preparacao das amostras deegddsm.................cceeeevvvevveeeenen. 69.
3.3.4 Quantificag@o de Hg Total (HOT) ...coooeecniiiiieieeeeee e 74
3.3.5 Especiacado de Hg por termodessorcao util@armdMA-80 ...............evvvevvvvvvvvennnnns 75
3.3.6 Caracterizacdo quimica das amostras de SBime.................ceeeevvveeviieeieeeeeee, 76
3.3.6.1 Determinagé&o da concentragcao de elemeraimsan por FRX ...........cccovviiiinnnee. 76
3.3.6.2 Andlise do Teor de Matéria Organica (MQ)..........ccoeeveeiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee, 76
3.3.6.3 Determinagao de S total ...........ucmmmeeeiiiiiiiiiieeee e 77
3.3.7 Quantificagdo de GHg" utilizando o sistema CG-pyro-AFS..........ccccceeeevveenne.. 77
3.3.7.1 Extracdo de GHg' em amostras de sedimento ............cccccevevveeecreeecveeennnne. 77
3. 4ARESULTADOS EDISCUSSAD. ....ceueittiieeeeiiiiiiiieeiteeeaeaaaasssiesneessssssssssseeeeeaeesssaannsnssseeeeeens 78
3.4.1Concentracdo de Hg total..........coovveeeeeeeiiiii e 78
3.4.2 ESPECIAGAOD U8 HQO ..ottt 86
3.4.3 ConcentraGao de GHIY ........oooiieiii et 91
S D CONCLUSAD. ...ttt bbbt nnnes 95
REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS .....iiiiieiae et eeeee e a e e n e e e e e e e e e e aeens 96

CAPITULO 4 - VALIDACAO E APLICACAO DA METODOLOGIA P ARA

QUANTIFICACAO DE CH 3Hg" EM CIANOBACTERIAS ......cooveceeeeeee e 100
A L INTRODUGAD ...t ittt it ettt ettt ettt ettt e sas e s aaateraa s esat e e et e es b s eetasestasertnseranerennnsersnsens 100
@ = N = 1Y/ @ TSR 103

4.2.1 Objetivos ESPECITICOS.......cuviiiiiiieeeeeee e 103
4. 3PARTE EXPERIMENTAL .ettiittttitteeeeeeeesesasietseeeeeeeeesssnnneesaesaassnssnssssseaaaaeesssnsssssneees 104
4.3.1 Materiais, reagentes € SOIUGDES ... ceerecceeeiiiiiiiiiiiii e 104
4.3.2 EQUIPAMENtOS ULIIZAAOS ........uuuueimmmmmmm e eeeee e ee e e e 104
4.3.3 INSITUMENTAGAD ..ottt ccmmmmm sttt e e e e e st e e e e eenmn e e e e e e e e e annnnes 105
4.3.4 Cultivo e preparacdo das amostras de Ciat@eee. ...............vvvvvvvvvinnniiinninni 105
4.3.5 EXrac8o d8 GHHIG . ...cvveioveeiieece ettt ettt rte e eaee s 105
4.3.6 Construgdo da curva analitica para quantdicade ChHg" em amostras de
(oI TaTo] o= Tox (=] - PP 106
4.3.7 Figuras de mérito da validagao........cccceeuriieiiiiiiieeiiieee e 107
4.3.8 Aplicacdo do método e estudo de metilagaQ............cooevvveevvveriiiiiiiiiiiiiiieen, 107
4. ARESULTADOS EDISCUSSAOD. ... utuuttiiniiiiiiiiaaaas s st 109
4.4.1 Efeit0 de MALliZ .....cooi oottt 110



4.4.2 Linearidade € REQIESSA0 .......uuuuuiiiieiie ittt 111

4.4.3 Limite de detecc¢ao (LD) e Limite de Quanéifiéo (LQ).........ccccevvevvvvvvviveveennee, 111
4.4.4 PreCiSA0 € EXAlIAO ......cccvviii i cceeeeeer i 112
4.4.5 Aplicacdo do método e estudo de metilagaQ...........ccceevvvevvveeviiieiiiiiiiiiiieee, 113
A5 CONCLUSODES. ... .ccieii e e e e e 115
REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS ... aa e e e e e e e e s 115
CAPITULO 5 — CONSIDERAGOES FINAIS ......cvoueieieeieeeeteeeeeee e, 119
Y 1= o [ = SRS SPRR 122



APRESENTACAO

A area do municipio de Descoberto, contaminada gnadevido a explotacéo
de ouro no século XIX, é um caso muito importateser estudado ainda na atualidade,
ndo apenas para uma avaliagdo da situacdo atyabsdéveis impactos para 0 meio
ambiente, como também para ser usado de exempoop#os casos semelhantes de
contaminacgao no Brasil e no mundo. Diversas matj@doram avaliadas nessa regiao
quanto a concentragdo total do elemento em questéstatando a presenca desse
metal em altas concentracbes, mas ainda ndo hguguadstudo de investigacdo da
presenca de GJHig" nos sedimentos dos recursos hidricos proximos Esgécie do
metal € um composto organico considerado de atieidade e cuja sintese em meios
naturais é um processo chave no ciclo biogeoquidoometal. Diante disso, 0 objetivo
principal desse trabalho foi quantificar a espéei€€CHHg" em amostras de sedimentos
da area contaminada no municipio de Descoberto.

Nessa tese também € apresentada a validacdo denthiadologias para
determinacdo de GHg": uma em amostras de sedimento e outra em orgagismo
fitoplanctonicos utilizando a técnica CG-pyro-AHSssas duas matrizes tém grande
importancia em estudos do ciclo biogeoquimico do Hgse estudo tem como
justificativa a importancia do desenvolvimento/iepentacdo de metodologias
analiticas para determinacgéo des8H'.

A tese foi dividida em cinco capitulos. O Capitdldoi destinado a reviséo
bibliografica, onde sdo abordados as propriedadesigl a toxicidade da espécie
CHsHg", metilagdo do Hg em sedimentos e determinacid-tiel@. Os Capitulos 2 e
4 descrevem a validacdo dos dois métodos citadas gqueantificacdo de GHIg™:
amostras de sedimento e fitoplancton. No Capitulambém é apresentado um estudo
de metilacdo por micro-organismos coletadas na @ataminada. Esse assunto € de
extrema importancia para averiguar mecanismos ddag@ no local estudado. O
Capitulos 3 foi dedicado a quantificacdo de ;841 em sedimentos da area
contaminada de Descoberto. Por fim, o CapitulorBsgmta as consideracoes finais da
tese, mostrando que esse trabalho contribuirdgargsendimento do impacto ambiental
do mercurio na area estudada e auxiliara estudo®wdras regides vulneraveis a

contaminagao por Hg.
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CapPiTuLO 1

FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 PROPRIEDADES DO Hg

O mercurio (Hg) € um metal altamente toxico e tado sonstantemente
estudado desde a tragédia de Minamata no Japa®=3n quando varias comunidades
foram contaminadas devido ao consumo de peixespientes da baia de Minamata
contaminados com metilmercurio (gity"), deixando conseqiiéncias devastadoras para
0s pescadores, suas familias e outros consumidAregntaminacdo ocorreu pelo
despejo indevido de rejeitos de um processo induste producdo de acetaldeido, o

qual produzia o CkHg" como subproduto, nas aguas da baia (Clarkson).1992

Outro desastre ocorreu na zona rural do Iraque ®f8, juando os agricultores
e seus familiares foram contaminados porsidil pela ingestdo de pies caseiros
preparados com farinha de sementes de trigo tsatadm fungicida a base dessa
espécie. Esse episddio registrou 6530 pessoas mtoxicacdo grave e 459 mortes.
Vérios incidentes ocorreram também no Paquistd® @uatemala pelo mesmo motivo
(Bakir et al, 1973). Apesar dos casos citados, esse metal tentassitbém encontrado
em regides sem nenhuma ou pouca atividade antrgpcacontaminacdo, sendo
proveniente, por exemplo, da deposicdo atmosf@idcao descrito por Akielaszek &
Haines (1981) e pelo relatério dinited Nations Environment ProgramnfgNEP,
2013) ou ainda por processos de formacédo dos smosp descrito em Vallet al.

(2005), estudando solos de areas ndo impactadasazonia.

O Hg pode ser encontrado em trés formas priripaércario elementar (Fg
compostos de Hg inorganico (HgCHgS e HgO) e compostos organicos de Hg
(ATSDR, 1999). Esses compostos organicos caraaterse pela unido do Hg a um ou
dois atomos de carbono, por meio de ligacdo coiglgara formar moléculas do tipo
R-Hg-X e R-Hg-R’, em que R e R’ representam 0s gngntos organicos e X ions
como OH, CI e Br. Os organomercuriais ligados aos grupamentoslalgei cadeia
curta, como CkHg®, causam maior preocupacdo (WHO, 1989), pois pooenetrar
com facilidade na membrana celular, devido ao seéter lipofilico do radical alquila
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(Micaroni et al, 2000). Uma vez que o GHg  também é solivel em agua e é
facilmente absorvido pelos microorganismos (Tomiyesal, 2000), ele tende a se
bioacumular (Lazaret al, 2013), principalmente devido a sua afinidade groipos
sulfidrila de proteinas (Micaronet al, 2000). Como consequéncia, o Hg se
biomagnifica na cadeia alimentar e pode alcangaorganismos vivos do topo da
cadeia, como os seres humanos. Carras@. (2011) e Bloom (19923lertam que a
grande parte de Hg acumulado em mdsculo de peitée res forma de CHg',
representando uma ameaca para 0s seres humanb®®@.aUm dos efeitos de sua

intoxicacdo sdo danos irreparaveis no sistema serventral (Micaronet al, 2000).

As espécies de Hg mais importantes no ciclo geeiqoi do metal sdo
apresentadas na Tabela 1.1, sendo classificadasodéo com suas propriedades, tais
como compostos volateis, espécies reativas e mdivas. Essa classificacdo foi
proposta por Lindqgviset al. (1984) e modificada por Issaeb al. (2009). As espécies
reativas sdo vistas como formas quimicas biodiseé toxicas. Sabe-se que apenas a
determinacdo de mercurio total (HgT) ndo € sufteiepara compreender o ciclo
biogeoquimico e os possiveis danos que ele podmic@darinet al, 1997), porque a
reatividade (transformacao/converséo), biodispbddie e toxicidade variam bastante
entre as espécies do metal (NRC, 2003; Issaral., 2009; Beceiro-Gonzaleat al,
2009). Por esse motivo o desenvolvimento de mebgiad para especiacdo de Hg é

muito util e relevante.

Tabela 1.1: Espécies de Hg de acordo com suas propriedadedqgflist et al. 1984 modificada por
Issaroet al.,2009).

Propriedades Espécie
Compostos voléateis H@ (CH)-Hg
Hg*

*HgX 5, HgXs", HgXs™
HgO em particulas aerossois
CHsHg", CHsHgCl e CHHgOH

Espécies reativas

Espécies nao- Hg(CN),, HgS, e H{' ligado em enxofre em fragmentos de
reativas matéria humica.

*X =OH7, Cl'ou Br



O conhecimento do ciclo biogeoquimico do Hg é mintportante, visto que
este pode predizer suas rotas no ambiente. Entesslerciclo é um grande avanco para
diagnosticar o impacto causado por esse elemestseaes humanos e biota. A Figura
1.1 mostra o ciclo de Hg em alguns compartimentobientais indicando as inter-

conversdes que podem ocorrer.

o g(ll) €= H
Hg(1l) <= Hg® A CHf’O  He Hg®, ngn@ EIIZHS"

f

Solos e lagos Superficie dos oceanos

i CH;Hg = Cx+ Hg®
Vi ] Hg® 2 Hg(ll)
- Plancton Hg-Hum H
-~ “ih '5'3% e— |- = HeClo S g
‘f{é Hg(OH ML
Ambiente dxico ﬁEE H%*" HSCIOH B NH Metabslitos
CO;, CHy+Hg(1) <y S fas gs
(CHs),Hg glerd
Processo
Oxidativo ‘ I
merB Hg(l1)
lE[[:g; tl Ambiente andxico
CHBHS < - Hg HS), G HOS . e sedimentos
Hg(S)HS

Figura 1.1: Ciclo biogeoquimico do mercurio no ambiente (madifio de Barkagt al, 2003).

E importante ressaltar que a principal fonte dposicdo humana ao Hg,
principalmente na forma de GHg®, € através do consumo de peixes e de frutos do mar
(ATSDR, 1999). Por outro lado, a forma mais comwarexiposicao a Hg inorganico € a
inalacdo de vapor de Hg liberado das améalgamasadtiis nas atividades de mineracao
de ouro (ATSDR, 1999).

Segundo relatério da UNEP (2013), as atividadegatenpos de ouro sdo as
que mais contribuiram nos ultimos anos para emiss@msférica de Hg no meio
ambiente. O Hg é encontrado na atmosfera princigratencomo HYgasoso, que pode
ser transportado a longas distancias, sendo eadongm regides remotas do globo,
como o Artico e a Antartica (Lehnherr, 2014, Festaal, 2014), onde ndo ha fontes
naturais do metal. Um monitoramento continuo dendgar estd sendo executado ha

mais de 15 anos na Europa e na América do Norpeciesmente no Artico, para
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avaliar o impacto a nivel regional. O fendmeno eado como “eventos de deple¢éo”
explica como os polos norte e sul do globo podeim @agno “sumidouros” do Hg
atmosférico: nas épocas do ano com maior incidésclar, reacfes fotoquimicas
promovem a oxidacdo do Pigasoso da atmosfera que se precipita via imidancais
facilidade para os solos onde fica depositado. &essgides, a taxa de deposi¢cdo do
metal é maior que sua taxa de volatilizacdo, faxemrdo entdo seu acumulo no solo
(Lehnherr, 2014; UNEP, 2003). Andrads al. (2012) realizou um estudo de
distribuicdo e especiacédo de Hg nos solos da Acdaf® Hg presente no solo variou de
4 a 256 ng g, sendo os valores encontrados para os solos génitps os maiores ja
encontrados em solos da Antartica.

1.2 TOXICIDADE DO CH 3Hg*

O CH:Hg' tem uma longa histéria toxicolégica na vida humaran efeitos
adversos em varios 6rgaos, especialmente, efedostdxicos (Santost al, 2016;
Syversen & Kaur, 2012). As doencas cardiovascutarabém tém sido correlacionadas
com exposicdo a essa espécie organomercurial (\Welid, 2017; Virtanenet al,
2007).

O CHHg" é facilmente absorvido via inalacdo e, aproximastees 80% ¢é
retido apOs a exposicdo ao vapor. Se presente purssal, a absor¢cdo dependera do
tamanho das particulas (Abexgal, 1969). Quanto a ingestéo oral, o intestino alesorv
cerca de 95% do GHg" ingerido (Kershawet al, 1980), mesmo que essa espécie
esteja ligado ao grupo SH nos alimentos. A absaléamica também é observada para
esse composto devido a sua lipossolubilidade (Aber], 1969). Apds a absorcao, o
CHsHg" é distribuido de forma ubiqua, penetrando de fogfitaz no sistema nervoso
central (SNC) (Zarebat al, 2007). Uma vez absorvido o GHY" se liga aos grupos
SH da proteina do sangue e do tecido e em menpong@o a cisteina e a glutationa
(Yin et al, 2008). Essa espécie pode ser distribuida pawss tad regides cerebrais
atravessando a barreira hematoencefélica, atravéssistema de transporte de

aminoacidos como um complexo com cisteina (Asc&nélarkson, 1988).

! Solos formados por influéncia de acimulos de ¢asmée aves marinhas e pinguins.



Aproximadamente 10% do GHg" contido no corpo é encontrado na regido do
cérebro, pois a absorcdo nesse organismo € mésgea nos outros 6rgdos. Por outro
lado, o cérebro tem uma maior afinidade com egsecese a concentracao nesse 0rgao
é cerca de 3 a 6 vezes maior que encontrada naesahNg cérebro, o CiHig" é
encontrado principalmente como complexo ;8gf—glutationa (Syversen & Kaur,
2012).

As mulheres gravidas expostas aosB#f transportam esse composto através da
placenta, o qual € absorvido pelo feto (Valgeal, 2000). No equilibrio, o cérebro
fetal pode ter a mesma concentracdo dessa especrt@da no cérebro da méae. Isso
ocorre pela diferenca da quantidade de hemoglahieaexiste na mée e no feto, visto
que essa € a ligacao primaria entre os dois inddgidSyversen & Kaur, 2012). Outra
forma pela qual o CHHg" atinge a crianga é pela amamentacao, visto qaecspgcie é
excretada pelo leite (Oskarssenal, 1996; Grandjeaet al, 1994). A exposicao pré
e/ou perinatal prolongada ao ¢Ht)", mesmo em doses moderadas, esta relacionada a
multiplos déficits nos neurdnios e nas célulaslig ¢Choi, 1986; Choet al, 1978). O
cérebro em desenvolvimento é extremamente sersivehvenenamento por GHy'.

As criangcas expostas a essa espécie organomerpaodam ter uma diminuicdo do
guociente de inteligéncia (QIl), problemas no sistemuscular, na fala e na visao,

causando cegueira (Castoddial, 2008; Grandjeaat al, 1997).

Em adultos, os efeitos toxicos do §g" sdo observados ap6s um longo
periodo de exposicéo (Clarksehal, 2003). Os sintomas iniciais incluem viséo turva,
perda de peso, parestesias nas maos e nos pés, ataxtomatologia psiquiatrica
(Clarksonet al, 2003; Bakiret al, 1973). Aléem disso, os sinais e 0s sintomas da
intoxicacdo por essa espécie organomercurial estdociados a perda de células
neuronais em regides especificas do cérebro, conudriex visual e o cerebelo
(Aschner, M.; & Syversen, 2005).

No SNC, o CHHg" pode afetar adversamente muitos tipos de célelasn
grande nimero de evidéncias sugerem que os asfoaiépresentam o local
preferencial para sua acumulacdo, desempenhang@peh crucial na neurotoxicidade

(Charleston et al., 1996; Aschner et al., 1993)saEs células coordenam o

2 330 células ndo neuronais do SNC que proporcisu@arte e nutricio aos neurdnios.

® &0 células da glia, sdo as mais abundantes deeSME as que possuem as maiores dimensoes.
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desenvolvimento e a sobrevivéncia, desempenhamapel pnportante na formacgao de
circuitos neuronais e dentre outras fungdes csiticacérebro (Bootét al, 2000).

Alguns anos apds a primeira sintese daHH por Frankland em 1850, dois
guimicos morreram e um foi envenenado ao maniguldrramar dimetilmercario no
chdo do laboratério (Ceccateli et al., 2010; Clanks1998). Ja no século XX, foi
descoberto uma aplicagéo importante dei# na area da agricultura como fungicida,
e logo, a sua fabricacdo aumentou, acarretando BMpwsiCa0 ocupacional. A primeira
evidéncia de contaminacdo por essa espécie se mdeli988, quando se observou
sintomas neuroldgicos em alguns trabalhadores.tépaia de um desses trabalhadores
verificou alteragbes morfolégicas no cérebro comdaede células do cerebelo
(Ceccateliet al, 2010).

Os primeiros casos mais evidentes de envenenanpemtcCHHg"™ foi em
Minamata e no Iraque, como ja relatado nesse CQapBEm Minamata, a ingestdo de
peixes contaminados por mulheres gravidas, envenesdetos e, consequentemente,
muitas criancas nascidas a partir de 1955 apresemtdistirbios do desenvolvimento
neurologico (Santoset al, 2016; Harada, 1978). Nos adultos, os sintomass mai
observados foram: parestesia dos pés e das mag, atonstricdo do campo visual
concéntrica bilateral, surdez, comprometimento aa, ftremor, movimentos oculares
anormais e ocasionalmente, distirbios mentais. Bsosc de intoxicacdo aguda, 0s
pacientes ficaram incapacitados e/ou morreram. Hss®meno causado pela
intoxicagdo por CkHg" ficou conhecido como Doenca de Minamata (Ceccatedl,
2010). Os sintomas observados nas crian¢cas deamilaf no Iraque, apos ingestéo de
paes caseiros contaminados por essa espécie, foedigiéncia intelectual e na

coordenacédo motora (Engleson & Herner, 1952).

Atualmente, observa-se uma queda na contaminagac&iggHg’, devido as
melhorias nas plantas industriais e no empenhomanianizar sua emissao para o meio
ambiente. Entretanto, é importante lembrar que oéHgm poluente global e esta

presente em varias regides do mundo (Cecatali, 2010)..



1.3 CHsHg" EM SEDIMENTOS E OS PROCESSOS DE METILACAO E
DESMETILACAO

O sedimento € um compartimento ambiental de extiiemportancia, visto que a
sua composicdo pode influenciar no que diz respaitooncentracdo, especiacao,
mobilidade e biodisponibilidade dos metais assoda@hong & Wang, 2008). Ele
pode atuar como um bom indicador da entrada de ldgt®s elementos no meio
ambiente. O sedimento no sistema aquatico € umrtarge sumidouro e fonte de Hg, e
é considerado como principal local de producéo ldgHQ" (Canarioet al.,2003; Shiet
al., 2005).

Ao entrar nos ecossistemas aquaticos, o Hg podgir ream diferentes
compostos ou interagir com material particulades@née na agua e se precipitar nos
sedimentos, principalmente como a forma insolieeHdS (Tomiyaset al, 2000). O
sedimento propicia a ocorréncia de inUmeras reagdésicas (Green-Ruizet al,
2005). Nessa matriz 0 Hg pode se inter-converten, auxilio de micro-organismos, em
diversas espécies de diferentes toxicidades (coomoepemplo, o CkHg" de alta
toxicidade), o que pode comprometer a biota acuatdguns estudos mostram que
condicdes especificas sdo necessarias para fav@ieceacelerar a metilagdo, como:
baixo pH, temperatura elevada (Pinedo-Hernaredéal, 2015); alta concentracdo de
matéria organica (Marrugo-Negregeal, 2015; Eckleyet al, 2015, Pinedo-Hernandéz
et al, 2015); baixa vazao de agua (Marrugo-Negeet@, 2015); meio oxidante e altas
concentracdes de sulfato (Eckley al, 2015). E importante lembrar que esses
parametros podem atuar junto ou isoladamente, gai® um contribui de forma
diferente para formac&o de gHiy". As caracteristicas do meio é que definem, partant

esse processo (Bisinoti & Jardim, 2004).

A partir da espécie Hgpresente nos sedimentos, o4El§" é formado no meio
ambiente, geralmente, via atividade de bactériiatstredutoras (SRB) (Jonssehal,
2012; Achaet al, 2011; NRC, 2003; Compeau & Bartha, 1985) e bexéierro-
redutoras (IRB) presentes nos sedimentos (Joretsan 2012). Entretanto, as bactérias
presentes no sedimento podem também desmetiléaléatde reacdo reversa (Bisinoti
& Jardim, 2004). Em média, o GHg" representa apenas 1,5% do Hg total nos
sedimentos (Horvadt al, 1993). Segundo Leermaketsal. (2005) existe um equilibrio
entre as reacfes de metilacdo e desmetilacdo gubaraa baixa porcentagem de

CHsHg" nos sedimentos e nos solos. E, portanto, muitmiitapte compreender os
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processos que controlam a concentracdo dgiGHem sedimentos, e ainda a produgdo
de CHHg" e a degradacéo do GHg" (Drottet al.,2008).

Bisinoti & Jardim (2004) e Azevedo (2003) citamisdonecanismos distintos
para metilacdo: o biolégico, mediado por microorgiaos e fungos, e o quimico ou
abidtico, que ocorre por 3 formas principais: \Wagao de transmetilagdo; por meio da
radiacéo ultravioleta na presenca de compostonioasdoadores de grupo metila e

reacao com os acidos falvico e humico.

Quanto ao processo biolégico a reacdo ocorre paimente com a
metilcobalamina também conhecida como vitaming. B\ metilcobalamina esta
disponivel no ambiente de forma significativa, peles € uma coenzima produzida pelas
bactérias aerobicas e anaerdbicas. A formacgdo delgHo ambiente mediada por
esse composto deve-se a transferéncia de um grepla para o fon Hg (reacéo de
transmetilacdo). Observa-se pelas reacoes ilugtsapropostas por Bisinoti & Jardim
(2004) que o ion carbanion é transferido para miodiH:Hg" e CHHgCHs tanto em
condicbes aerObicas quanto anaerdbicas. A estrutirametilcobalamina esta
representada na Figura 1.2. Segundo Bisinoti &ida(@d004), o processo de metilacdo
ocorre favoravelmente em locais com alta concefirag com elevadas taxas de
decomposicao da matéria organica (MO), sendo, morfavorecidas em aguas acidas

ricas em carbono organico dissolvido (COD).

CH;—Bp, + HF" + HO == CHgHg" + HO-Bp

CHz—Bp» + Cl‘lgHg+ = CH3HgCH; + HO —Bs»



Figura 1.2: Estrutura da metilcobalamina (http://www.vitaminb2tnet/metilcobalamina).

A metilacdo abidtica de Hg ocorre pela transfe@ndeé um grupo metila
proveniente de acidos fulvicos e humicos (Webef3).9acidos carboxilicos (Falter,
1999b) ou compostos de estanho alquilados utilzadoagricultura como fungicidas
Cerratiet al., 1992). A equacéo representada abaixo mostra aaf@onde CkHg" a

partir da reag&o entre um composto de estanhdadgué HG".

(CHa)nSN*™ + Hg™ === (CH3)n1Sn"+ CHgHg"

Drott et al. (2008) e Bisinoti & Jardim (2004) mencionam qudesmetilacao
também pode proceder por mecanismos bioticos atieds. A reacdo de desmetilacdo
pode ser intercedida pelas bactérias aerdbicasaer@icas assim como na reacdo
inversa. O processo abiotico inclui como principaés a fotodegradacao pela luz solar
estudada por Sellers (1997) e degradacéo via féwnde um complexo instavel entre
CHsHg" e sulfetos, que se transforma em HgS (Deacon,)1&7Bnportante ressaltar
que Parker & Bloom (2005), estudando método de rmacdo de CkHg,
observaram que n&o ha degradacéo significativaaslespécies com a exposicao a luz
fluorescente, concluindo que ndo ha necessidaderateger as amostras durante as

analises. Entretanto deve-se ter muito cuidadotquaexposicao direta a luz solar. As



principais vias bidticas de degradacdo des;M sdo a desmetilacdo oxidativa e
degradacdo redutiva do GHyg'. Durante a desmetilacdo oxidativa, o grupo metil
(CH3") é oxidado a C&XDrott et al, 2008).

1.3 DETERMINACAO DE CH sHg*

7

Antes da apresentacdo das etapas para quantificec&Hg™ € importante
abordar os cuidados necessarios para evitar ancoragédo do manipulador por essa
espécie. Como mencionado ao longo do texto, esspaxio apresenta alta toxicidade e
é facilmente absorvido pelo organismo, causandménds efeitos adversos. Portanto,
recomenda-se 0 uso dos equipamentos de protec&aluad (EPI) ao longo de todo
trabalho realizado com esse analito. Aconselha-ssa de jaleco, luvas nitrilicas,
oculos de protecdo, mascara (quando necessaripg¢lacpara exaustdo e sapatos
fechados. Ap6s 0 manuseio da solucdo dgHgH sugere-se que o jaleco seja lavado
separadamente dos demais trajes. Se algum acidenteer ao manusear 0 GH’,

recorrer a ajuda médica o quanto antes.

A quantificacdo de espécies de Hg envolve algurtegsas, tais como: coleta de
amostras, preservacao, estocagem, extracado, pcértoacdo, separacao das espécies e
deteccdo (Leermakert al., 2005). Na revisdo bibliografica serdo abordadast@sas
citadas acima, com énfase no preparo de amossgeadi@ento, formacao de artefatos e
técnicas analiticas mais comumente utilizadas gasatificacio de CHHg', espécie
mais importante, como ja explicado, devido a suaomé@ncia no ciclo biogeoquimico
do metal e sua alta toxicidade.

1.4.1 Coleta, preservacgio e estocagem das amos&i@squantificacio de CkHg"

Alguns cuidados devem ser tomados durante e apllet@ de amostras quanto
a exposicdo aos raios solares, para evitar a dexsigdjp da espécie GHg™ (Nevado
et al, 2011; Drottet al, 2008; Parker & Bloom, 2005). De preferéncia, dess
coletar as amostras em frascos ambar e aloca-losaexas térmicas que impecam a
passagem da luz solar. Kasgeral. (2015), Leopoldet al. (2010) e Leermakerst al.
(2005) descrevem metodologias de coleta, presenv@edimazenamento de amostras de
adgua para andlise de HgT e {d". Leermakerset al. (2005) ainda, apresentam

metodologia de pré-tratamento e estocagem parati@s dsologicas.
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As amostras de sedimento sdo geralmente analidestas®is, ou no caso de
longo tempo de estocagem é necessario que as amesjam mantidas no escuro em
baixas temperaturas ou liofilizadas (Leermaletral.,2005). Vale destacar que Muhaya
et al. (1997) avaliaram a influéncia da quantificacdo @d;Hg" em amostras de
sedimento fresco, descongelado e liofilizado. Nd@mbservada diferenga significativa
entre os resultados obtidos. Tdo pouco foi obsenmatdas de HgT e GHg' em
amostras liofilizadas. Entretanto, as amostrasediém®ento fresco apresentaram baixa
homogeneidade e baixa reprodutibilidade comparatasamostras de sedimentos

liofilizadas.

Um estudo recente mostrou que, em geral, a meltareima de preservar
CHsHg" em amostras de solo e sedimento € congelar asramosediatamente apds a
coleta, seguindo-se subsequentemente por liofdzagnoagem, homogeneizacdo e
armazenamento do material seco em condicdes estinas até a andlise (Kodamatani
et al, 2017), corroborando com os estudos citados adidan desse estudo, os autores
investigaram a producdo de @ durante a estocagem dopando amostras coth Hg
Eles observaram que as concentracbes degHGHem amostras de solo e sedimento
podem se alterar durante os processos de secagemagenamento, principalmente
devido a atividade bacteriana. Os efeitos de détedas condigcbes de secagem e
armazenamento sobre as concentracdes dglgm amostras de solo e sedimento

podem variar e sao dificeis de prever (Kodamattal, 2017).

1.4.2 Procedimentos ou métodos de extracdo parantjieacio de CHHg™: técnicas

analiticas mais utilizadas e estudo de casos

InformacgBes mais completas sédo fornecidas pelaesie especiacdo de Hg,
porém as metodologias para isso normalmente enwolwaiitas etapas de pré-
tratamento da amostra, as quais reduzem a robdegezrocessos e 0s torna mais
demorados (Nevadet al., 2011). Geralmente, o preparo da amostra € a @R
critica, uma vez que cada tipo de matriz tem suwaacteristicas e apresenta um
comportamento diferente diante dos reagentes adidig. Por exemplo, ao se analisar
amostras sélidas, como sedimentos e tecidos bam$gié necessario uma etapa de
extracdo antes da deteccado para separar o analit@atliz. Para isso existe uma gama

de procedimentos e reagentes que sdo utilizadas gdracdo e quantificacdo de
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CHsHg" em amostras ambientais. Dentre os procedimentds otdizados est&o
lixiviagdo acida combinada com extracdo com sobjettigestdo alcalina e a destilagéo.

1.4.2.1 Reagentes utilizados para extracio de;B¢f

O conhecimento de reagentes e fatores que afetamanaformacdo e a
distribuicdo de CkHg" em meios aquosos é importante para melhorar @girnento e
a determinacdo analitica. Os reagentes mais contamifizados para promover a
extracdo de ChHg" (Tabela 1.2), principalmente de amostras de sedoneerdo

abordados nesse item.

Tabela 1.2 Reagentes utilizados para extracdo dgHgf e suas finalidades.

Reagentes Finalidade

Liga-se aos sulfetos pela sua forte afinidadeliti@odo

CusQ ; . . o
a liberacdo de Ciig" para a solucéo.

Sais fontes de halogénios. Formacao de haletos de

KBr, KCl e KI CH;Hg", composto capaz de transitar entre a fase

organica e a fase aquosa durante a extracédo dtmanal

HCI, HNO; Utilizados para lixiviagdo. Porém cuidados sao
' necessarios para nao decompor o analito.

H.SO Utilizado para acidificar o meio durante o proceginto
2= de destilacdo. Atua com sais de halogénios.

Agentes extratores utilizados em estudo de esgeride

Cisteina, 2-mercaptoetanol e Hg, devido ao Hg ter elevada afinidade com grupos

tioureia

sulfidrilas.
Tolueno, CHCI,, CHCL, n-butanol Solventes organicos capazes de remover de forma
e n-hexano seletiva as espécies de Hg orgéanico

Reagentes de “extracdo de volta” sdo complexantes e
N&S;0; ou Cisteina possuem uma grande afinidade por compostos organico
de Hg, devido a presenca de grupo tiol.

Utilizados principalmente em digestéo alcalina de
KOH/metanol e TMAH amostras biologicas. Porém tém sido utilizados é&mb
para sedimentos.
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O CuSQ tem sido utilizado no procedimento de extracia jsolar o CHHg"
dos ligantes que contém enxofre. Os ions Cu(lBntigse ao enxofre, devido a sua
maior afinidade comparada a do Hg e, consequenteméarcilita a liberacdo de
CHsHg" para a solucdo. Estudos realizados com e sem sengpa de Cu(ll)
demonstraram que h& uma grande melhora nas recipsraom adicdo desse ion
(Bowles & Apte, 2000; e Horvat al, 1993; Cappon & Smith, 1977).

Os sais KBr, KCIl e KI tém sido utilizados como fesitde halogénios. O
derivado de brometo organomercurio (RHgBr) tenrithisicdo mais favoravel entre as
fases organicas e fases aquosas em relagdo aos batogénios, como Cl e I. Além
disso, os derivados de RHgBr sdo menos suscepéivdesomposicdo fotoquimica que
os derivados de | (Cappon & Smith, 1977, Meulerearal, 1993). Porém, estudo
realizado por Meulemaet al. (1993) mostrou que ao se utilizar o sais de BreedH
deve ser rigorosamente monitorado. A influéncigpHioofoi sistematicamente estudada
para entender a distribuicdo das espécies doosdet, Cl e I) de CkHg" na fase de
vapor. Os coeficientes de distribuicdo gas/liquitts compostos de GHg" numa
temperatura entre 25 a 80°C em relacdo ao pH faerahados por esses autores. A
volatiidade dos compostos diminuiu na seguinte eord CHHgI>CHz;HgBr>
CH3HgCI>CH;HgOH. Em altos valores de pH, observa-se uma cogdoeentre os
ions OH e os ions Br CI e I, formando CHHgOH néao-volatil. O ChBHgCI é
formado em pH mais baixo que gHyBr e CHHgl de acordo com suas constantes de
estabilidade. O haleto menos susceptivel a alterdedpH é o ion cloreto (G) que
sofre influéncia a partir de pH 10,0, devido a fagdo de CEHgOH. O ion iodeto ()
se mostrou muito instavel na faixa de pH estudadoapmpreendeu entre 0 a 14 e 0
ion brometo (Br) pode ser utilizado desde que o0 meio ndo estgixalle pH 2,0 e
acima do pH 10,0. Na presenca de iodeto em excé3sghigl € parcialmente
transformado no CHHgl,™ ibnico, e em meio acido pode ocorrer a decomposilga
CHsHg'". Essas reacBes secundarias também foram obsemyaalado um excesso de
Br foi adicionado, porém em menor extensdo. Pai@l @sses efeitos ndo foram
observados (Meulemaet al. 1993).

Os éacidos HCI, HN@e HSO, sdo comumente utilizados para a extracdo de
CHsHg" de amostras ambientais. Horvat al. (1993) observaram dois efeitos
indesejaveis na utilizacdo de lixiviagdo com HCldecomposicdo de GHg' e a
extracdo incompleta de GHg" da amostra de sedimento principalmente naquelas ric

13



em matéria organica. Mesmo utilizando concentragdas elevadas, o HCI néo foi
eficiente na retirada do GHg" da amostra. Além disso, os autores relatam que a
decomposicdo de GHg" pode ocorrer pelo aumento da concentracdo de é1@Gr
esse motivo 0 uso desse reagente ndo é recomeftdadat et al, 1993). Fato esse,
discordante de estudos realizados por Hengtedal. (1992), o qual mostra bons

resultados na extracdo de £Etg" com HCI em amostras de solo dopadas.

Liang et al. (2004) utilizaram o HN@para lixiviar o CHHg" e os resultados de
recuperacao obtidos variaram de 83 a 100% (Lédrgg, 2004). Carrasco & Vassileva
(2015) também obtiveram bons resultados utilizaH8D3; em conjunto com outros
reagentes. O #$0Q,, juntamente com sais de halogénios, tem sido zatit
principalmente em procedimentos que utilizam aildegb (Horvatet al, 1993, Liang
et al, 2004).

Reagentes com grupos sulfidrilas também tem sitiaastos como agentes de
extragdo por alguns trabalhos de especiacédo, umgue o Hg tem elevada afinidade
com esses grupos (Jagtep al, 2015). Dentre eles, a cisteina, 2-mercaptoetanol
tioureia foram empregados em amostras de sedineeatoostras biologicas (Carrasco
& Vassileva, 2015; Jagtagt al, 2011; Menget al, 2007).

Um procedimento comum para a remogao seletiva peces de Hg organico
de amostras de sedimentos e solos € a extracddaliggando solventes orgéanicos
(Santoset al, 2009). Os solventes organicos como tolueno (Tmimket al, 2003;
Quevauvilleret al, 2000, Caricchiat al, 1997), CHCI, (Liang et al, 2004, Trombini
et al, 2003, Bloonet al, 1997), CHJ (Falter, 1999a)-butanol (Santost al, 2009) e
n-hexano (Falter, 1999b) sdo os mais utilizados pase fim. Vale ressaltar que na
extracdo com solvente organico, a utilizacdo des i@, Br ou I € de suma
importancia para a formacao de um composto capaadsitar entre a fase organica e
a fase aquosa (Santeisal, 2009).

ApoOs extracdo com solvente organico, uma aliquatabénetida ao processo de
destilacdo em presenca de agua (Brooks Rand LApplication Note, 2013; Liangt
al., 2004) ou “extracdo de voltabdck extractioh com tiossulfato de sédio (ABO3)
(Carrasco & Vassileva, 2015; Quevauviller, 1999) aisteina (Rivarcet al, 2007;
Quevauvilleret al, 2000; Horvatet al, 1994). A Cisteina, 0 N&O3; ou algum outro
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reagente contendo grupo tiol s&o comumente usatadarilitar a transferéncia de fase
(Puk & Weber, 1994).

Extraces de CiHg" por reagentes como KOH/metanol (Carrasco & Vassile
2014, Spadeet al, 2012; Bloom, 1992) e hidroxido de tetrametilanod it MAH)
(Nevadoet al, 2011; Rodriguegt al, 2010; Tsenget al, 1998) também tém sido
utilizados principalmente em amostras biolégicasme alguns trabalhos também em
amostras de sedimentos (Pinedo-Hernardesd, 2015; Spada&t al, 2012; Horvatet
al., 1993). Entretanto, sérios problemas séo encmtrads etapas subsequentes para
extragdo em sedimentos, devido aos altos teoresatiria organica, sulfetos e ions Fe
co-extraidos com Ciig” (Horvatet al, 1993).

Outros reagentes para o procedimento de extrac&@Hgdg" podem ser vistos
em artigos, tais como, Issagbal. (2009), Leermakerst al. (2005) e Quevauvillest al.
(2000).

1.4.2.2 Avaliacdo de formacao de artefato

A producdo indesejada de @iy’ (formacio de artefato) é responsavel por
superestimar a concentracdo do analito nas medigtadicas. Esse producéo pode ser
causada pela conversdo de parte do Hg inorgani@Hslg’, principalmente em
sedimentos ricos em matéria organica. As técnisaguais tém como detector o ICP-
MS permitem estudos de formacéo de artefatos gde pcorrer durante a extracdo do
analito, utilizando diluicdo isotopica (Jagtap & héa, 2015; Carrasco & Vassileva
2015; Avramescuet al, 2010; Santoset al, 2009; Rahman & Kingston, 2004;
Lambertssoret al, 2001). A diluicdo isotépica faz uso de um baladgomassa ou
razao isotdpica para atribuir a potencial metilagéaveniente da formacao de artefato.
A formacdo de artefato durante o procedimento deagko foi evidenciada e/ou
estudada por diversos autores (Nevadal, 2011; Avramescet al, 2010; Delgadet
al., 2007; Leermakerst al., 2005; Hintelmann, 1999). Nesse item serdo apradest
alguns trabalhos que mostraram em que proporcées @uais procedimentos esse fato

pode ocorrer.

Carrasco & Vassileva (2015) avaliaram a formacaartiefato por HPLC-ICP-
MS com adicdo de is6topos estaveisHelg’* e CH?*"Hg" ao material de referéncia

IAEA-405 (sedimento estuarino). A dopagem foi readia de forma independente: uma
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porcdo de IAEA foi dopada cof?’Hg?" e outra porcéo foi dopada com £HHg.
Ap6s 1 hora de repouso, a amostra passou pelo dimoeeto de extragdo com
HNO3/CuSQ/CH,CI/NaS,03 e por fim, realizaram-se as analises. Carrasco &
Vassileva (2015) sugeriram que nao houve formagiartefato, visto que ndo se
observou diferenca significativa entre a soma eidadae de area de GH'Hg" na
amostra IAEA sem adicdo do padrdo mais o padra@Hié’Hg" em relacéo ao sinal
da amostra IAEA com spike de ¢%Hg". Da mesma forma a amostra IAEA dopada
com padrao®Hg?* foi avaliada em relacdo a formacdo des€fHg". O sinal em
unidade de area de G¥*Hg" na amostra IAEA com spike d&Hg** ndo foi mais

elevado que na amostra sem o spike “BReig?*

, confirmando que durante o
procedimento de extragcio ndo houve producdo d¢i@HOs autores ainda, avaliaram
a producdo de Ciffig" através de uma equacéo para calcular o excesGbid¥Hg" e
CH:""Hg", levando-se em conta as medidas obtidas por emsatos e suas
respectivas abundancias. Nao foram obtidos exceaposmndo a hipdtese de que nao
foi gerado CHHg" durante o procedimento de preparo de amostraaaplioo estudo

desenvolvido (Carrasco & Vassileva, 2015).

Pietilaet al. (2015) estudaram a potencial metilagdo de Hg &mmog durante o
procedimento de destilacdo de amostras de solairtee dtilizando um marcador de
is6topos enriquecidos de Hge andlise em CG-ICP-MS. Duas amostras de solos com
concentracdes conhecidas des8b e HgT foram dopadas com solucéo®tfelg®” e
colocadas em repouso. Em seguida, realizou-se aegiroento de destilacdo
semelhante ao de Horvat al. (1993), fazendo-se uso dos reagenteSQ4KCI. A
etapa de etilacdo foi necessaria preliminarment@oanatografia. A metilacdo foi
avaliada através do monitoramento dos dados despis® de’'Hg e °Hg e a razéo
20119/7%?Hg foi obtida para o pico de GHg'. As proporcdes d&'Hg’°Hg em ambas
as amostras corresponderam a propor¢do naturabtigpos de Hg, indicando que nao
ocorreu formacao significativa de Gty" durante a destilagdo. Os autores concluem
gue a destilacdo pode ser considerada como um eém®dsolamento confiavel para
determinacdo de GHg" em amostras de solo de turfa contendo mais queelt4gT
como CHHg" (Pietilaet al.,2015). Porém, ao se avaliar o material de refea@ERM-

580 (sedimento de estudrio), os autores encontramaroentracdo (117 + @g kgh
mais elevada que o valor certificado (75 #ud kg?), mostrando que a formacéo

artificial de CHHg" pode ocorrer no procedimento de destilacio. Rietikl. (2015)
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realizaram outros experimentos adicionando soluigfiéig” em amostras de solo de
turfa para atingir concentra¢cées mais elevadasgle Bs resultados obtidos levaram a
conclusdo que a destilacdo é propensa a produgdentd de CHHg', mas a

magnitude do erro positivo é dependente da coragidrde HY presente na amostra.

A formagado de artefato foi avaliada por Bowles &t&g2000) dopando 4
amostras naturais de sedimento e 2 materiais eéeérgias (IAEA-356 e CRM-580)
com solucdo de um sal de ¥igOs autores observaram uma pequena taxa de réetilac
de Hg" para CHHg" em uma amostra de sedimento natural rico em maiégénica
(0,05%) e nos 2 materiais de referéncia (0,000,066%6). Embora o método utilizado
por Bowles & Apte (2000) ndo esteja completamesémto de metilagdo artificial, a
extens&o da eventual producdo desidd! € muito baixa. Vale lembrar que os reagentes

utilizados na extracao foram KCI,80, e Cu(NQ)..

Bloom et al. (1997) mostraram que a formac&o des B¢ em amostras de agua
deionizada ndo ocorre, indicando que a formacasedestefato ndo € devida a
destilacdo ou reagentes adicionados, mas sim aiaat@anica e a concentracdo de
Hg?* natural da amostra. A metilagdo de’Hgm sedimento variou de 0,005 a 0,1%,
com as maiores conversdes em sedimento de turfaaiastras de agua, a producao de
artefato ndo foi significativa, pois a concentragiHg na 4gua é baixa. Os autores
observaram que todos os seis métodos de extra@i@adas resultaram na producéo de
CHsHg", sendo o procedimento utilizando KBp&0y/CH,Cl, gerando artefato em
menor grau. Bloonet al. (1997) alegaram que este método possui vantagbre so
técnica de destilacdo quanto a baixa formacaotdéatos, embora o limite de deteccao
e recuperacOes tenham sido semelhantes. O incemtendo meétodo escolhido por
Bloom et al. (1997) é a geracdo de residuo téxico {Cl). O procedimento de
destilacdo se apresentou simples, preciso e rasetolimite de deteccdo muito baixo,
porém com potencial formac&o de artefatos positleo€ HHg". Segundo os autores, o
artefato € proveniente da acdo da matéria orgamitaral sobre o Hg inorganico
presente na amostra. Os autores recomendam qoelhaedo método para extracdo de
CHsHg" deve ser cuidadosamente adaptada ao tipo de aneostender os expectativas

do trabalho em patrticular.
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1.4.2.3 Técnicas analiticas utilizadas para quaittificdo de CHHg"

Uma variedade de métodos analiticos para quam#ccale Hg inorganico e
espécies organomercuriais (em especiakHZf) em diferentes matrizes tém sido
estudados (Souzet al., 2013; Fernandez-Martinez & Rucandio, 2013; Jagtapl,
2011; Maggiet al., 2009; Carrascet al.,2009; Delgadcet al., 2007; Bisinotiet al,
2006; Bravo-Sancheet al, 2004; Ramalhosat al., 2001; Caiet al., 2000; Bowles &
Apte, 2000). Técnicas acopladas de separacédo (twgrafia gasosa ou liquida) com
um detector seletivo de Hg, tais como espectroacadimica (absorcéo e fluorescéncia)
ou espectrometria de massas (ICP-MS) sdo comumifitadas. A cromatografia
gasosa tem sido mais utilizada que a cromatoghafiada por ser em geral menos
sofisticada e também apresentar uma boa resolut@al ecoplamento com variados

detectores (Beceiro-Gonzaletzal, 2009).

As técnicas mais comuns para determinacdo de espi#eiHg nas mais diversas
matrizes, com énfase em EHHy’ sdo: cromatografia gasosa acoplada ao sistema de
pirdlise com deteccdo em espectrometria de fluéresa atdbmica (CG-pyro-AFS)
(Carrasco & Vassileva, 2015; Beldows#i al., 2014; Qiu et al, 2012; Baldiet al.
2012; Nevadet al, 2011; Otet al.,2010; Carrascet al, 2009; Yaret al, 2008; Mao
et al, 2008; Lianget al, 2004; Trombiniet al, 2003; e Caet al, 2000); cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa com dentglasma indutivamente
acoplado (CG-ICP-MS) (Pietilat al, 2015, Becket al, 2014, Nevadeet al, 2011;
Mao et al, 2008; Armstronget al., 1999; e Hintelmanmt al, 1997); cromatografica
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CGNd®doet al, 2011; e Caet al,
2000); cromatografia liquida de alta eficiénciaada a espectrometria de massa com
fonte de plasma indutivamente acoplado (HPLC-ICP-M8&gtaet al, 2011; e Santos
et al, 2009); e cromatografia gasosa acoplada ao detéetoaptura de elétrons (CG-
ECD) (Marrugo-Negretet al, 2015; Pinedo-Hernandett al, 2015, Tomiyastet al,
2012; e Trombiniet al, 2003). Outras técnicas sao citadas por €aal. (2012) e
Quevauvilleret al. (2000). A CG-pyro-AFS e HPLC-ICP-MS sao as técmigae tém
sido mais utilizadas, a grande vantagem da primemra relacdo a segunda é

principalmente o custo da andlise.

Vale ressaltar que o grande desafio da analiseesiaécies de Hg € a baixa
concentracdo das mesmas encontradas no ambientss@ovarias técnicas tém sido

desenvolvidas para melhor atender a faixa de ctrag@o geralmente encontrada no
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ambiente. A Tabela 1.3 apresenta a concentrac&tHddg" que pode ser encontrada

em alguns compartimentos ambientais, amostrasdiai® e em alimentos.

Tabela 1.3 Concentracdes de GHg' presentes em amostras ambientais, alimentos eglia
Matriz Concentracéo de CHHg"
Agua <0,04 — 0,32 ng't (Eckleyet al.,2015)
0,06 — 0,23 pg K§(Hariset al.,2017)
3,06 — 34,1 pg Kj(Jansenret al.,2015)
Sedimento 8 — 68 g kg (Marrugo-Negretet al.,2015)
4,1 — 43,4 pg K§(Pinedo-Hernandeet al.,2015)
1 — 40 ug kg (Spadaet al.,2012)

Solo 0,8 — 18 pg ky(Pietilaet al.,2015)
Peixes 190 — 1040 ug kgSpadzet al.,2012)
Moluscos 37 — 1321 ug KgSpadaet al.,2012)
Arroz 0,11 — 6,45 pg k(Brombactet al.,2017)
Cabelo 1,87 — 10,6 ug'dLi et al.,2011)

Nevado et al. (2011) realizaram um estudo comparando técnicas
cromatograficas hifenadas para determinacdo deciespéle Hg. As vantagens e
desvantagens de trés técnicas hifenadas foramadaslipara especiacdo de Hg em
diversos tipos de matrizes utilizando CG-MS, CG-I@8 e CG-pyro-AFS. Esses trés
sistemas, mais comumente usados atualmente pareiasio de Hg, foram avaliados
em termos de linearidade, precisdo, exatiddo, dgpaade, faixa linear, limite de

deteccdao, limite de quantificacao e robustez.

Os limites de deteccdo e quantificacdo encontrguoirs determinacdo de
CHsHg' foram 2 e 6 pg para CG-pyro-AFS, 1 e 4 pg para C&eW,05 e 0,21 pg para
CG-ICP-MS, sendo, portanto, o ultimo com o melhmite de deteccdo. Todas as
técnicas utilizadas foram suficientemente sensipa&ia especiacdo de Hg em amostras
ambientais, com CG-MS e CG-ICP-MS capazes de fernacalises dos isotopos, e
CG-pyro-AFS sendo uma alternativa mais rentaveidded maior simplicidade do
detector. O teste de robustez mostrou que as #&cmicaliadas sdo robustas, sendo
possivel coloca-las em aplicacdo de forma rotingievadoet al., 2011). A CG-ICP-
MS e CG-pyro-AFS tém um elevado grau de espec#dord do elemento, sdo
relativamente livres de interferéncias e possuenxobalimites de deteccdo e

quantificacdo, com uma satisfatoria faixa linear.
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Jagtapet al. (2011) compararam as técnicas HPLC-ICP-MS e HPIGRAAS
para determinacdo de @HY" em amostras de peixes. Ndo foram encontradas

diferencas significativas entre as técnicas utlézapor estes autores.

Ramalhosaet al. (2001), desenvolveram uma metodologia para deteigéb de
CHsHg" e Hg inorganico através de um sistema de cromafiagliquida de alta
eficiéncia acoplada ao espectrometro de fluoresgé&témica vapor frio (HPLC-CV-
AFS). A eficiéncia da metodologia por eles propdsiaonfirmada pela analise de um

material certificado de referéncia de sedimentoNICEB0).

Os trabalhos que utilizaram a técnica CG-ECD patarthinacdo de GHg"
em amostras de sedimento foram: Pinedo-Hern&eidak (2015), Marrugo-Negretet
al. (2015), Spadat al. (2012) e Caricchiat al. (1997). O procedimento adotado por
todos esses autores faz uso de KOH 25% em metds,, CuSQ, KBr, tolueno e

cisteina.

Todas as técnicas apresentadas se mostraram at@isapquantificacdo de
CHsHg". Entretanto, as técnicas que possuem MS ou ICPebi8o detectores,
apresentam custo de analise mais elevado. Nessdoseaor se tratar de uma analise
menos dispendiosa, a CG-pyro-AFS tem grande vamtagbre CG-MS, CG-ICP-MS
e HPLC-ICP-MS. Além disso, a CG-pyro-AFS possua atletividade e limite de

deteccdao inferior a técnica CG-ECD (Tabela 1.4)deeportanto, mais atrativa.
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Tabela 1.4:Principais técnicas hifenadas para quantificagi@lesHg" com suas principais vantagens e
limite de deteccéo (LD).

Técnicas

o Principais vantagens LD da técnica
analiticas
N&o ha neges§|dad~e fja etapa de 14.8 pg (Canariet al., 2004)
CG-ECD derivatizacéo; 10,0 pg (Livet al.,2003)
Alta sensibilidade ' h
Alta sensibilidade e seletividade; 0,45 pg (Carrasco & Vassileva 2014)
Baixo LD; 2 — 6 pg (Nevadet al.,2011)
CG-pyro-AFS Baixo Custo; 0,042 — 0,25 pg (Taylaet al.,2011)
Simplicidade de operacgéo 0,25 pg (Armstron@t al.,1999)
Instrumentacdo comercialmente disponivel
CO-MS Baixo LD; 1 -4 pg (Nevadet al.,2011)
Simplicidade de operacéo 0,02 pg (Mishraet al.,2005)
Diluicao isotdpica
Baixo LD;
Diluicao isotdpica 0,05 - 0,21 pg (Nevadet al.,2011)
CG-ICP-MS Avaliacao de artefatos 0,030 — 0,060 pg (Taylat al.,2011)
Alta sensibilidade 0,9 pg (Armstronget al., 1999)
Analise simultdnea de outros elementos
Diluic&o isotdpica
Avaliacéo de artefatos
HPLC-ICP- 18 pg (Falter, 1999b)

Alt ibilidad letividad .
MS - a s_enm A“ ade ¢ seletividade 12 pg (Wilken & Falter, 1998)
Analise simultanea de outros elementos

Analise direta de compostos nao-volateis

Fernandez-Martinez & Rucandio (2013) estudaram umwcegimento de
extracdo para isolar e quantificar a fracdo orgarde Hg em amostras de solo,
utilizando como técnica analitica o analisador tdirele Hg (DMA — 80). O
procedimento proposto pelos autores foi baseadarem Unica etapa de extracdo, a
qual se utilizou solucdo de CuRr,3 mol L*em HCI 5% v W, 10 mL de CHCl,, N-
acetyl-L-Cisteina (NAc) 1% m¥e HNQ; 5% v v*. O procedimento foi otimizado (tipo
de agitacdo, tempo de extracdo, concentracdo de, @uUEEmpo de evaporagao) e
validado com material certificado de referéncia GB80 de sedimento estuarino. O
limite de deteccéo determinado para o método f@,8eng Hg orgéanico por g de solo.
Teste de adicéo e recuperacéo foi estudado comramosais obtendo-se 90 a 105% de
recuperacdo. Para o material CRM 580 foram obtidesperacdes acima de 92% da

frac&o organica.

Maggi et al. (2009) relataram que determinaram 8 em amostras de

sedimentos marinhos e organismos por analisadetodde Hg (DMA — 80). O
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desempenho do método proposto foi avaliado comsasalie materiais certificados de
referéncia, tais como, CRM-580, IAEA-405, DORM-20DT-3, SRM-2976 e SRM-
2977, exatidao, repetibilidade e limite de quardifdo. Os reagentes utilizados foram:
HCI 6 mol L, tolueno e L-cisteina 1% m'vUma aliquota da solucéo de L-cisteina,
contendo o CkHg" removido do tolueno, foi imediatamente analisadaDiA-80.
Recuperacdo acima de 80% foi obtida para todosaberiais certificados de referéncia
utilizados, exceto para o DOLT-3, o qual se obteamiperacdo de 74%. O limite de
deteccdo foi de 0,4 ng de G que corresponde a 1,5 ng' @ o limite de
quantificacéo foi de 0,6 ng de Gtlg* que correspondia 2,5 ng'gPara andlises de
amostras reais coletadas na Antartica, a concé@otrde HgT variou de <LQ a 22,5 ng
g e a concentracdo de Gy foi abaixo do LQ para todas as amostras. Segusdo o
autores, a metodologia aplicada é simples, rapgf@odutivel e resultados precisos

foram obtidos para os materiais certificados derégicia.

Vale destacar que, nos estudos citados acimautmsea quantificam o Hg
organico em amostras sedimento e solo utilizando amalisador direto de Hg.
Entretanto, esses métodos ndo substituem a acétis@tografica para quantificacao
de CHHg'".

1.3.2.4 Estudo de casos

Nesse item serdo citados alguns artigos que conapargrocedimentos de
extracdo e as técnicas utilizadas para quantificdeaCHHg", dando énfase a amostras

de sedimento.

Carrasco & Vassileva (2015) determinaramzB¢f em amostras de sedimentos
marinho e realizaram a validacdo do método de acoodh a ISO 17025 Eurachem
Guidelines Os autores apresentaram um procedimento analiéidmixo custo, que se
baseou na etilagédo, seguido de purga e trapearseuntitizacdo da técnica CG-pyro-
AFS (Carrasco & Vassileva, 2015). Foram comparddpsocedimentos de extracao de
CHsHg": (1) extracéio assistida por radiacdo micro-ont¥sE) com 0,5% v ¥ de 2-
mercaptoetanol e 5% vhde metanol; (2) lixiviacdo acida com HNOUSQ extracdo
com CHCI, e re-extragdo em 4gua por evaporacéo; (3) digedtatina com 25% m
m* KOH em metanol, extracdo com gk, e re-extracdo em Agua por evaporacio; e

(4) lixiviacdo acida com HNECuSQ, extracdo com CCl, e re-extracdo em N&Os.
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O procedimento de extracéo utilizando o MAE apresea menor recuperacao
20 + 18% que de acordo com os autores foi devigwedenca do grupo tiol que
dificultou a reacdo de etilacdo. Além disso, outmas inconvenientes foram
observados: o sinal do branco nédo era negligeroguen forte efeito de memoaria foi
detectado (Carrasco & Vassileva, 2015). Por owdw,| 0 procedimento de extracao
que obteve a maior recuperacéo (94,3%) foi baspadixiviacdo acida HN@CuSQ,
extracdo com CKCl, e re-extracdo em NSOz Os autores concluiram que a grande
vantagem desse procedimento é realizar a extragéomdiumero maior de amostras em
curto periodo de tempo (95 minutos), pelo fato elelgminar a etapa de evaporagéo
(destilag&o).

Beldowskiet al.(2014) determinaram HgT, Hg organico e {Elg" em amostras
de sedimento d&outhern BalticA extracdo de Hg organico foi realizada colocaado
sedimento em contato com cloroférmio e re-extraima solu¢cdo aquosa de J8z0;.
Uma aliguota da fase aquosa foi colocada em cootato HNQ 65%, HCIl 33% e
solucdo de KBr©0,0033 mol [ e KBr 0,2 mol [* para oxidar todas as espécies de
merctrio para Hg. A solucdo resultante foi analisada por espectmienede
fluorescéncia atdmica. Vale destacar que a extragdo CHC} tinha o objetivo de
extrair ndo apenas 0s organomercuriais e sim tddacao de Hg ligado a complexos
organicos, o qual se definiu como Hg organico. QK foi complexado e extraido da
amostra como CHgBr, pesando-se cerca de 300 mg de sedimento umido
adicionando-se solucdo de HBr 1,5 mot ¢ CuSQ 1 mol L*. O CHHg" foi extraido
com diclorometano e posteriormente evaporado esepga de dgua. Em seguida, foi
realizada a etilacdo e a analise em CG-pyro-AF8et&rminacao de HgT foi realizada
utilizando-se um espectrometro de absorcao atopaicgueima direta do sedimento em
um tubo de combustdo/catalisador decompondo a eangesb ambiente rico em
oxigénio e removendo os elementos interferentekl(Beski et al.,2014). Os materiais
certificados de referéncia NIST 2584 para HgT e CF8Q para Hgge CHHg' foram
utilizados nos estudos de recuperacao e precisaautores afirmaram que houve uma
dependéncia linear entre gy’ e Hgyg Nos sedimentos analisados indicando ser
possivel estimar a concentragdo deslgl usando a concentragdo deyg¢Beldowski
et al.,2014).

Jagtapet al. (2011) apresentaram um procedimento de extrag&odederminar

CHsHg' e Hf" em amostras de peixes e sedimentos por HPLC-ICPHhtSalmente
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foi realizada uma comparacédo entre os extrataditdsina, tioureia e 2-mercaptoetanol.
A melhor recuperacao para as espécies de Hg fmiecobdbm o 2-mercaptoetanol como
agente extrator. Posteriormente, alguns parame@os o uso deste reagente foram
estudados com material certificado de referénciaM&R0 (sedimento estuarino):
massa da amostra, concentracdo em % dev2-mercaptoetanol, tempo e temperatura
de extracdo. ApOs a otimizacdo, amostras liofiegaébram colocadas em tubos de
PTFE, com 2-mercaptoetanol 0,5 % V & a extracdo foi realizada em micro-ondas a
120 °C por 15 minutos. Uma recuperacao de (92 +dB%HHg" foi observada para o
material CRM-580 ao realizar o procedimento propost

Horvatet al. (1993) realizaram trés tipos de extracdo dgHtfiem amostras de
sedimentos: destilacdo direta, digestdo alcalinxigacdo com HCI. A destilacdo
direta foi realizada adicionando-se KCI 20% £58, 8 mol L'* em temperatura de 145
°C. Para a digestdo alcalina, adicionou-se soldggdg§OH 25% em metanol e com o
frasco fechado iniciou-se a digestdo em temperatar®0°C por 6 h. Em seguida,
amostra digerida foi submetida a duas novas etapitezdo direta (sem destilacédo) e a
destilacdo (como mencionado acima). A lixiviacamddCl procedeu da mesma forma
que a digestédo alcalina, porém com variacdes mazntracées do 4cido utilizado (2, 4,
6 e 8 mol [Y). A determinacéo de GHg' foi realizado em CG-CVAF (Horvat al,
1993). Os resultados obtidos pela digestdo alcdiaram concordantes com os
resultados obtidos pela destilacédo direta. Issm& imdicacdo que a digestdo alcalina é
eficiente na extracdo de GHg" da amostra de sedimento. No entanto, quando uma
aliquota do extrato obtido pela digestao alcalimaetilada diretamente, observou-se
uma interferéncia da matriz, tornado-se necessaraalizacdo da destilacdo apos essa
digestdo. Recuperacfes acima de 90% foram obtidasndo a destilacdo direta, sem
a utilizacdo de digestdo alcalina ou lixiviagdodac{Horvatet al, 1993). Segundo
Horvat et al. (1993), a principal vantagem da destilacdo diréteauséncia de
interferéncias matriciais, principalmente quando awostras apresentam baixas
concentragcdes de GHg'. Os autores obtiveram resultados mais precisosegom

limite de deteccdo com o ultimo método mencionado.

Diante dos procedimentos apresentados, recomenda«s da destilagéo,
mesmo que possa ocorrer uma metilagao artificeah pvitar a utilizacdo de solventes
organicos. Os trabalhos recentemente publicadosid®&et al. (2016), Pietilaet al.
(2015), Jansseat al. (2015), Ohet al. (2010); fizeram uso do método de destilacéo
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proposto por Horvaet al. (1993), obtendo resultados de boa qualidade. Boger

métodos de extracdo e técnicas analiticas pardificemespécies de Hg em sedimentos
e solos podem ser vistos em Jagtap & Maher (2@%$}rabalhos mencionados séao de
desenvolvimento de métodos, validacéo e estudogeatals. A Tabela 1.5 apresenta de

forma resumida os reagentes e técnicas que fotadasiao longo do texto.

Tabela 1.5 Resumo dos principais reagentes e técnicasadiiz para quantificacio de )"

Autores Tipo de Reagentes Tecm_ca
amostra analitica
Carrasco & Vassileva Sedimento HNO,/CuSQ/CH,CI, i i
(2015) marinho Extracdo de volta em N&O; CG-pyro-AFS
. . HBF/CUSQ/CHQCIQ
Beldowskiet al. Sedimento ~
(2014) marinho Evaporacéao do solvente CG-pyro-AFS

em presenca de agua
KBr/H,SO/CuSQ/CH,ClI,

Brooks Rand Labs  Sedimento Evaporacgdo do solvente ~ CG-pyro-AFS

(2013) e solo .
em presenca de agua
Jagtaret al Peixe 2-mercaptoetanol
gtaret al. ) Extracdo realizada em HPLC-ICP-MS
(2011) e sedimento :
micro-ondas
Liang et al. Sedimento e Evaporacéo do solvente CG-CVAFS
(2004) solo .
em presenca de agua
BOW('SSO%)AF"G Sedimento KCI/HSQ/CU(NOy), CG-AFS
KOH em metanol, banho
o : ultrassoénico
Caricchiaet al. (1997)  Sedimento H,SO/CUSQ/KB, CG-ECD
tolueno e cisteina.
Horvatet al. (1993) Sedimento KCI/F8Qy/ Destilagédo CG-CVAF
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CAPITULO 2

OTIMIZACAO E VALIDACAO DO METODO PARA
QUANTIFICACAO DE CH3Hg" EM AMOSTRAS DE SEDIMENTOS

CONSIDERACOES INICIAIS

A otimizacdo € utilizada para melhorar o desempedbométodo, como
diminuir o tempo de execuc¢do da andlise, reduziorsumo de reagentes, melhorar o
rendimento de um produto, etc. (Bruasal., 2010). Diante disso, foi realizada a

otimizac&o de alguns parametros para quantificdeZ®HHg" por CG-pyro-AFS.

2.1 ETAPAS DO SISTEMA CG-pyro-AFS PARA QUANTIFICAQAO DE
C|‘|3Hg+

Como mencionado acima, a quantificacdo deHZf realizada nesse trabalho
foi conduzida em um sistema CG-pyro-AFS, tambénheoidlo como MERX (Brooks
Rand Labs, USA). O modelo utilizado € manual e piostapas de extracdo de ¢Hd*
da amostra, derivatizacdo, purga e trapeamento emax®, dessorcao, separacdo das
espécies em CG, decomposicdo térmica em colunditipgono final da coluna
cromatografica e deteccéo por AFS. As funcdes da etapa do sistema CG-pyro-AFS
estdo descritas mais detalhadamente abaixo.

2.1.1 Derivatizacdo ou Derivacéo

Quando o analito ndo é volatil e termicamentevesta CG se torna inviavel
para andlise (Collinst al., 2006). Geralmente isso ocorre no caso de subatioom
alta massa molar e/ou contendo grupos funcionaieni@nte polares, fazendo-se
necessario uma etapa de derivatizacao ou derivegda.etapa consiste em transformar
a substancia de interesse em um derivado com edsdicias adequadas para analise em
CG utilizando reagentes alquilantes (Colksl., 2006), como compostos de Grignard
(que proporcionam diferentes grupos alquilas parmdr espécies alquiladas) (Gai
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al., 2000), tetraetilborato de sodio (NaBEttetrapropilborato de sédio (NaBPre
tetrafenilborato de sédio (NaBPh Neste trabalho a etapa de derivatizacdo foi
imprescindivel, visto que a espécie de interes$&HG', se trata de um composto
ibnico e nédo volatil. Por ser mais usual, o reagelarivatizante NaBEtfoi escolhido
para esse fim. Em amostras com mistura de espéeiély, a derivatizacdo com esse
reagente gera os compostos descritos abaixo:

Hg® > Hd®
CHzHg" > CHsHgCH.CHs
Hg?* = CH;CHHgCH,CHs

CH3CH2Hg+ -> CH3CH2HQCH2CH3

Observa-se que 0 Hg elementar presente na amastrapece como Hgou
seja, ndo reage com NaBEO Hd", assim como o Ci€H,Hg", produz o mesmo
composto, CHCH,HgCH,CHs. Essas duas ultimas ndo podem ser diferenciadas na

analise, a ndo ser que se usem outros derivatizeoieo citado no texto acima.

2.1.2 Médulo Purga e Trapeamento

As etapas de purga e trapeamento permitem quepésies de Hg derivatizadas
em fase aquosa sejam removidas por purga de mim(8,) e fixadas em um trap de
Tenax®. O trap de Tenax® € um material poliméricomposto por Oxido de 2,6-
difenileno, que tem como funcdo adsorver as espéwmtateis de Hg produzidas na
etapa de derivatizacdo. ApGs o trapeamento éudmitasecagem do trap em fluxo de N
e este € encaminhado para o médulo de dessorc&agéysis 2.1a e 2.1b mostram uma
fotografia dos frascos reacionais da etapa de atezacdo e um desenho esquematico

dessa etapa e o trapeamento (frasco reaciongleatreento), respectivamente.
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Trap de Tenax
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Padrédo de CHsHgCl ou Amostra +

Solugio Tampéo +

NaBEt:

Figura 2.1a: Frascos reacionais da etapa  Figura 2.1b: Desenho esquematico das etapas de
de derivatizacao. derivatizacéo e trapeamento (EPA 1630, 2001).

2.1.3 Médulo de Dessorcao

O mébdulo de dessorcdo (TDM - Il, MERX) controla aguecimento e
resfriamento do trap de Tenax® e o fluxo de ga®raoy(Ar). A vazdo do gas é
controlada por uma valvula de medicao de alta pfieciCom o aquecimento da bobina,
0 Tenax® dessorve as espécies de Hg, que em se@didaarrastadas pelo fluxo
continuo de Ar para o sistema de cromatografiagga0G). A voltagem da bobina foi
ajustada para 10,6 V de acordo com o manual dacéadte. A Figura 2.2 apresenta o
modulo de dessorcao.

Figura 2.2: Modulo de dessorcédo (TDM — Il, MERX).
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2.1.4 Médulo CG-Pyro

O modulo de CG e pirdlise incluem os componentesistema que permitem a
separacao das espécies de mercurio devido a difedm tempo de retencdo (coluna
cromatografica), e posterior decomposicao térnmdiatamente antes da sua deteccao
por espectrometria de fluorescéncia atdbmica geratdorvapor frio (CVAFS). A
decomposicdo térmica ocorre numa coluna pirolitigaecida a uma temperatura de
750 °C, nessa etapa ocorre a decomposicao e redasaespécies de mercurio a Hg
elementar (HY. A Figura 2.3 apresenta o médulo da cromatogrgdisosa e coluna
pirolitica.

Figura 2.3: Mddulo da CG e coluna pirolitica.

2.1.5 Cromatografia Gasosa (CG)

No caso do sistema CG-pyro-AFS, a temperatura digaanonstante durante
toda andlise (isotérmica). Para avaliar o desempetd coluna cromatogréfica é
necessario o calculo do fator de resolucéo (RgYiicar o menor tempo de retencéo do
analito de interesse sem comprometer a qualidasiéatios obtidos. O Rs (Eq. 1) é um
parametro de extrema importancia, visto que comobtém-se informacfes sobre a

resolucao e separagao dos picos.

2(dr2 —d
. (dr rl) Eq. 1
(wb2 + wh1)

onde:

drl 2 dr2 s&o os tempos de retencdo de cada contppne
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wbl e wb2 sdo as medidas das larguras das bases.

O fator de resolucao é utilizado para medida daragfo de dois componentes
consecutivos. Esse fator depende da distanciagpagasos pontos maximos dos picos e
da medida das larguras de suas respectivas baspswalores de Rs > 1,5 fornecem
uma separacdo completa entre os picos dos comgsn@&arém, com Rs = 1,0 os picos
sdo razoavelmente separados, enquanto valoressdieig&o inferiores a 1,0 nédo se
observa a separacao (Skosical., 2014; Collinset al., 2006). Assim, quanto maior o
valor de resolucéo, melhor a separacao.

2.1.6 Detector Espectrometro de Fluorescéncia Atéan{AFS)

Ap6s a decomposicdo térmica, Hg detectado por um espectrometro de
fluorescéncia atbmica de vapor friMddel 111) e os sinais gerados sado tratados pelo
software Mercury Guru®. A AFS é um processo de emissdo Optica, no qéabmo é
excitado pela absorcédo de um feixe de radiacamelagnética. Em seguida, a espécie
excitada relaxa para o estado fundamental forneceed excesso de energia como
fétons. Os atomos gasosos florescem quando sacstespa radiacdo que tem um

comprimento de onda especifica das linhas de asalig proprio &tomo.

A sensibilidade do detector € ajustada atravésutbo fotomultiplicador. A
Figura 2.4 mostra uma fotografia do modulo de détee a Figura 2.5 apresenta um
desenho esquematico completo do sistema CG-pyrodbHBERX.

Figura 2.4: M6dulo de deteccéo do sistema CG-pyro-AFS, MBrepks Rand Labs.
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Figura 2.5: Sistema CG-pyro-AFS, MerBrooks Rand Labs
(http: //immw.br ooksrandinc.comVproducts/automated-mer cury-systems/mer x-methyl-hg-system-for -epa-
1630).

2.2 OBJETIVO

Otimizar e validar uma metodologia para quantifitade CHHg" em amostras
de sedimentos utilizando a cromatografia gasosplat® a deteccdo por fluorescéncia

atomica (sistema CG-pyro-AFS).

2.2.1 Objetivos especificos
v/ Otimizar parametros da cromatografia gasosa;
v' Otimizar parametros da etapa de derivatizacagedraento;

v' Validar um método para quantificacdo de ;88 em sedimentos através da

técnica CG-pyro-AFS.

2.3 PARTE EXPERIMENTAL

Como mencionado no Capitulo 1, o 4" € uma espécie altamente toxica e,
por isso, esse trabalho foi realizado com todagugio que o experimento exige. A
execucao da parte experimental foi realizada camsade EPIs e com o maximo de
atencao possivel, para que nao houvesse acidestgukanca pessoal nesse trabalho &
fundamental quando se manipula esse tipo de sulsstaisto que os efeitos causados

por ele pode ser fatal.

A Figura 2.6 apresenta o fluxograma das etapagzaealk para otimizacéo e

validacdo do método.
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Otimizagdo univariada dos pardmetros cromatogrdficos
Vazdo da Fase Mdvel (gds de arraste) e Temperatura da Coluna
[

Otimizagdo univariada dos pardmetros da etapa
de derivatizagdo e trapeamento
Vazdo do N, ho borbulhador Tempo de contato (reagdo)
Tempo de trapeamento  Tempo de secagem
Volume de NaBE+,4

Dopagem da amostra de sedimento Construgdo da curva
para construgdo da curva analitica analitica de CH;Hg" em
de CHsHg" por ajuste de matriz solugdo aquosa
I |
Extracdo de CH3;Hg™ das amostra de Quantificacdo de CH3Hg" por C6-pyro-AFS
sedimento

Quantificagdo de CH3Hg" por C6-pyro-AFS

[

Efeito de matriz
Linearidade e Regressdo
Limite de Detecgdo (LD)

Limite de Quantificacdo (LQ)
Precisdo
Exatiddo

Figura 2.6: Fluxograma da parte experimental.

2.3.1 Materiais, reagentes e solucdes

Os recipientes, vidrarias e materiais para arm@esnae manipulacdoes de
amostras e solu¢des foram devidamente descontamsiresd banho de acido nitrico
10% v v' por 24 horas e, em seguida, lavados com agugputtra Os reagentes
utilizados foram de grau analitico e para o sepage utilizou-se agua ultrapura
(sistema milli-Q -Millipore — Bedford, MA, EUA) comesistividade 18,2 K2 cm.

Os reagentes, solucdes e gases utilizados na egézimental desse trabalho
foram: solucdo padrdo de GHHCl 1000 pg [ acidificada com 0,5% v ¥ de
CH;COOH e 0,2% v VHCI (Brooks Rand Labs Instruments, USA); solucdopéo de
acetato de sodio e acido acético (2 moHBrooks Rand Labs Instruments, USA); kit

com ampola de NaBEe KOH (Brooks Rand Labs Instruments, USA); tetlia@tato
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de sédio (NaBEt 97% — Sigma Aldrich); HCI (ACS ISO, Reag. Ph EG7% v V);
CH;COOH (grau HPLC, 99,7% — J.T.Baker, USA);S4, (ISO, 95 — 97% v V —
Merck, Alemanha); KCI (P.A., 99,5% — Merck, Alemanhgas Nitrogénio (grau de
alta pureza; 99,997 — Oxichama, Contagem, Bragdy Argbnio (> 99,9992 — Air
Products, Sao Paulo, Brasil).

O sal de tetraetilborato de sédio da Sigma Aldfichutilizado para o preparo da
solucdo de NaBEt Misturou-se 2 mL de solucdo 1,33 mol* LNaBEt em
Tetraidrofurano (THF) com 38 mL de solucédo 2% deHK@ preparo dessa solucéo

exige cuidados como a utilizacdo de uma camarasléngrte.

2.3.2 Equipamentos utilizados

Os equipamentos utilizados no desenvolvimentoedeabalho foram: Sistema

de destilacaoBrooks Rand Labs), liofilizador, balancas analitica e semi-analitica.

2.3.3 Instrumentacao

Sistema CG-pyro-AFS, MERXB(ooks Rand Labs, USA), modelo manual: utilizado na
quantificacdo de CyHg" nas amostras de sedimento.

2.3.4 Otimizacdo do sistema cromatografico e daspats de derivatizacdo e

trapeamento

Preliminarmente a validacdo do método, alguns petréds do sistema
cromatografico e das etapas de derivatizacdo eanagnto foram otimizados a fim de
se obter um melhor sinal analitico de 4£lg°". A Tabela 2.1 apresenta os parametros
que foram otimizados com as condi¢cdes que foratadas. Todas as condicbes dos
parametros otimizados foram escolhidos em fun¢&adddos encontrados na literatura,
o qual se avaliou niveis inferiores e superiores d@scritos nos artigos e no método
EPA 1630 (2001). No caso da vazao dgre borbulhador, avaliou-se a escala do

rotdmetro em uma unidade de 5 em 5, da vazdo maténa vazao maxima.
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Tabela 2.1 Parametros do sistema cromatografico e das etdpaslerivatizacdo e trapeamento
otimizados e as respectivas condi¢fes testadas.

Parametros Condicbes testadas
Vazdao de argbnio (fase mével da CG) (mL'F'mn 10,0; 14,0; 16,0; 17,0; 19,0; 25,0 e 31,0
Temperatura CG (°C) 30,0; 33,0; 35,0; 36,0; 3810,
Vazéo de Nno borbulhador do trapeamento 68; 91; 127; 160; 203; 247; 297; 344 e 394
(mL min™)
Tempo de reacdo entre ¢Hity” e NaBEj (min) 0; 2;5;8;11; 14; 17; 20; 23 e 26
Tempo de trapeamento (min) 5; 10; 15; 20; 25 e 30
Tempo de secagem do trap (min) 0;3;6;9e12
Volume de NaBE#(uL) 25; 50; 75; 100 e 125

O nivel de 400 pg de GHg" e o tempo da analise na CG-pyro-AFS de 12 min
foram fixados durante toda a otimizacdo. Na TaBelaestdo dispostos os parametros
que permaneceram constantes, como por exemplo, naprezoento da coluna
cromatografica, o qual existe apenas uma colunaemoah de 31,75 centimetros,

empacotada com OV-3 (Brooks Rand Labs, USA), comapos fenilmetilsiloxano.

Tabela 2.2:Pardmetros do sistema CG-pyro-AFS que permaneaastante durante a otimizacgéo.

Parametros

Voltagem da bobina para termodessorcéo das esuicldg 10,6 V

Sensibilidade (tubo fotomultiplicador - PMT) 600/0
Temperatura da coluna pirolitica 750° C
Preenchimento da coluna cromatografica OV-3
Comprimento da coluna cromatografica 31,75 cm
Didmetro interno na coluna cromatografica 2,1 mm

Inicialmente, o procedimento de derivatizacdo pdamento para otimizacao
dos parametros cromatograficos foi realizada demdodescrita abaixo. Transferiu-se
para o frasco de reagdo 50,0 mL de &gua ultra@@@,pL de solucdo tampao de
CH3COONa/CHCOOH para ajustar o pH em torno de 4,9 e 50 pLalacgo de
CHsHgCl 8,0 pg L[, correspondendo & massa de 400 pg deHGH Em seguida,

adicionou-se 50 pL da solucdo de NaBBerando a seguinte reacao:
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NaB(CHch3)4 + CHgHg+ > CHgHgCH2CH3 + (CH3CH2)3B + Na'
(Puk & Weber, 1994)

Apos a adicdo do NaBEtaguardou-se 5 min para o contato dos reagentes
(tempo de reacdo), e posteriormente iniciou-seoogsso de purga comny [dor 20 min.
Ao término do borbulhamento da solugéo e trapeaomigs espécies volateis de Hg em
Tenax®, secaram-se 0s traps por 5,5 min para eélmaiimidade dos mesmos. Por fim,
os traps foram encaminhados para analise em CGAR%0 Vale ressaltar que essas
nao foram as condi¢cdes otimizadas para as etapdsrifatizacéo e trapeamento, pois

primeiramente foram otimizados os parametros crognaficos.

Todos os parametros mencionados na Tabela 2.1raegoi procedimento de
derivatizacdo e trapeamento descrito acima, porémriavel otimizada era utilizada

para otimizacdo do parametro seguinte, sucessivamgno ultimo.

2.3.5 Extracdo de CkHg" da amostra de sedimento

Antes de iniciar a validacdo, trés métodos de eitrade CHHg' para
sedimento foram testados. Foram avaliados o pnowsdo sugerido pelo fabricante do
Merx (Brooks Rand Labs, Application Note, 2013)p® descritos por Carrasco &
Vassileva (2015) e por Horvetal. (1993). O procedimento sugerido pelo fabricante se
mostrou 0 mais problematico, pois houve projeca@mastra na etapa de extracao.
Além de realizar algumas modificacbes para eviend@gs da amostra ao longo da
extracdo, nao foi obtido repetibilidade dos resld$a Baixas recuperacoes (55 - 70%) e
baixa repetibilidade também foram obtidas paraczgutimento proposto por Carrasco
& Vassileva (2015). O procedimento de extracdazaiido nesse trabalho esta descrito
em Horvatet al. (1993), com algumas alteracdes, o qual mostroumethores
resultados. Vale ressaltar que os dois primeiraeaos citados fazem uso de solvente
organico, enquanto o método utilizado nesse trabalfio o faz, sendo essa uma

vantagem adicional.

A amostra de sedimento utilizada na validacdo dtwdeefoi coletada em uma
area contaminada por Hg proveniente de explotagimuto em Descoberto-MG,
Brasil. A amostragem e o preparo da amostra esderiths no Capitulo 3. A amostra
foi escolhida intencionalmente com baixa conceatvage HgT de forma a garantir
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também baixa concentracdo de48". Dessa forma, uma baixa concentracaaHfi
presente na amostra ndo influenciaria na dopagemessa mesma espécie necessaria

para os testes de validacéo.

A amostra de sedimento liofilizada, dopada comsk, foi submetida a um
sistema de destilagao (Figura 2.7), utilizando ac@dimento modificado de Horveit
al. (1993). Pesou-se exatamente cerca de (0,5000081),@ de amostra de sedimento
em tubos de teflon, adicionou-se 30 mL de 4guapiitia, 500 pL de 450, 8 mol L* e
200 pL de KCI 20% m V. Os tubos de teflon para recolhimento do destitamfginham
5,0 mL de agua ultrapura e foram colocados em bdehgelo. A amostra foi destilada
em temperatura de 125 °C sob fluxo de nitrogénl anL min', até que 75% do

volume do destilado fossem coletados.

Entdo, o destilado foi diluido para 50,00 mL, e s#guida, transferido para o
frasco de reacdo do sistema de derivatizacado eamasgnto. Adicionou-se 300 pL de
solugéo tampéao de GAHOONa/CHCOOH e 50 pL de solugcdo de NaBEaguardou-
se 17 min para o contato dos reagentes (tempoagéak em seguida, purgou-se com
gas N a 91 mL mift por 25 min. Os traps foram secos com gaspbr 6 min e
analisados individualmente no sistema CG-pyro-Ak&mperatura da CG foi mantida
em 35 °C e a vazdo do gas Ar (fase mével) foi detl nin’.

Vale ressaltar que o branco do procedimento ac@liti submetido ao mesmo
procedimento que as amostras de sedimento, oureajegando todo procedimento de

extracdo sem a presenca da matriz.
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Figura 2.7: Sistema de destilacdo do MeBrpoks Rand Labs.

2.3.6 Construcéo da curva analitica para quantifiggo de CHHg" em amostras de

sedimento

As curvas analiticas foram construidas em trimicam solucdo aquosa e
utilizando o método por ajuste de matriz, dopan@mastra de sedimento. Elas foram
preparadas a partir da solucdo padrdo de 1000 udeLCHHgCI acidificadas com
0,5% v v' de CHCOOH e 0,2% v V HCI. Um volume de 50,0 pL de solucdes de
CHsHgCl de concentracdes de 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e u@,@" foram adicionadas a
0,5000g de amostra de sedimento, correspondenad@mssas de: 100; 200; 300; 400 e
500 pg de CkHg", respectivamente. Em seguida, foi realizada agdtr do analito da
matriz (item 2.3.5), a derivatizacao, o trapeameracanalise na CG-pyro-AFS.
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A curva em solucdo aquosa foi construida sem &pgasda matriz, transferindo
para o frasco de reagdo 50,0 mL de &gua ultra@@@,pL de solucdo tampao de
CH3COONa/CHCOOH para ajustar o pH em torno de 4,9 e 50 puLalacdo de
CHsHgCl de concentracdes de 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e u@0L", correspondendo as
massas de: 100; 200; 300; 400 e 500 pg dgHgH respectivamente. A diferencga entre
a construcéo da curva analitica em solu¢do aqupskbenétodo de ajuste de matriz é a

etapa de extracdo do analito, necessaria apersasa gagunda curva.

O branco da curva em solucdo aquosa foi preparado @5% v V' de
CHsCOOH e 0,2% v V HCI e, em seguida, foi derivatizado para posteaiudlise. Os
brancos das curvas pelo método por ajuste de niatem preparados na presenca da
matriz sedimento, submetendo aos mesmos procedismdatextracao utilizados (item
2.3.5) sem adicdo de padrdo de ;BHCI, em seguida, foram derivatizados para

posterior analise.

2.3.7 Figuras de mérito da validacao

O guia de validacao utilizado para avaliar os patéms de mérito dos métodos
foi 0 DOQ-CGCRE-008 INMETRO (2016). Os parametraes \élidacdo estudados
foram: efeito de matriz, linearidade, limite deasgifo, limite de quantificacdo, precisao

e exatidao.

Os tratamentos estatisticos dos dados foram rdakzao programa Excel
versao 2007, seguindo as orientacdes de Saara(2007) e Souza (2007) na avaliagéo
da linearidade da curva analitica. A andlise dep8aatas independentes dos brancos do
procedimentos analitico foram utilizados para dalaop limite de deteccdo (LD) e
limite de quantificacdo (LQ). A precisdo foi avala quanto a repetibilidade (8
replicatas independentes analisadas no mesmo dipje@sdo intermediaria (16
replicatas no total; conjuntos 8 replicatas indeeates analisadas em dias diferentes)
com massa de 250 pg de §Ed" em solucdo aquosa, cujo nivel esta localizado proxi
ao ponto central da curva analitica. Foi calculadiesvio padrdo relativo. O material
de referéncia CRM-580 de sedimento de estuaria, aujcentracio de GHg' é (75 +
4) ug kg', e as amostras dopad&ike) com solucdo de GHigCl foram utilizadas

para avaliacéo da exatiddo do método. O métodatdacdo do ChHg™ do material de

48



Contagem por segundo

referéncia certificado esta descrito no item 2.8@n pequena alteracdo na massa da
amostra (0,1000 g) e realizacao de dilui¢ao.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Otimizacgao do sistema cromatografico

As variaveis relacionadas ao sistema cromatografieado da fase movel e
temperatura da CG, foram avaliadas em termos de diat resolucdo (Rs) e tempo de
retencao a fim de se obter um tempo menor de anédis boas resolucdes nos sinais
analiticos da espécie GHg". O célculo do Rs foi realizado a partir dos crageamas
obtidos. A sequéncia de liberacdo das espéciesramatdgrafo é: HYy CHsHg"
(representado por GHgCH,CH3), e um terceiro sinal que a derivatizacdo néao
diferencia entre Hj e CHCH,Hg" (representados por GBH,HgCH,CHs) (Figura
2.8), mas como a espécie mais abundante certaméfdf, considerou-se neste texto
daqui pra frente somente como?g

100.000 —

80,000 —

CHgHgCHQCHg

B0.000 —

40.000 —

Hg® CH4CH,HgCH,CH;

20.000 —

T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 B 7 E a 10

Tempo (min)

Figura 2.8: Sinais analiticos obtidos para as espéci€’s €lgsHgCH,CH; e CHCH,HgCH,CHs.

Como o objetivo foi a determinacéo quantitativaedpécie CkHg', buscou-se
obter um bom fator de resolucdo (Rs) entre esseciesp as duas adjacentes a ela. Os
picos de Hfe CHHg" saem sempre mais préximos que os picos dgigHe Hd*, ou
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seja, 0s sinais desses Ultimos sdo sempre maisadepaPor essa razdo, apenas o0 Rs
dos componentes ¢ HsHg" serdo apresentados e discutidos. A Tabela 2.3agise

0s resultados obtidos para os testes de vazasean@vel e temperatura da CG.

Tabela 2.3 Fator de resolucao e tempo de retencao obtidesqtenizacao da fase mével e temperatura
da CG.

Vazao da fase movel
Vazdo (mL mif) Rs (HJ/CHsHg") Tempo de retencéo do GHg* (min)

10,0 2,62 4,74
14,0 2,12 3,77
16,0 2,24 3,56
17,0 2,64 3,43
19,0 2,14 3,16
25,0 1,54 2,64
31,0 1,26 2,25
Temperatura da CG
Temperatura (°C) Rs (HJ/CHsHg") Tempo de retencéo (min)
30,0 3,24 3,98
33,0 2,38 3,78
35,0 2,00 3,42
36,0 2,06 3,38
38,0 1,94 3,22
40,0 1,86 3,02

Observa-se que o valor de Rs € maior que 1,5 eas @&l condicdes testadas da
vazdo da fase movel (exceto para a vazdo de 31,0nimt, Rs =1,26) e da coluna
cromatogréfica, mostrando que ha uma separacéolewmmgntre os picos de Mg
CHsHg". Os melhores valores de Rs sdo encontrados nées/ale 10,0 e 17,0 mL
min’ e nas temperaturas de 30,0 e 33,0 °C. No entaatrgzdo de 10 mL minnao se
obtém o pico completo de Bgfixando o tempo total de analise em 10 min, vigie o
tempo de retencdo € de 4,74 min parazif, considerado longo. Observou-se
também, uma instabilidade nessa vazdao, visto quespmndia a vazdo minima do

rotametro, cujo uso ndo € aconselhavel.
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Nas vazées 17,0 e 19,0 mL rljno tempo total de anélise pode ser reduzido
para 10 min obtendo-se os trés principais picosptetos (H§, CHsHg" e Hd).
Optou-se utilizar a vazéo de 17,0 mL fhidevido essa apresentar melhor resolucédo em
relacdo & vazdo de 19,0 mL rie uma reducdo do tempo total de analise e tempo de

retencdo do CiHg' comparado as vazdes de 10,0; 14,0 e 16,0 mL.min

Embora a vazéo da fase mével recomendada pelo mER4 1630 (2001) seja
de 30,0 mL mift, o melhor sinal se deu com menores vazdes dergésia. A vazdo
sugerida pela EPA 1630 (2001) tem a vantagem dag&ddo tempo de analise para 7
min, porém n&o garante uma boa separacdo dosqecdg e CHHg", visto que Rs <
1,5 como observado na vazdo de 31,0 mL n{ifabela 2.3). Carrasco & Vassileva

(2015, 2014) utilizaram a vazado de 17,3 mL Tigue se assemelha com esse trabalho.

Quanto a temperatura da CG, ainda que nas tempegata 30,0 e 33,0 °C se
tenha o maior valor de Rs em relagdo as demaisetatopas, nelas nao foi possivel
obter o sinal completo de Bigem 10 min de andlise. Isso ocorre devido ao awrdmt
tempo de retencdo quando a temperatura da CG éuddai Embora o sinal utilizado
para andlise seja apenas o deslddl considerou-se importante o registro da saida de
todas as espécies de Hg como garantia da limpezaldaa cromatografica e ainda
para se obter alguma informacédo qualitativa sobpeeaenca dessa espécie. Por esse
motivo, essas temperaturas ndo foram escolhidas ger sequéncia as analises de
CHsHg'. Nas temperaturas de 35,0 a 40,0 °C foram obsesvasl sinais completos de
todos os componentes (HgCHHg" e HF") no tempo de 10 min com tempos de
retencdo de CHHg™ menores que nas temperaturas de 30,0 e 33,0 °@l@ss de Rs
foram melhores nas temperaturas de 35,0 e 36,0&kela 2.3). Segundo o fabricante
do Merx, recomenda-se que a temperatura da CGlee&§é,0 °C, podendo ser ajustada
ou ndo. Os trabalhos de Carrasco & Vassileva (22054) a temperatura da CG foi de
36,0 °C. Porém, nesse trabalho como nao havieediarsignificativa (p > 0,05) entre
os fatores avaliados entre as temperaturas de 856,0 °C optou-se em fixar a

temperatura em 35,0 °C.

2.4.2 Otimizagao das etapas de derivatizacéo ecaapento

Os parametros otimizados na etapa de derivatiza¢épeamento foram: vazéo

de gas N no borbulhador do trapeamento; tempo de reacide @ttHg' e NaBEj;
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tempo de trapeamento; tempo de secagem do trapy@ume de NaBEkt Essas

variaveis foram avaliadas quanto sinal analiticisnrdenso. A otimizacao foi feita de

forma univariada. Os resultados obtidos na otindieagstao apresentados na Figura 2.9.
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Figura 2.9: Resultados da otimizacdo dos pardmetros dasseti@pderivatizacdo e trapeamento.

Observa-se na Figura 2.9A, que com o aumento daovanp gas B no

borbulhador, que tem como fungdo o arraste dgHgH para o trap de Tenax®,

diminuiu-se o sinal analitico e também aumentoa-desvio padrdo da analise. Sugere-

se que existem 2 formas de perdas do sinal dgHGHdevido a um borbulhamento

intenso: uma pode ser causada pelas gotas de éguadq arrastadas para o trap,
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dificultando a adsor¢éo das espécies do Hg ouca fiom que gés arrasta o analito ndo
favorece o tempo de contato necessério para sweacdds O melhor sinal analitico foi
obtido na vazéo de 91 mL minvalor este inferior ao recomendado pelo métoda EP
1630 (2001), que sugere vaz&do dedd 350 + 50 mL minh. Por essa razao, a vazéo de
N, da etapa de trapeamento selecionada para damsénaé analises de GHg” foi de

91 mL min'. Houve uma diferenca de 21% entre o maior sinalittco de CHHg"
obtida na vazdo de,Nem 91 mL mift e o menor sinal analitico obtido na vazao
préxima ao valor recomendado pela EPA 1630 (20@#),344 mL miif. Uma

vantagem de se utilizar uma vazao mais baixa du&g& do consumo de gas.

O tempo de reacao foi otimizado a fim de se garantacgédo completa entre o
derivatizante e o C#ig". A Figura 2.9B mostra o resultado obtido pararope de
reacaoversus sinal analitico em area de pico. Verifica-se gu® © aumento do tempo
de reacdo, aumenta-se o sinal analitico, ou segatg maior o tempo de reacdo, maior
é a conversdo de GHg" em CHHgCH,CHs. No tempo de 17 min observa-se o maior
sinal analitico, ap0s esse tempo, o sinal analiteesce levemente. A diferenca entre
o sinal analitico de Cifig" entre os tempos de 0 a 17 min foi de 42%, enquamtie
17 e 26 min a diferenca foi de apenas 7%. Assitengpo de reacéo foi fixado em 17
min, corroborando a recomendacgéo do método EPA (WERIL).

O tempo de trapeamento € o tempo necessario @idrar 10 analitado frasco
reacional e adsorvé-lo no trap. A Figura 2.9C naogtre a medida que se aumenta o
tempo de trapeamento, maior é o sinal analiticBldgHg" e esse estabiliza em 25 min.
O método EPA 1630 (2001) recomenda um tempo dedmpnto de 17 min e nos
trabalhos de Carrasco & Vassileva (2015, 2014)pteutilizado foi de 15 min, porém

o tempo selecionado para dar prosseguimento dises\de ChHg' foi de 25 min.

A secagem do trap € necessaria, uma vez que adenpgtasente nele afeta a
dessorcdo das espécies de Hg e, portanto, o sialdtieo. Ela é realizada ap0s a etapa
de derivatizacdo e trapeamento, passando-segéa parte interna do trap. Observa-se
na Figura 2.9D, que ha uma diferenca de 54% ensigab de CHHg" entre os tempos
de 0 e 3 min. Ou seja, a area do pico reduz deamsénte sem a secagem do trap, o que
confirma a ineficiéncia da dessorcdo. A partir dmif, o sinal analitico tem pouca
variagdo, com uma diferenca de apenas 4% entrel3 min. Nesse caso, qualquer

tempo poderia ser escolhido acima de 3 min parageec do trap. Selecionou-se o
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tempo de 6 min, pois nesse ponto observou-se umodeasdrdo menor que em 3 min e
também para garantir a secagem total do trap. ©doéEPA 1630 (2001) recomenda

um tempo de 7 min para secagem do trap.

O volume de NaBREttambém tem influéncia no sinal analitico como okesdo
na Figura 2.9E. Conforme o volume de NapB&imenta, o sinal analitico de gH)"
sofre um declinio. Atinge-se a maior area do pimevolume de 50,QL. Uma diferenca
de 3% € observado entre o sinal obtido no volumalalBEt, entre 25,0 e 50,0L e
16% entre 50,0 e 125)00.. Segundo o método EPA 1630 (2001), o volume deBta
sugerido é de 40,0L. O volume de NaBEtselecionado para dar sequéncia as analises
de CHHg" foi de 50,0uL, assim como nos trabalhos de Carrasco & Vassi20a5,
2014).

2.4.3Validacéo do método

De acordo com o guia de validagdo INMETRO (20160Q-CGCRE-008, a
validacdo possui as seguintes defini¢cdes: (i) éndircnacao por exame e fornecimento
de evidéncia objetiva de que os requisitos espesifipara um determinado uso
pretendido sdo atendidos; (ii) € a verificacdo oal @s requisitos especificados sao
adequados para um uso pretendido. Neste trabathq@riocipais parametros para
validar um método foram sistematicamente estudadssndo sua aplicacdo em
estudos futuros sobre o ciclo biogeoquimico do Bgprocesso de validacao foi
conduzido utilizando ensaios com solu¢cbes padr@ancbs, Soike de amostras e
material de referéncia certificado.

2.4.3.1 Efeito de matriz

O efeito de matriz foi avaliado pela comparacéo cmficientes angulares das
curvas analiticas na auséncia e na presenca da.n@drcoeficientes angulares foram
comparados utilizando o teste de Fisher, para avaWentuais diferengcas entre a
variancia dos coeficientes angulares, e o testedeft, visando determinar se havia
diferenca significativa entre aqueles valores, e quum indicativo da ocorréncia de
efeito de matriz. Os testes de hipdtese foramazaddis com nivel de significancia de
0,05 utilizando software Excel 2007.
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A Tabela 2.4 apresenta os coeficientes angulamn@sssus respectivos desvios
padréo obtidos pelas curvas. Observa-se diferaggéicativa entre os desvios-padrao
da curva obtida com matriz de sedimento e a cuova solucdo aquosa {rulado >
Feritico). ISto tem influéncia no calculo dos valores d&tudent para comparacdo das
médias dos coeficientes angulares (Sanders & Si2ft)). Os resultados mostram
que nao ha diferenca significativa entre os coafites angulares das curvas preparadas
com solucdes de sedimento e as curvas preparagdasatacdes aquosas. Isto mostra
que nio ha efeito de matriz significativo entraueva de CHHg" em solucéo aquosa e
a curva por ajuste de matriz para sedimento, magtrgue a curva em solugcéo aguosa
pode ser utilizada. Sendo assim, todos os tesgesnses, foram realizados com a curva
analitica de CkHg'em solucdo aquosa. A Figura 2.10, mostra as cuteaGHHg"

obtida em solucéo aquosa e por ajuste de matisedionento.

Tabela 2.4 Resultados obtidos para avaliacédo do efeito dazna

. Curva por ajuste de matriz
Curva em solucdo aquosa _
(em sedimento)

Média do coeficiente angular + DP 29,5+0,6 29,4+0,1
Fealcutad 22,68
Feritico 19,00
tealculade 0,07
teritico 4,30

*média £ DP (n = 3)

18000 @ Sediment

16000 @ Solucdo aquot
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

Area do Pico

0 100 200 300 400 500
Massa de CHHg* (pg)

Figura 2.10: Curvas de CkHg' obtidas em solugdo agquosa e na matriz de sedimento
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2.4.3.2 Linearidade e Regressao

Testes estatisticos foram utilizados para avatiaa surva analitica de GHg"

em solucdo aquosa atende as premissas para agatdizlo Método dos Minimos
Quadrados Ordinarios (OLSM). A linearidade foi #a@ de acordo com o INMETRO
(2016) e orientacdes propostas por Soetza., (2007) e Souza (2007). Para isso 0s
parametros de: inspecao visual da curva; métodorekiduos padronizados Jacknife
(outliers); teste de Ryan & Joiner (1976) para normalidaelste de Durbin & Watson
(1951) para independéncia de residuos; homosceidasie pelo teste de Brown &
Forsythe (1974) e Levene (1960); e significanciaetgessao e desvio de linearidade
pela ANOVA (Draper & Smith, 1998) foram analisadAsTabela 2.5 apresenta todos
os resultados obtidos para avaliacdo da linearidéale ressaltar que cada um dos seis
niveis em massa da curva foi determinado em tafaice de forma independente,

totalizando 18 pontos.

Aparentemente, pela inspec¢éo visual, o gréficoéali e apresenta o coeficiente
de determinacéio @Rigual a 0,989. Porém, somente o coeficiente deelemdo (1) e o
coeficiente de determinacdo JjRhdo foram suficientes para o teste de linearidade

Portanto, outros parametros foram sistematicanserdksados.

A presenca de valores discrepantes foi avaliada pettodo dos residuos
padronizados Jacknife, calculado para cada pontoida de calibracéo. Apos exclusao
dosoutliers, cujos valores de residuos maiores que o valtyge O teste foi aplicado
novamente até que ndo houvessttier, seguindo o protocolo de eliminacdo de até 2/9
dos dados. Ao todo 4 dados foram removidos pete tlknife, dentre eles o nivel de

500 pg e uma replicata da massa de 400 pg.

A normalidade foi confirmada pela realizacdo deetele Ryan-Joiner, indicando
que os residuos da regressao seguem a distribomdoal, quando os desvios da
normalidade ndo sao significativos (p > 0,10) e@eficiente de correlacéo (R = 0,9818)
obtido é superior ao Rico (0,9481) para curva analitica de Et4" (Tabela 2.5). O

gréafico de probabilidade normal pode ser observedbigura 2.11.
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Figura 2.11 Gréfico de probabilidade normal para a curva dnalite CHHg".

O teste de Durbin-Watson (d) foi aplicado para iavah independéncia dos
residuos, cujo valor de d foi de 1,672 (Tabela. NB)grafico do teste de independéncia
(Figura 2.12), os pontos estdo bem distribuidosguasirantes, concluindo que nao ha

correlacéo (p > 0,05).

* ' e

Figura 2.12 Grafico de Durbin-Watson para teste de independétus residuos.

A homoscedasticidade dos residuos da regressacspo@stimada pelo calculo
de t (6,91 x 10Y) empregando-se o Teste de Brown-Forsythe e Leyarseverificar se
as variancias sao independentes da concentracépa@al. 2007; Souza, 2007). Nao
houve diferenca significativa entre as variancetsgadas nos grupos 1 e 2 (p > 0,05).
O grupo 1 corresponde as massas de 0, 100 e 20fe pgHHg" e o grupo 2
corresponde as massas de 300 e 400 pg dgdgCHConclui-se, portanto que, ha
homoscedasticidade. A Figura 2.13 representa acgréb teste de Teste de Brown-

Forsythe e Levene.
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Figura 2.13 Grafico representando a homoscedasticidade dadngems para a curva analitica de
CHsHg'.

A faixa de 100 a 500 pg para construcdo da curaditma de CHHg" na CG-
pyro-AFS proposta inicialmente, mostrou um deswdigearidade pela ANOVA. Apos
a exclusédo do nivel de 500 pg e uma replicata del mie 400 pg, a linearidade foi
obtida para faixa de 100 a 400 pg, ao nivel de @@%confianca. A regressao foi
significativa (p < 0,05), indicando que a faixa poeta atende as premissas para 0 Uso
do OLSM. Os dados da curva analitica obtida enaomB8e na Tabela 2.5. A curva
analitica do ChHg" final esta representada na Figura 2.14. Os crajratmas obtidos
para os pontos da curva analitica em solucéo aggosacontram no Apéndice.

14000,0
y=28,11x +288,6
12000,0 R2=0,994
10000,0
< 80000
J2
8 6000,0
[%]
(&)
x 4000,0
2000,0
0,0 T T T T T 1
0,0 100,0 200,0 300,0 400,0 500,0
Massa (pg)

Figura 2.14 Curva analitica final de GjHig" ap6s exclus&o dasitliers.
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Tabela 2.5 Parametros estatisticos e dados obtidos na e&alidas premissas para utilizagdo do método
OLSM.

Parametros Curva Parametros Curva
estatisticos Analitica estatisticos Analitica
Coeficiente angular 28,11 Homoscedasticidade
Intercepto 288,6 t, 6,91 x 10"
Faixa linear 100 — 400 pg p 0,5029
R® 0,994
Numero de observacoes 14 Desvio de Linearidade
(paraa = 0,01)
I:calculado 5196
F critica 7100
Normalidade Regressao
(para p >0,10) (paraa = 0,05)
R 0,9818 Fealculado 2134
ch’tico 019481 Fcn’tico 4174

Independéncia
(para p > 0,05)
d 1,672
N&o existe correlacdo 1,349 <d < 2,650

2.4.3.3 Limite de Deteccéao (LD) e Limite de Quaitidfcao (LQ)

O LD e o LQ foram calculados utilizando o sinalal#ico de 8 brancos
independentes. Para estes calculos, o desvio pddrdiaal analitico dos brancos (s) e a
inclinacdo da curva analitica (b) foram considesau@s seguintes expressoes:

3,3s 10s
LD = —
As diluicdes de cada matriz foram também considergmhra o calculo dos valores
finais. O LD e LQ do método para quantificacio ¢ldy” em sedimento foi de 0,04 e
0,13 pg kg, respectivamente.

2.4.3.4 Precisao e Exatidao

Nado havendo efeito de matriz, os testes de relddidle e precisdo
intermediaria foram realizados em solugdo aquosaamnassa de 250 pg de g
A recuperacéao foi de 103% para o teste de repdabié com desvio padréo relativo
(RSD) de 3%. Para a preciséo intermediaria obtewvecuperacdo de 102% com RSD
de 8%. Os resultados obtidos encontram-se deng@mitérios estabelecidos pelo guia
do INMETRO (2016) e EPA (1992), cuja recuperacaedestar entre valores de 80 e

120% e o RSD nao deve ultrapassar 15%.
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A exatiddo foi realizada com testes de tendéncaperacdo com uso de
dopagem da amostr&ike da amostra) e pelo uso de material de referérctdicado
de sedimento de estuario, CRM-580 (Cromatogram#@p&ndice). O sedimento foi
dopado com solucdo de GHYCl correspondendo as massas de 80; 175; 275p@75
Todas as dopagenSp{ke) foram feitas em triplicata. Os resultados da id&at estdo
dispostos na Figura 2.15.

A concentracdo de GHg' obtida para 0 CRM-580 foi de (71,1 + 24ig kg™,
cuja recuperacdo representa 95%. A recuperacaondbtoaobtida nas amostras
enriquecidas variou de 93 a 129%. De acordo couoritgsios de aceitacdo estabelecida
pelo guia INMETRO (2016), que estabelecem recupesacatisfatorias entre 80% e
120% (Green, 1996; EPA, 1992) o método propostesanta exatiddo, em termos de
porcentagem de recuperacgdo, dentro do aceitaveiéfodo EPA 1630 (2001) ainda,
recomenda recuperagdes entre 67 a 133% para degdid de CkHg™ em amostras
de agua utilizado a técnica CG-pyro-AFS, pois aceotracdo desse analito esta na

ordem de parte por trilhdo.

Somente o nivel 1, correspondendo a 80 pg dgHGH ultrapassou o valor de
120% (Figura 2.15), sugerindo uma possivel formalghartefato. Esse evento tem sido
discutido na literatura como mencionado no CapituldPorém, a confirmacédo da
metilacdo acidental ndo pbde ser feita nesse hapdevido a falta de acessibilidade a
um instrumento capaz de realizar ensaios de dduigdtdpica. Considerando-se que
nao foi observado o erro positivo no material deréncia certificado, o qual apresenta
alta concentracdo de HgT, e também nos outrossnéweiliados, ndo parece provavel a
producdo de artefato. Sabendo-se que a superedtmég teor de CHHg' foi
observada no nivel para o qual apresentava coacéotrproxima do limite de
quantificacdo da técnica, € justifichvel o alto vilespadrdo e o erro positivo. Os

resultados obtidos para as figuras de mérito aladi@stdo apresentadas na Tabela 2.6.
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Figura 2.15 Resultados obtidos para material de referénci#ficado e teste de tendéncia/recuperagéo.

CRM 580
Nivel 1
Nivel 2
Nivel 3
Nivel 4

Tabela 2.6 Resultados obtidos para as figuras de méritdaes na validacdo do método.
Figuras de Mérito

Limite de Detecc&o 0,04 g kg
Limite de Quantificac&o 0,13 ug kg
Preciséo
Repetibilidade RSD: 3% Recuperagéo: 103%
Precisao Intermediaria RSD: 8% Recuperacéo: 102%
Exatid&do

Material de referéncia Certificado =~ Recuperagao: 95%

Amostras enriquecidam CHHg® Recuperacdes: 93 — 129%

2.5 CONCLUSOES

A otimizagdo e a validacdo do método CG-pyro-AF%apguantificacdo de
CHsHg" em amostras de sedimento foi realizada a fim dengiaum método confiavel

para que possa ser usado para monitoramento dentcagbes de Hg em sedimento
e/ou estudos do ciclo biogeoquimico do Hg.

61



A otimizacdo do método permitiu alteracdes no aumdn tempo e reducédo da
vazao de gas Nna etapa de trapeamento, condi¢des com as quabtiseram 0s

melhores sinais analiticos.

Com relacdo a validacéo: efeito de matriz ndo fmseovado para o método
aplicado na matriz de sedimento, sendo possivebala curva analitica de GHg" em
solugcdo aquosa sem danos na confiabilidade dodta@ss obtidos. A linearidade,
precisdo e exatiddo foram adequadas para o métammgto. Foram encontrados
valores baixos LD e LQ. Apesar de nao existir usgislacao brasileira consolidada
quanto a concentracdo de " em sedimentos, os valores de LD e LQ sdo
apropriados para uma possivel comparacgéo e digcaebée contaminacio de gHiy"
em amostras ambientais. Esse trabalho podera caftatiom estudos de sedimentos em

areas vulneraveis a contaminacdo ambiental pelo Hg.
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CAPITULO 3

QUANTIFICACAO DE CH3Hg" EM SEDIMENTOS DE
DESCOBERTO —MINAS GERAIS

3.1 AREA DE ESTUDO

A area de estudo, no interior do municipio de Desdo — MG, localiza-se a
370 km da capital Belo Horizonte e a 52 km de deifora — MG. A Figura 3.1 mostra

a localizacdo do Municipio de Descoberto (MG), lmemo os pontos de amostragem.

Brasil

Brasilia
.

 Area |
Contaminada

Q de Janeiro

7632000

7‘15006 7 ] ' ' 7 716000

Legenda Escala
0 m 200

: P Ponto de
Cérrego Estrada @ pmosiragem  ME—
Curva de Nivel I Caixas de Sedimentacdo

Figura 3.1: Localizacdo do municipio de Descoberto — MG/Brésiesquerda). Localizacao dos pontos
de amostragem no Ribeirdo do Grama e no Cérregm (Ridireita). As coordenadas sdo dadas em UTM,
zona de grade 23Klatum WGS 84. As linhas de contorno sdo dadas em metiogalo nivel do mar.
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Em dezembro de 2002, foi encontrado mercurio ligidd’) enterrado no solo
de uma éarea rural desse municipio. O afloramenssedelemento ocorreu durante a
abertura de uma estrada, num terreno em declivenpoGao tributario (Cérrego Rico)
da bacia do Ribeirdo da Grama, afluente do rio Npedencente a bacia do rio Paraiba
do Sul. Ficou provada que a procedéncia desse rfatalevida a atividade de
explotacdo de ouro utilizada pelos ingleses dessiecolo XIX nessa regidao (FEAM e
CDTN, 2006). Nesse periodo, o procedimento de amagao foi muito usado para
aumentar a eficiéncia de retirada do ouro (“pravedito de patio”).
Consequentemente, parte do mercurio foi perdida aamosfera como Hg gasoso no
processo de queima da amalgama, parte foi despegemleos no momento do uso da
amalgama para retirar o ouro do minério e partb@acaendo deixado e soterrado com

o tempo pela erosédo da area.

Apos a confirmacéo da contaminacdo dessa area @aurno, a Prefeitura de
Descoberto, juntamente com apoio de trés agénoiaxmpmentais estaduais, a FEAM
(Agéncia Estadual de Meio Ambiente de Minas GerasCOPASA (Companhia de
Abastecimento de Agua do Estado de Minas Geras)@AM (Instituto Mineiro de
Gestdo das Aguas) e a colaboracio do CDTN (Cestidesenvolvimento da Energia
Nuclear), adotaram algumas estratégias de formalaria area. Construiram barragens
de contencdo do material sélido, canais de drenggemdesviar o fluxo de aguas de
chuvas da area contaminada, instalacdo de camataegaes com chicanas para
tratamento fisico das aguas que passavam pelaascdix sedimentacdo (FEAM e
CDTN, 2006).

Vérios estudos foram realizados na area a fim deaw#diar o grau de
contaminagcado por Hg nos compartimentos ambienfais.2003 foram coletadas 190
amostras de solo em diversas profundidades peldaVFEACompanhia Brasileira de
Aluminio (CBA). A concentracédo de Hg nessas amssitimgiu 8826 mg ki Sendo
esse valor muito discrepante em relagdo a Resol0CAMA N° 420/2009, o qual
estabelece o maior valor guia de 70 mg fara investigacao industrial.

A FEAM e CDTN (2006) coletaram amostras de aguaimaue abastecia o
municipio de Descoberto, que apresentou concersagé 2,4 pg L Uma vez que o
permitido pelas legislagbes do CONAMA N° 357/2006@NAMA N° 430/2011 é de
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2,0 pug ! para 4guas Classe 3, a interrupcdo da captacdgudenesse manancial foi
mantida (FEAM e CDTN, 2006).

Alexandre (2006) avaliou o grau de contaminacdo lgr Descoberto. A
pesquisadora encontrou em 14 amostras de agud datedadas, concentracdes de Hg
acima do valor maximo permitido pela Resolucdo COMAN°® 357 (2005) e
CONAMA N° 430 (2011) para Classe 1 e 2, de 0,2 |ig Das 14 amostras, 8
apresentaram teores superiores ao limite recomeng@d o consumo humano, cujo
valor é de 1,0 ug t, segundo a Portaria 2914 do Ministério da Satde 1(204
avaliacdo das amostras de solo e de sedimentcedar@strou que ha presenca de Hg
em concentragdes superiores ao Valor de Referdrdigualidade (VRQ) proposto pela
CETESB 45/2014 (0,05 mg Ry para solos agricolas, porém inferior do Valor de

Prevencdo (0,5 mg K pela mesma legislacéo.

Em 2008, pesquisadores do CDTN avaliaram a distdlougeoquimica do Hg
em aguas, sedimentos, peixes e bridfitas no Cofegm e parte da bacia do Ribeirdo
da Grama ap0s seis anos de constatacdo da contamitha area. As amostras de agua
apresentaram concentracfes de Hg inferiores atelmméximo permitido, cujo valor
de 1,0 pg L}, de acordo com a Portaria 2914/2011 do MinistgiGaltde. As amostras
de sedimento avaliadas apresentaram concentragdeg @baixo do valor estipulado
pelo CONAMA 454/2012 para material a ser dragadoagumas doces, cujo valor do
Nivel 2 é de 0,486 mg Kg A concentracdo méxima de Hg encontrada nas aasockér
sedimentos foi de 0,31 mg kgNas amostras de briéfitas as concentracées aaride
0,08 a 0,25 pgY sendo que os maiores teores de Hg foram encostem amostras
coletadas proximas a area contaminada. Das 70 mmode peixes, apenas trés
apresentaram concentraces de Hg acima do limi@5epg ¢ (peso fresco) para
consumo de peixes nao predadores e produtos da gesacordo com a Portaria da
ANVISA 42/2013 (Palmieret al., 2009).

Tindco (2008) também avaliou a contaminacao poemdgdescoberto — MG em
amostras de agua, peixe, solo e sedimento provesiede outras areas, nas
proximidades da area ja conhecida, potencialmesitaminadas. As concentracdes de
Hg encontradas em solos variaram de 0,26 a 0,58ghgem sedimentos 0,13 a 0,61
mg kg' e em &gua <0,2 a 5,40 pg.LOs teores encontrados nas amostras de solos e
sedimentos foram considerados altos, pois ultrapass o limite recomendado pela
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CETESB 45/2014 e pelo CONAMA N° 454/2012, respactiente. Nas amostras de
peixes nao foram detectados concentracdes acirparduotido pela legislacéo brasileira
(ANVISA 42/2013).

Durdo Janior (2010) e Duréao Junier al. (2009) realizaram um trabalho de
especiacdo, quantificacdo, distribuicdo e transpate Hg em solos da area
contaminada. Observaram ainda a presenca de Hgsolos dessa area, com
concentracdo de até 90 mg’'kdDs autores mostraram ainda que grande parte 8o Hg
havia sido oxidado a Hfe que essa espécie estava ligada principalmeaidas-

hidroxidos de ferro, manganés e aluminio e tambématéria organica (MO).

Os trabalhos ja realizados mostraram que o mhtini@a contaminado com
concentracbes mais altas de Hg € arrastado patanqees e caixas. Em casos de
ocorréncia de altas quantidades de chuva fica dam esses tanques e caixas nao
conseguem reter toda a agua e seguramente elaspdreada para o Corrego. Os
sedimentos do local foram analisados ha mais d® @nos e ndo existe um programa
de monitoramento dos solos e sedimentos da arempBrtante ressaltar que o0s
trabalhos citados acima n&o avaliaram a concemtrdg@®@spécie CiHig', sua presenca
e quantidade, assim como condi¢cfes de metilac@oetial nesse ambiente especifico, o
que é essencial para avaliacdo do impacto ambieatedrea de Descoberto. Essa
espécie do metal € um composto organico considatadata toxicidade, cuja sintese

em meios naturais € um processo chave no ciclebmgmico do metal.

A area do municipio de Descoberto € um caso muipmitante de ser estudado
ainda na atualidade, ndo apenas para uma avaldg&ituacdo atual de possiveis
impactos para o meio ambiente como também parasselo de exemplo para outros
casos semelhantes de contaminacdo no Brasil e ndanDiversas matrizes ja foram
avaliadas nessa regiao quanto a concentracaaltoeémento em questdo, constatando
sua presencga em altas quantidades, mas ainda wm@lnéer estudo de investigagédo da
presenca de CG3Hig" nos sedimentos dos recursos hidricos proximos.

Esse estudo tem como justificativa a importanciajaantificacio de CiHg"
em sedimentos dessa area a fim de avaliar o gracod@aminacdo. Esse trabalho
contribuird para o entendimento do impacto ambigmaHg e também para estudos de

novas propostas de controle ou mitigacéo do lawatlaeninado.
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3.2 OBJETIVO

Quantificar a espécie GHg" em amostras de sedimentos da area contaminada
no municipio de Descoberto — MG utilizando o sisteD@G-pyro-AFS.

3.2.1 Objetivos especificos

= Quantificar a espécie GHg" em amostras de sedimento da area de Descoberto
- MG;

= Determinar o Hg total (HgT) nas amostras de sedinsetia area de Descoberto
- MG;

» Realizar a caracterizacdo quimica das amostrasedenantos da é&rea de
Descoberto — MG;

» Realizar especiacédo do Hg por termodessor¢cédo no-BMA

= Analisar estatisticamente os dados obtidos.
3.3. PARTE EXPERIMENTAL

3.3.1 Materiais, reagentes, solucdes e equipamentos

Todos os materiais e equipamentos mencionadogeno 2.3.1 e 2.3.2 do
Capitulo 2 foram utilizados nos experimentos desggtulo. A solugdo padrdo de
Hg(NOs), 1000 pg [ acidificada com HN@— Merck Darmstadt, Alemanha) foi
utilizada para construcao da curva analitica ndisator direto de Hg (DMA-80).

3.3.2 Instrumentacgéo
Os instrumentos de analise utilizados neste capfibshm:

Analisador direto de mercurio (DMA -80, Milestor&lia); CG -pyro-AFS (MERX,
Brooks Rand Labs, USA); Fluorescéncia de Raios-X — FRX (Philips ANRlytical,

Modelo MagiX com amostrador automéatico PW 2540 botwe Rh 2,4 kW),
Analisador Elementar CHNS/O (Perkin Elmer, PE24G@rie 1l); Analisador de

carbono e enxofre (Leco, SC632).

A Figura 3.2 apresenta o fluxograma do procedimexjmerimental de forma

simplificada empregada nesse trabalho.
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Amostragem

I

Armazenamento das amostras de sedimento em frascos dmbar
revestido com papel aluminio e acondicionamento em caixas térmicas

Homogeneizagdo das amostras

I
I |

Amostra seca ao ar Amostra liofilizada
I I
FRX HgT
CHN Termodessorgdo
S total CH3Hg"

I

Tratamento estatistico

Figura 3.2: Fluxograma da parte experimental.

3.3.3 Amostragem e preparagéo das amostras de satos

Considerando que a area contaminada esta localemaddeclive na direcdo do
Corrego Rico (Figura 3.1), as autoridades braaseir interditaram e construiram canais
e caixas de sedimentacado na parte inferior dap@@areter a agua da chuva e evitar, na
medida do possivel, o transporte de material paaiilo da area contaminada para o
Corrego Rico. Na estacédo chuvosa, a precipitagiiogphétrica é tdo intensa que parte
da agua dessas caixas transborda e atinge o CoOAsgonostras foram coletadas nas
duas caixas de sedimentacdo (Al e A2 — Figurag 3.B) e em 6 pontos do Coérrego
Rico (A5 a A10 — Figuras 3.1 e 3.4) escolhidasadmé a avaliar o possivel impacto do
transporte de Hg das caixas de sedimentacéo, tfe @® um nivel topografico mais
elevado. A amostra A3 esta localizada fora da duteaditada (Figuras 3.1 e 3.5), apés
o encontro do Corrego Rico e Ribeirdo do Gramagarjte). A amostra A4 foi tomada
como controle, porque nao recebe aguas do Corriego R

A coleta das amostras foi realizada com a colgldorade pesquisadores do
CDTN e da UFOP, em agosto de 2014 (estacao sema)dezembro de 2015 (estacéo

chuvosa) para avaliar as concentragcdes nos mesmntsspem diferentes condicdes de
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precipitacdo pluviométrica. Foram coletadas 18 aragsle sedimentos; 14 nos rios (8
na estacado seca e 6 na estacao chuvosa) e 4 (2darestacédo) foram retirados das
duas caixas de sedimentacao. A coleta das amddirasA10 na estacdo chuvosa néo
foi realizada, devido as dificuldades de acessssaspontos na estacdo chuvosa de
2015.

As amostras foram coletadas utilizando um tradcoage inox e uma pa de
plastico, em seguida peneiradas com peneira de pamandescartar o cascalho e depois
transferidas para frascos de vidro ambar revestgtesnamente com papel aluminio, a
fim de evitar a fotodegradacdo do d’. Imediatamente os frascos contendo as
amostras foram armazenados em caixas contendaigetochegada ao laboratério. No
laboratério, parte das amostras foi liofilizadarmazenada em freezer a -20 °C até o
momento das determinacfes de HQgT, especiacdo datiliigndo termodessorcao e
CHsHg'. Para andlise quimica (CHN, S Total e FRX), assdras foram secas ao ar. A

Tabela 3.1 apresenta a identificacdo, descricaoadizacdo das amostras coletadas.
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Figura 3.3: Caixa de Sedimentag&o
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Tabela 3.1:ldentifica¢éo, descri¢do e localizag8o das amesiessedimento coletadas em Descoberto — MG.

Amostra Descrigédo Caracteristica Localizacdo zonaedgrade 23K

Al Caixa Qe sedimentacg&o. Sedimento grenoso .de cﬁ;dnme retirada de uma Sedimento 7632360/715634
caixa seca com vegetacao rasteira por cima. Caoa(Figura 3.3). arenoso

A2 Caixa Qe sedimentacdo. Sedimento grenoso .de Gﬁﬁnmnge retirada de uma Sedimento 7632360/715669
caixa seca com vegetacao rasteira por cima. Caoa(Figura 3.3). arenoso

A3 Sedimento E:oletado no R'ibeiréo do Grama apos naeeibo das 4guas de Sedimento 7632425/715472
Corrego proveniente do terreno do Lote (Figura.3.4) arenoso.

Ad Sedimento coletado no Ribeirdo .do Grama antesabimento das aguas de Sedimento 7632488/715524
Cdrrego proveniente do terreno do Lote. arenoso

Amostra retirada com trado em area de remansongo ldo Cérrego Rico. Sedimento
A5 Material muito duro. A fracdo acima de 2 mm é usceho que consiste Arenoso 7632374/715535
essencialmente de quartzo (Figura 3.5).
AB Sedimento menos consolidado com malor quantjdacﬂemztg N&o foi necessario Sedimento fino 7632331/715594
0 uso de trado. Retirado do Cérrego Rico.

A7 Ponto nas mesmas condigﬁgs do ponto A5. Sec}imeilxbocsm muito cascalho. Sedimento 7632315/715640

Retirado do Cérrego Rico. arenoso
Retirada em ponto localizado acima do ponto quebedgua das caixas de
A8 contencdo. Amostra com maior quantidade de firmstada na superficie com  Sedimento fino 7632299/715717
pas. Nao foi necessario “afundar” o trado. Retirddd@drrego Rico.
A9 Ponto nas mesmas condicdes do ponto A8. Retirad@dego Rico. Sedimento fino 7632256/715742

A10 Ponto nas mesmas condicdes do ponto A8. Retira@doego Rico. Sedimento fino 7632205/715764




3.3.4 Quantificacao de Hg total (HgT)

A quantificacdo de HgT nas amostras de sedimer&dacas em Descoberto-
MG foi feita na fracao total (menor que 2 mm). Aaqtificacdo de HgT na fracdo mais
fina das amostras néo foi realizada, porque o psac&le peneiramento certamente
alteraria as concentracdes de organomercuriaig, axgliacdo € o principal objetivo
deste projeto. Vale ressaltar que nao foi necesgéé-tratamento quimico da amostra
para introducdo no DMA — 80. Esse instrumentoaatilb principio da decomposicéo
térmica, amalgamacéao, termodessorcdo e absorcauvcatGApoOs ser introduzida no
DMA-80, a amostra é decomposta termicamente sab flie oxigénio. Os produtos da
combustdo (Hg e outros) séo liberados da amostransportados para o catalisador
(750 °C). Nessa etapa todos os compostos de c@ngrogénio e enxofre, bem como
os halogénios e outros compostos sédo eliminadogapgdr de Hg gerado €, entéo,
coletado no amalgamador contendo ouro e, subsemuente, € dessorvido para
quantificacdo em absorcdo atdbmica no comprimentinda de 253,65 nm.

A massa da amostra utilizada para analise foi meaxite cerca de (0,3000 +
0,0001)g e a analise foi realizada em triplicatacukva analitica do instrumento foi
preparada utilizando injecées de diferentes voludeesolucdes de 10 ug'L100 pg
L e 1 mg ! preparadas a partir de uma solucdo padrdo 1000 hae Hg(NQ), e
acidificadas com 2% HN£O instrumento divide essa calibracdo em trésafaigela 0,
de 0 a 10 ng; a cela 1, de 0 a 20 ng e cela 20de0 ng. O material certificado de
referéncia GBW 0830%ediment river, cuja concentracdo de HgT € de (220 + 4§)
kg, foi avaliado para validacdo do método. O limiee dkteccéo (LD) e limite de
quantificacao (LQ) foi calculado utilizando os sganaliticos de 10 brancos, o qual se
utilizou solucdo de HN®2% (v v'). O programa de aquecimento utilizado para
quantificacdo de HgT nas amostras de sedimentaspstsentado na Figura 3.6.
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Figura 3.6: Programa de aquecimento para quantificacdo derldddMA-80.

3.3.5 Especiagao de Hg por termodessorcao utilizandDMA-80

A especiacdo por termodessor¢gdo tem como pringijoas diferentes espécies
de Hg (mais especificamente diferentes estadoxidagiio) termodessorvem de uma
matriz sélida pela acdo do calor em diferentesafige temperatura (Windmodller,
1996). Essa analise foi realizada no DMA — 80 edéaiendo programas de temperatura
nos seguintes patamares: 50, 100, 150, 200, 250,48, 500, 600 e 700 °C por 3
minutos e seguido de quantificacdo em cada patadPemou-se exatamente cerca de
(0,3000 £ 0,0001)g de amostra de sedimento e a etelima diferentes programas
sequenciais de aquecimento como mostrado na F8jdra0s resultados encontrados
foram comparados com padrées de espécies de Hgrdifs, tais como HgHgCh,
Hg.Cl,, HgSQ e HgS analisados no mesmo equipamento e condigfes
apresentadas. Esses padrdes foram preparadossadospor Windmollegt al. (2017)
usando a diluicdo solida. Como ndo ha materiakefeEré&ncia que registre os teores de
Hg em diferentes estados de oxidagédo, foi realizadaalise do mesmo material de
referéncia usado para validar a quantificacdo HeBW 08301) e comparou-se a soma
dos resultados quantificados em cada patamar (@720 °C) com o valor certificado

para HgT.
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Figura 3.7: Programas de aquecimento independentes utilizgaires especiacdo de Hg por
termodessorcdo no DMA-80.

3.3.6 Caracterizacao quimica das amostras de sedime

3.3.6.1Determinacé&o da Concentracédo de Elementos Maiore®pFRX

As amostras de sedimento na fragdo menor que 2seuas ao ar foram
maceradas e encaminhadas para o laboratério deedhéncia de raios-x do
Departamento de Geologia, Escola de Minas da Wsidemie Federal de Ouro Preto.
Para a preparacao das pastilhas utilizou-se lagmiestra, 6 g do fundente (tetraborato
de litio e metaborato de litio 1:1) e 0,090 g denteto de litio. Foi determinado o teor
de SiQ, Al,O3, F&0s, TiO,, MNO, MgO, CaO, N#, KO, R.Os.

3.3.6.2Analise do Teor de Matéria Organica (MO)

As amostras de sedimento na fragdo menor que 2seuas ao ar foram
maceradas e encaminhadas para analise do carlgirooar, hidrogénio e nitrogénio, o
qgual foi realizado pelo instrumento analisador eetar de CHN. A amostra de
sedimento foi oxidada com,@m alta temperatura, sendo o £8,0 e N, separados

por uma coluna composta de CuO/vanadato de Agim aeterminados. O célculo da
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porcentagem de matéria organica foi obtido pelaipligh¢cdo do teor de C organico
por um fator de 1,72, que considera que o carbarncipa com 58% da composi¢céo da
fracdo humica (Radoje¥i& Bashkin, 1999). Para avaliacdo do grau de heagfo, foi
calculada a razéo C/N (Radojew Bashkin, 1999).

3.3.6.3Determinacgéo de S total

A anadlise de S total foi realizada no instrumengrd. SC632 na Escola de
Engenharia da Universidade Federal de Minas Ge@sspadries certificados foram
utilizados para calibragdo do instrumento: padi@®-309 lote 1006 Soil; padrdo 502-
318 lote 1009 Ore Tailings Calibration Materialdp@o 502-319 lote 1014 Ore Tailings
Calibration Material; e padrao KZK Acid Base Accting Material CANMET.

3.3.7 Quantificacdo de CkHg" utilizando o sistema CG-pyro-AFS

A quantificacdo de CyHg' foi realizada no sistema CG-pyro-AFS. Todos o0s
parametros otimizados da coluna cromatografica eetga de derivatizacdo e

trapeamento descritos no capitulo 2 foram utilizatkessa etapa.

3.3.7.1Extracdo de CHHg" em amostras de sedimento

As amostras de sedimento coletadas em DescoberttieM@ submetidas a um
sistema de destilagdo mencionado no item 2.7 (@ep?) utilizando o procedimento
modificado de Horvagt al. (1993). Pesaram-se massas de aproximadamentedserca
(0,1000 £ 0,0001) a (0,5000 * 0,0001) g de amosteasedimentos em tubos de teflon,
adicionou-se 30 mL de &agua ultrapura, 500 pL 6804 8,0 mol L* e 200 pL de KCI
20% m V', Os tubos de teflon para recolhimento do destitaafginham 5 mL de 4gua
ultrapura e foram colocados em banho de gelo. Aestas foram destiladas em
temperatura de 125 °C sob fluxo de nitrogénio anG1min™, até que 75% do volume

do destilado fossem coletados.

Entdo, o destilado foi diluido para 50 mL, e emusdgy transferido para o

frasco de reacdo do sistema de derivatizacao edamsgnto. Adicionou-se 300 pL de
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solugéo tampéao de GAHOONa/CHCOOH e 50 pL de solugcdo de NaBEaguardou-

se 17 minutos para o0 contato dos reagentes (tempeatdo), em seguida, purgou-se
com gas Ma 91 mL mift por 25 minutos. Os traps foram secos com gAgdY 6
minutos e analisados individualmente no sistemap@®@-AFS. A temperatura da CG

foi mantida em 35 °C e a vazado do gas Ar (fase théniede 17 mL mit-

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Concentragao de Hg total

A concentracdo de HgT encontrada para o mateeateteréncia certificado
(GBW 08311) foi (227 + 10) pg Kg Esse valor corresponde & 103% de recuperacao,
mostrando assim uma boa exatiddo do método. Celid@tdeteccao (LD) e o limite de
quantificacdo (LQ) para esta técnica foram de ®9%,07pug kg* (para massa de

amostra 0,3000 g), respectivamente.

A Tabela 3.2 apresenta os resultados de HgEHGH porcentagem de GHg",
MO, C/N, S total, FRX e porcentagem de espécieblgi®btidas pelos registros por
termodessorgcéo de todas as amostras de sedimehttsdas nas estacdes de seca e

chuva.

A concentracdo de HgT nas amostras de sedimeatimsivde 44 a 26fg kg’
durante a estacéo seca e de 5,8 autBBg* durante a estacdo chuvosa, em amostras
coletadas ao longo do Cdrrego Rico e do Ribeirddgoima, mostrando claramente
uma diminuicdo nas concentracées na estacdo chu8abe-se que a diferenca de
precipitacdo pluviométrica entre as duas estachestante grande. Possivelmente uma
precipitacdo pluviométrica maior arraste materatipulado contaminado com Hg. As
amostras de sedimentos retiradas da caixa de ssdigAde, A1l e A2, apresentaram
concentracdes discrepantes em comparagdo as oaketsdas nos rios Rico e Grama.
A caixa Al apresentou HgT de 41580 pg'ldurante a estacdo seca e 3581 i§ kg
durante a estacdo chuvosa. Na caixa de sedimentdas concentracbes de Hg
durante a estacdo seca e durante a estacdo clorarsa3835 g k§e 2312 ug kg,

respectivamente.
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Presume-se, portanto, que na estacédo seca oahataticulado contendo Hg é
retido nos tanques de sedimentacdo por mais teoguop também observado por
Durdo Juniomrt al., (2009). Durante a estacao chuvosa, este matesiahstado para o

rio e as particulas mais finas do sedimento sdtespae dilui 0 Hg no sistema hidrico.
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Tabela 3.2: Resultados de HgT, GHg®, MO, C/N, S total, FRX e porcentagem de espéogesig obtidas nas analises por termodessor¢do nastraside sedimento
coletadas em Descoberto (MG).

" * . . . N (Hg® + Hg,*" Hg?" (Iabil) Hg*
Al CS 41580 £5 8,0+0,9 0,02 6,404 8411 0,834007 8,25 4,32 0,036 6,1 84,4 9.4
A2 CS 3835+7 1,330,07 0,04 8,1£0,2 8408 0,847002 8,47 4,38 0,059 2,2 97,6 0,2
8 A3 RG 45+ 10 <0,04 0,19 0,61 +0,01 1,42 0,16 0,011004 9,54 10,04 0,071 45 50,3 45,2
8 A4 RG 44 +5 0,21 +0,04 0,48 0,61+0,01 1,54 £0,38 0%0, 8,55 9,96 0,063 7.5 43,1 49,4
I% A5 CR 44 +2 0,139 £ 0,009 0,32 1,16 £0,04 1,55+0,14 0,0% 8,16 7,30 0,095 3,7 38,6 57,7
%" A6 CR 266 + 2 1,87 +0,33 0,70 7,7£0,2 73+1,0 0,830004 19,34 1467 0,125 2,2 92 5,8
LIVJ) A7 CR 74+3 0,29 +0,01 0,39 1,5+0,1 2,09+0,67  00%®,0008 10,12 7,52 0,094 4,4 52,4 43,2
A8 CR 74£1 0,23+ 0,06 0,31 1,56 £ 0,06 2,21+£0,32 1210+ 0,0003 12,43 9,81 0,141 1,7 30,9 67,4
A9 CR 175+ 1 0,63 0,09 0,36 3,8+0,2 3,48+0,23 5,82,002 16,86 12,45 0,136 14 60,1 38,5
Al10 CR 141+5 0,51+0,11 0,36 3,7+01 3,38+0,13 0,862,004 16,53 11,50 0,131 2,1 55,0 42,9
AlCS 3581+235 0,770,112 0,02 11,7+0,2 68+1,1  096,0,021 16,8 57 0,10 0,2 99,5 0,3
c(g A2 CS 2312 +87 1,01 £0,13 0,04 4,31+0,04 25+04 ,0%0 27,7 7.2 0,022 0,3 85,2 14,5
% A3 RG 733 <0,04 - 0,44 +0,01 0,25 + 0,07 <0,01 151 12,6 0,093 9,7 28,3 62,0
% A4 RG 41+4 <0,04 - 0,60 + 0,05 0,35 + 0,09 <0,01 18,0 10,6 0,041 34 62,8 33,9
18 A5 CR 183+5 0,35+0,03 0,19 6,8+0,5 4+1 0,066@3006 33,0 9,8 0,25 23 82,5 15,2
% A6 CR 361 <0,04 - 08+0,2 0,48 £0,09 <0,01 185 ,77 018 11 30 59
7] A7 CR 261 <0,04 - 0,53 +0,02 0,31 +0,07 <0,01 26,5 8,8 0,10 9,9 20,8 69,3
- A8 CR 58+0,9 <0,04 . 043002  0,25%0,01 <0,01 517 8,0 0,20 16,2 25,2 58,5

Legenda: CS: caixa de sedimentacdo; RG: Ribeirdrdma; CR: Corrego Rico.
*concentracdo média + desvio padréo (n = 3)

*concentracdes em mg Kg
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Embora apenas as informacgdes de HgT ndo sejamiesiifis para predizer
possiveis efeitos bioldégicos do Hg nos sedimentesresultados foram comparados
com os valores guias estabelecidos p€anada Council of Ministers of the
Environment (CCME, 2001) denominados TELTHreshold effects level) e PEL
(Probable effects level) que s&o os mesmos para a legislacdo brasileDBRAMA 454
(2012). As concentracOes abaixo do valor de TEkessmtam baixa probabilidade de
efeitos adversos a biota e concentracoes acimaatiy de PEL representam um
provavel efeito adverso a biota. Entre os valoieék P TEL n&o é possivel especular
sobre a probabilidade de um efeito adverso. Oseslde TEL e PEL para o Hg no
sedimento sdo 170 e 48fg kg', respectivamente. A Figura 3.8 mostra as
concentracdes de HgT nas amostras de sedimentwalerdlEL, exceto para Al e A2

gue possuem valores de HgT muito discrepantes.

300+ —— TEL ( Threshold Effects Level: 170 ug kg )
275+
250 67 Estacdio seca [___]Estag&o chuvosa
225-

a0 200+

o 1751 E3

= 1501 ;

— 100+

o 751 2

T s50] %
=l D10

22@2222522?222
Amostras

Figura 3.8: Concentracéo de HgT em amostras de sedimento mlegodRico e Ribeirdo do Grama.

Observa-se que 11 das 14 amostras coletadasosoRicdo e Grama, em ambas
as estacOes, apresentaram concentracfes abaix@ldoss de TEL. As amostras A6,
A9 (ambas na estacdo seca) e A5 (estacdo chuvasdlanam concentracdes de Hg
entre os valores TEL e PEL, 266; 175 e 18B8kg", respectivamente, indicando a

possibilidade de eventual ocorréncia de efeito®m@ibs a biota. As amostras das caixas
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de sedimentacdo (Al e A2) mostraram concentracadgde cerca de 85 e 8 vezes
maior que a PEL durante a estacdo seca, respeetitanNa estacdo chuvosa, também
foi observado concentracdes superiores ao estabelgelo guia. Isto indica um
problema sério, dado que os valores acima do Pgtesentam um potencial efeito
adverso a biota e o material destas amostras petéualmente ser transportado para o
Cérrego Rico durante a estacéo chuvosa.

E interessante observar na Figura 3.8 que a anAStapresentou maior teor de
HgT na estacdo chuvosa em comparacao com a eseg#olsto sugere que a agua da
chuva pode realmente transbordar da caixa de set#igé® e transportar as particulas
mais finas presentes na area contaminada a paniortto A8 na dire¢do do ponto A5 e
assim serem acumuladas. Observa-se também quetinigy o ponto A3 (Ribeirdo do
Grama), uma vez que o teor de HgT também é mai@stagdo chuvosa. Existe uma
diferenca significativa ao nivel de 95% entre acemtracdo de HgT para a amostra A3
coletados em diferentes estacdes, mostrando qug estd sendo transportado da area
contaminada e atingindo o sistema hidrico. Issoesgmta um risco para a populacao
local, considerando que o Ribeirdo do Grama, genaten abastece a comunidade da

cidade de Descoberto.

A FEAM (2005) realizou uma campanha de coletardestras de sedimento ao
longo do Codrrego Rico e Ribeirdo do Grama em 2@@Btodo 13 amostras foram
coletadas, sendo 7 no Cérrego Rico e 6 no RibeicdGrama. A Figura 3.9 apresenta
as concentracdes de HgT em mg lemcontradas no sedimento nesses pontos de coleta
(FEAM, 2005).
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Figura 3.9: Pontos de amostragens e concentracdes de Hg(tatakg') encontradas ao longo do
Cérrego Rico e no Ribeirdo do Grama pela FEAM (2005

A FEAM encontrou, em 2005, concentracdo de HgThaego Rico na faixa
de 20 e 750ug kg' e no Ribeirdo do Grama na faixa de 20 e@lkg’. As
concentracdes encontradas neste trabalho ao lan@baego Rico variaram de 5,8 a
266 ug kg' (Tabela 3.2) e as quatro amostras do Ribeirdo @& mostraram uma
faixa de concentracdo de Hg de 41 aug&g". Embora os resultados obtidos 12 anos
apos o relatorio da FEAM sejam semelhantes, issirenque Hg ainda esta presente no
local, em concentra¢gbes acima dos padrbes de gdeligermitidos para as amostras
A6, A9 e A5, conforme ilustrado na Fig. 3.8. Tino@08) encontrou uma faixa de
concentracdo HgT em sedimentos na mesma areatdds#ho ligeiramente superior,
entre 130 e 610g kg™.

Durdo Juanior (2010) encontrou concentracdes de elgTsolo da area numa
faixa de 0,0371 a 161 mg kgNos materiais das caixas e dos taques de retefe;ao
aguas de chuva as concentracdes de Hg variaran8@e 39,0 mg kie 40,3 a 90,1
mg kg, respectivamente. Os teores encontrados por Dur&iorJ§2010) s&o
considerados muito elevados, visto que o valomtaao pela CETESB 45/2014, como

area que deve sofrer intervencéo, é de 12 ritg kg

Windmolleret al. (2007) realizaram um estudo sobre a distribuicéspeciacéo
de Hg em sedimentos de areas de garimpo de oufuddrilatero Ferrifero (MG),
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préximos dos municipios de Ouro Preto (MG) e MaiafMG), regides
tradicionalmente caracterizados pela extracdo aeénois e de ouro. O local de coleta
das amostras foi nos distritos: Bandeirantes, ForguMonsenhor Horta pertencentes a
Mariana (MG) e Antbnio Pereira pertencente a Ouetd? Nesses locais o Hg foi muito
utilizado para atividade de garimpo de ouro. A emiacdo de HgT nas amostras
variou de 40 a 1100 pg Rgsendo que em Antdnio Pereira foi encontrado @mntabr.
Esse local era o mais impactado em relacdo aossolaicais de coleta e era o unico
garimpo legalizado. As menores concentracfes déokHgn detectadas nas amostras
coletadas em Bandeirantes, local onde o garimpesfjava desativado ha anos. A
espécie de Hg predominante nas amostras foi, tdgqual foi determinado por TDAAS
(termodessorcdo acoplada a absorcdo atdmica). Dedocaccom os tratamentos

estatisticos, o HgT e Mn mostraram forte correlag@amostras de sedimento.

Rhodes (2010) estudou os sedimentos do rio Gualaxdorte localizado nas
proximidades do distrito de Antbnio Pereira e BeRtwodrigues, regido sudeste do
Quadrilatero Ferrifero, Minas Gerais. A area adalidoi fortemente afetada por
atividades de explotacdo mineral de ferro e garidgouro. As concentracdes de HgT
encontradas nos sedimentos do rio variaram de 580 ag kg, mostrando que apesar
da atividade garimpeira ter diminuido na regiandaihavia teores de Hg consideraveis.
Uma amostra ultrapassou o valor de PEL e as demasstras apresentaram
concentracdes compreendidas entre TEL e PEL, exagtamostras coletadas nos
tributarios que apresentaram valores abaixo de NELcomparacdo dbackground
para Hg proposto por Cosghal. (2003), de 190 pg Ky apenas 3 amostras estavam

com concentracdes de Hg inferior a este valor,tatarsdo acéo antrépica nessa area.

E interessante comparar os niveis de Hg nos satbside Descoberto com os
observados em areas onde a atividade de explodagdioro ainda é generalizada, como
no Quadrilatero de Ferro (MG) préximo aos municspie Ouro Preto (MG) e Mariana
(MG). Observa-se que a concentracdo de HgT endanima sedimento do Corrego
Rico (5,8 e 266 pg kb) é menor do que a observada por Rhodes (2010ndridtiler
et al. (2007). Isso pode ser explicado pelo fato de gssas areas, a prospeccao de
ouro ainda é realizada, embora ilegal, o que néaocaso do Descoberto, onde essas

atividades foram encerradas a por quase um século.
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Estudos em outros paises afetados pela mineracéord usando amalgamacéao
com Hg ainda mostram atualmente, em geral, tedfgleem sedimentos maiores que
os encontrados neste trabalho. Pinedo-Hernareleal. (2015), por exemplo,
encontraram HgT no intervalo de 196 e 1187 pg kgn amostras de sedimento
impactadas pela extragdo de ouro na Colombia. Slegos autores, a regido de estudo,
Mojana, recebe uma grande parte dos residuos aa maieracdo de ouro do pais por
meio de processos de alagamento que ocorrem dusaattacdo chuvosa. Gliza e
Aristizabal (2013) afirmam que o aumento dos nideiHgT na regido de Mojana na
ultima década deve estar relacionado com a prafifer de minas de ouro na Colémbia.
De acordo com esses autores, o nUmero de minas pats aumentou de 2000 para
4000 entre os anos 2002 e 2011. O estudo ReichgdtBttet al. (2016) em Buru
Island, Indonésia, mostrou HgT variando de 4,22 8 kg' em sedimentos de varios
locais a jusante de uma pequena mineragdo artedanaliro. Deve-se ressaltar que
nesses estudos as atividades de mineragcdo deamrecentes, o que ndo é o caso de

Descoberto.

Uma tentativa de comparacdo pode ser feita tamled@ine o caso de
contaminagdo por Hg em Descoberto e os casos desdotais contaminados, por
exemplo, a oeste dos Estados Unidos (Bacia de BPeemalo Rio Carson, Nevada)
(Bonzongoet al., 1996) e norte da Georgia (Leigh, 1997). Nessesidax explotacdo de
ouro empregava o Hg e mineracéo hidraulica, emagaka densidade de Hg permite
gue o amalgama de ouro e Hg afundasse, enquanétaaezo cascalho passavam sobre
0 Hg e através de uma comporta com agua como foenaarastar os materiais solidos.
Grandes volumes de agua que fluiam através da eafhaiam com que muitas das
particulas de ouro e Hg mais finas pudessem sespioatadas e podia espalhadas em
uma grande area. No caso de Descoberto o Hg faadieipelos garimpeiros e soterrado
com o tempo. A conseqliéncia é que o Hg ndo estéhesio em uma area grande o que
torna possivel a mitigacdo deste impacto ambiental.
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3.4.2 Especiacgéo de Hg

A Figura 3.10 apresenta os registros obtidos podwitlleret al. (2017) para a
analise de compostos de Hg padréo (preparadosilpg@ad solida dos compostos de
Hg em matriz inerte), utilizando um programa deemguento no DMA por niveis de
temperatura, idéntico ao das condicbes utilizadestentrabalho. A liberacdo de Hg
ocorre principalmente a 50 °C e #Agentre 100 e 150 °C. Portanto, a faixa de
temperatura entre 50 e 150 °C corresponde & liderde espécies reduzidas {Hy
Hg,?"). As espécies oxidadas (Hps&o liberadas acima de 200 °C e acima de 300 °C

sao as que interagem mais fortemente com a matriz.

A Figura 3.11 apresenta os registros obtidos parandlises das amostras deste
estudo e a Tabela 3.2 mostra as porcentagens pdsaespécie Hg, considerando a
soma das concentracdes de Hg correspondentes é&sesspeduzidas (até 150 °C) e
espécies oxidadas (temperaturas acima de 200 °€)pokcentagens de espécies
oxidadas foram separadas em duas faixas de temagrde 200 a 300 °C e acima de
300 °C, a fim de enfatizar a porcentagem dé'tiais labil (de 200 a 300 °C) e o ig

com maior interacdo com a matriz (acima de 300 °C).

A soma da concentracdo de Hg liberado nos patamaadisados foi comparada
com a concentracdo de Hg total obtido na amostraediperacdo obtida para as
amostras variou de 83 a 300%. Em apenas quatrotranass 18 avaliadas, o balanco
de massa excedeu 100%, principalmente naquelaogunedessario a diluicdo sdlida da
amostra. Embora tenha observado uma recuperag@ionadt quatro amostras, esse
método contribuiu para discussdo dos resultadosstrammlo sua importancia na

avaliacao qualitativa e quantitativa do estadoxdeagéo do Hg.

Observa-se que em todas as amostras ha predoimirdndg’, isto é, Hg
liberado em temperaturas acima de 200 °C (Tabg2le Figura 3.11). As porcentagens
de Hg reduzido foram baixas, variando de 1,4 and%®stacdo seca e 0,2 a 16,2 na
estacdo das chuvas (Tabela 3.2). A fonte de conéadd dessas amostras & Hgabe-
se que a oxidacdo ocorre no solo dessa area (Rur@q 2009; Windmolleret al.,
2015). Durao Junioet al. (2009) também analisaram amostras dos tanquesteteéo

e uma amostra daotspot®, observando-se a presenca d€ bfgenas nas amostras com

* Local dentro da area contaminada onde se encoelevadas concentragdes de Hg.
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concentracdo de HgT muito alta. Esses autores anasirque a amostra dwtspot
(analisada sem homogeneizacéo) mostra seces cOrsddfes com uma mistura dos
trés estados de oxidacdo fHilg> e HSF") e secBes com Hg totalmente oxidado
(Durdo Junioret al., 2009). Portanto, ndo é surpresa que uma mistutdgle Hg**
esteja presente como espécie reduzida em amostsasaikas de sedimentacdo no
presente estudo.

A espécie Hgf* é uma espécie menos estavel em comparacdo c6ireHgor
isso, ndo € considerada na maior parte da anaisespeciacdo. No entanto, € bem
aceito que a espécie pode ser encontrada em dolossedimentos, como discutido
principalmente em artigos sobre processos de ocxidacreducédo de Hg, utilizando
andlise de termodessorcdo onde a transicdo depatg H§* e de HG' para H§
mostrou um pico bem formado entre os picos deeHdd* atribuidos a Hg* (Soares
et al., 2015; Windmolleret al., 2015; Valleet al., 2006; Windmolleret al., 1996). O
ambiente oxidante pode estar contribuindo parai@a#o do Hg e sua adsor¢cdo em

particulas finas, aumentando, portanto, sua meioiéd

Um comportamento semelhante foi observado por Witler et al. (2007),
trabalhando com amostras de sedimentos do Quadailde Ferro (MG). Este trabalho
também mostrou a predominancia de Hg oxidado, eszacie e Mn foram agrupados
por analise de cluster, indicando correlacdo esgses parametros. A MO e o mineral
argila atuam estabilizando o Hgormado e facilitam o equilibrio para a oxidacao d
Hg. A oxidacdo mediada por bactérias também é dermia uma via importante
(Barkayet al., 2003; Smithet al., 1998).

A comparacao dos varios graficos da Figura 3.1deecia que as amostras A2
e A6 sdo as que nao apresentaram picos de Hg eperaioras mais altas (acima de
300 °C). Isto sugere que o Hg tem uma menor irderapgm a matriz, sendo possivel
sua disponibilizacdo para o ambiente pelo procdessolubilizagéo e/ou volatilizagao.
Nas amostras A4, A5 e A8, observa-se uma predorimale H§" liberada acima de
300 °C com porcentagens de 49,4; 57,7 e 67,4% [@&oR), respectivamente. Nesse
caso, 0 Hg tem interacdes mais fortes com a mgioils necessita de uma maior

temperatura para ser liberado. Essas amostragapesbaixas concentracdes de HgT.

Para comparacgdo dos graficos da termodessorci@lm®ipara as estacdes seca e

chuvosa foram selecionadas as amostras Al, A5 @ifydra 3.12). A amostra Al, de
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uma das caixas de sedimentacdo, mostra que grartéedp H§" é liberada até 300 °C.
Deve-se ressaltar que a inexisténcia dos picosgledd temperaturas mais altas (600
°C e 700 °C) nédo implica na auséncia de espéciddgdimrtemente ligadas a matriz,
uma vez que, nessas amostras, os teores de Hghadeelevados. Por isso, ndo foi
possivel observar a presenca dessas espécies. Qaauhcentracdo de Hg é muito
baixa, como no caso das amostras A5 (estacdo esdca)estacdo chuvosa), € possivel
observar com mais facilidade que existem espé@addgifortemente ligadas a matriz,
visto que os picos de concentracao ficam ampliadegsemperaturas mais altas (600 °C
e 700 °C).
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Figura 3.10 Graficos da termodessorcéo dos padrdes de HglfwWileret al. 2017).
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A amostra A8 mostra um comportamento atipico, istolunica amostra que
apresentou a concentracdo de Hg mais elevada &ratm@ de 600 °C, indicando a
presenca de um composto de Hg altamente estageré38.11). O grafico desta amostra é
semelhante ao padrdao HgSQFigura 3.10), sugerindo uma possivel presencadades

espécie.

A predominancia dos processos de oxidacéo sobrdugdo do Hg nos solos tem
sido observada em outros trabalhos, como por exgrept solos da Amazoénia e Minas
Gerais (Valle, 2005; Vallet al., 2006). Windmollert al. (2015) investigaram 0 processo
redox de Hg em amostras de solo da mesma areanioata deste estudo. Os estudos
cinéticos da conversdo de {dg®* nas amostras de Descoberto mostraram que o
mecanismo de oxidacdo ocorreu mais rapidamente maor extensdo que a reducao. Os
autores afirmam que a composicdo dos solos destafavorece a oxidacdo do Hg no
local. Segundo Windmodllest al. (2015), a oxidacgéo facilita a interacdo do meteth @s
finas particulas do solo que podem ser lixiviadak ghuva. A forma oxidada torna

possivel a sua metilacao (Windmdoléeal. (2015).

A anélise estatistica de Pearson mostrou boaslagdes de Hgj com MO (r =
0,850; p <0,05), C/N (r = 0,827; p <0,05) e S tdta+ 0,789; p <0,05). A forte interacéo
de HF" com S (compostos inorganicos e organicos) ja édmrhecida, o que justifica as
correlacbes observadas. A Tabela com os resultddoanalise estatistica de Pearson

encontra-se no Apéndice.

O grau de humificacdo do MO no solo e nos sediosepbde ser avaliado pela
razdo C/N. De acordo com Jordéal. (2000) os valores de C/N abaixo de 20 indicam a
decomposicao total da MO no ambiente e acima da @8@composicdo é muito baixa.
Todas as amostras de sedimentos mostraram valer€Nd abaixo de 20 (Tabela 3.2),
sugerindo que ha um alto grau de decomposicdo dadllocal de coleta, condicdo que,

entre outras, poderia favorecer o transporte dé elgventualmente a metilacdo de Hg.

3.4.3 Concentracdo de GHg*

A concentracio de GHg" em amostras de sedimento coletadas Cérrego Rioo e
Ribeirdo do Grama variou de <0,04 a 1,87kg" durante a estac&o seca (Tabela 3.2). Na

estacdo chuvosa, apenas uma amostra apresenta@niragdo de C#Hg" acima do LD,
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amostra A5, com 0,3pg kg* de CHHg'. Vale ressaltar que esta amostra foi a Ginica com
maior concentracdo HgT na estacdo chuvosa. Paamastras A1 e A2, coletadas nas
caixas de sedimentacgio, a concentracio d¢lig@Hoi maior durante a estacio seca, 8,0 e
1,33 ug kg', respectivamente. Na estacdo chuvosa a concemtd&adCHHg" nestas
amostras foi de 0,ig kg* e 1,01ug kg*, respectivamente. O cromatograma obtido para a

amostra Al (estacdo seca) esta apresentado noidpénd

As porcentagens de GHg" variaram de 0,02 a 0,7%, sendo que o valor mai® ba
corresponde a amostra com maior concentracdo de(&fgdstra de uma das caixas) e o
maior valor corresponde a amostra do Corrego Rioo maior concentracdo de HgT (A6).
Marrugo-Negreteet al. (2015) estudaram amostras de sedimentos de parttapacais na
Colébmbia (Great Achi e Ayapel) impactadas pela maig@& de ouro. Os autores
encontraram menor porcentagem dezld¢l na amostra com a maior concentracdo de
HgT. A concentracéo de HgT nos sedimentos de Guitvariou de 543 a 102ig kg’ e
a porcentagem de GHg" variou entre 3 e 7%, enquanto que para amostras/aleel o
teor de HgT variou de 145 a 3{.8 kg* e a porcentagem de Gify* variou de 5 a 11%.
Estas sdo, em geral, porcentagens mais elevad@asraparacdo com este trabalho. Esta
diferenca € esperada porque as condi¢cdes de paneamagermos de maior conteudo de

matéria organica e menores taxas de fluxo de ayaaeficem a metilacdo do Hg.

Outro estudo de pesquisa do mesmo grupo, Pinedmahidezet al. (2015),
estudaram os sedimentos superficiais afetados méh@racdo de ouro artesanal de
pequena escala na regido de Mojana, na Colémbiapée3dguisadores encontraram
concentracdo de HgT entre 196,2 e 1187,6 pg &gconcentracdo de GHg'
significativamente correlacionadas com HgT e MQ@yesentando entre 1,7% e 3,6% da
HgT, ou seja, também superior aos resultados aftidos. Segundo os autores, a
temperatura foi o parametro que favoreceu a méatlatevido ao aumento da atividade

bioldgica em temperaturas mais altas na estac@ao(Betedo-Hernandes al. 2015).

A correlagdo de Pearson (Tabela em Apéndice) étgie e CHHg" encontrada
neste trabalho, exceto as amostras da caixa, &tiiy@e muito alta (r = 0,878; p <0,05).
Esta informacéo sugere que a metilacdo aumentaocammento da HgT, mas deve haver
uma concentracdo de Hg a partir da qual a metil#&cdobida. As concentracdes de
CHsHg' também se correlacionaram positivamente com MOQ(824; p <0,05), C/N (r =

0,931; p <0,05), Hg labil (r = 0,727; p <0,05) e F®; (r = 0,693; p <0,05). Os resultados
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sugerem que o0s sedimentos da area de Descobesseaf@m caracteristicas apropriadas
para ocorréncia da metilagdo, visto que esses pa@snque foram correlacionadas sao
importantes nesse processo. Vale ressaltar quasouiriaveis também contribuem para

formacg&o de CkHg" no ambiente como: pH, temperatura e condi¢descredo

Embora as porcentagens des:8H" sejam baixas durante a estacdo seca (0,02 e
0,04%, respectivamente), os resultados mostraramaguconcentragdes deste poluente
podem ser elevadas (até §@ kg'). Observa-se que as concentracdes dgHGHnas
caixas podem atingir 8 vezes os valores encontrao®sedimentos do Cérrego Rico e no
Ribeirdo do Grama e, portanto, os resultados indigae deve-se ter cuidado para evitar o

transporte deste material para o sistema hidrico.

A amostra Al na estacdo seca mostrou que apebsdsy HgT esta nas formas
Hg’ e Hg”" e apresentou a menor porcentagem deHgH (0,02%, Tabela 3.2) em
comparacdo com as outras amostras. Por outro Edoorcentagem de K labil,
correlacionou-se fortemente com a concentracdoHi#l@ (r = 0,727; p <0,05), ambos

sugerindo que o Hg oxidado favorece a metilacameal.

O estudo de Fengt al. (2011) mostrou que as condicbes redox sao muito
importantes para a metilagdo do Hg e que isso dingiom a profundidade da &gua e do
sedimento, ou seja, das condi¢cdes Oxicas paracasXm trabalho realizado por Eckley
et al. (2015), nos sedimentos de Cottage Grove Reseraooeste de Oregon, EUA,
mostrou que nos sedimentos das zonas inundadaspnaentracdes de GHg' das
camadas mais superficiais 0 e 2 cm sado claramemteatevadas quando comparadas com
camadas mais profundas (até aproximadamente®J8§* que corresponde & 0,9% de
CHsHg"). Os autores também observaram concentragdescenpagens aumentadas de
CHsHg" em sedimento de &agua de inundagdo quando compareai@s areas
permanentemente inundadas, isto é, meio redox degoa metilacdo do metal. Estas
camadas também tinham concentracdes de carbonoiargé@ sulfato mais elevadas
(Eckleyet al., 2015).

A Tabela 3.3 mostra a comparacdo dos resultadesatacentracdes de GHy*
obtidos neste estudo com outros trabalhos. Elescefatparaveis as concentracfes de
CHsHg" em sedimentos marinhos conforme estudado por Beislost al. (2014) e
Carrasco & Vassileva (2015), mas os valores sdooreenque 0s sedimentos dos rios

estudados por Pinedo-Hernandezal. (2015), sedimentos de pantanos estudados por
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Marrugo-Negretest al. (2015) e solo de turfa por Pietdéaal. (2015). Embora apresente
uma faixa de concentragdo menor, o resultado dedialho mostrou que a concentragao
pode ser tdo elevada quanto &6 kg', o que significa que a possibilidade de

biocumulacao e biomagnificagdo nao pode ser deslzyada.

Tabela 3.3: Concentragdo de GHg' e porcentagens de GHg" em relacdo ao HgT encontrada em
sedimentos desse estudo e outras pesquisas.

2Marrugo-Negrete *Beldowski 3Carrasco ‘Pietila
1
Presente etal. etal. & Vassileva etal.
estudo
(2015) (2014) (2015) (2015)
CHgHg*
L <0,07 - 8,03 8 - 68 0,061 -0,94 ~0,89 - ~7,5 @8 -
(Mg kg™)
CH3Hg" (%) 0,02 -0,7 3-11 0,12-1,05 <0,4 1,2-12
. Sedimentale rio/caixa de sedimentacao
2 Sedimentale pantano
3 Sedimento marinho
4

Solo de turfa

No local investigado, a metilacdo ocorre prinagipate por um processo aerébio,
uma vez que as amostras coletadas sao sedimermedigais. Realizando-se analise
microscopica da agua coletada na caixa de sedigntande a concentracio de 84"
foi maior (8,0 pg kdg), verificou-se a presenca de microalgas e ciariétias. Diante
dessa observacéo, sugere-se que a metilacdo @adsabedimentacdo possa ser mediada
por esses micro-organismos. Alguns experimentaarfaiealizados com as microalgas e
cianobactérias coletadas nessa caixa de sedimergdiréi de avaliar a metilacéo do Hg

Os resultados seréo abordados no capitulo 4.

Sabe-se que processo biologico de metilagdo nmediad micro-organismos e
fungos pode ocorrer via reacdo de transmetilacameficobalamina, conhecida também
como vitamina B12, € uma coenzima produzida pedatebas aerobicas e anaerdbicas. A
formacdo de CkHg' no ambiente através desse composto, deve-sesden@mcia de um
grupo metila para o Hg na forma oxidada, ou sef’ HBarkayet al., 2003; Bisinoti &
Jardim, 2004). Vale ressaltar que a metilcobalamést amplamente distribuida no

ambiente (Bisinoti & Jardim, 2004), e que possivite, essa coenzima também é
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produzida no local investigado. Sabe-se que oytev&dmetros como pH, temperatura,
concentracdo de MO, concentracdo de sulfeto, coeslicedox também influenciam o
processo de metilacdo (Acketal., 2011), atuando juntos ou separadamente (Bisinoti &
Jardim, 2004), pois cada um contribui diferentemepdra formar ChHg". A metilagio
abidtica também ndo pode ser descartada e serssgD um estudo sistematico para
entender melhor as condicbes e mecanismos queeagto poderia estar ocorrendo.

3.5 CONCLUSAO

Apés 15 anos da descoberta da contaminacdo porntHgirea area rural de
Descoberto, Brasil, o presente trabalho mostroresepca de Hg em sedimentos proximos
a area em concentracdes que excedem o valor dielajflelestabelecido pelo Conselho
Canadense de Meio Ambiente (170 pd keg490 pg kg). Concentracées elevadas de HgT
foram encontradas nos sedimentos das caixas deegdicdo, mesmo na estacao chuvosa,

guando em geral a concentracdo de HgT foi muitoomgue na estacao seca.

Um dos pontos de coleta no Corrego Rico apreseantiar concentracdo de HgT
na estacdo chuvosa, indicando o transporte e abpiosgle de acumulacdo de Hg
dependendo do fendmeno de transporte de partidits® ponto situa-se proximo do
Ribeirdo do Grama, no qual também foi encontradauera das amostras um teor de HgT
maior na estacdo chuvosa, confirmando a lixiviadgggse metal da area contaminada para
o sistema hidrico. Considerando que o Ribeirdo dam@ abastece a comunidade da
cidade de Descoberto, esse transporte de Hg ppdesemtar um risco para a populagao
local.

A anélise de termodessorcdo mostrou predominarcid’, embora a fonte de
contaminacéo de Hg na area de estudo se€jaAdgxidacéo do Hg, observada nos estudos
de termodessorcdo, é um passo essencial antestitlec@itee os resultados deste estudo
apoiam outros resultados de autores que mostrartauilalade de oxidagdo do Hg em
solos tropicais. A analise de termodessorcdo tamim@strou que na estacdo chuvosa,
durante a qual a concentracdo de HgT foi, em gerahor que na estacédo seca, o Hg foi
liberado a temperaturas mais altas, o que sigrgfieao Hg que permanece no sedimento é

mais fortemente ligado a esta matriz.
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A concentracdo de GHg' nas amostras de sedimentos no Cérrego Rico e no
Ribeirdo do Grama variou de <0,04 a 1,87 ug k@ nas amostras de caixas de
sedimentacdo as concentracdes foram de 1,33 eg8l@jlidurante a estacdo seca. A
concentracdo de GHg" apresentou bons coeficientes de correlacio dedteaom HgT
(r = 0,878, p <0,05), HJ (14bil) (r = 0,727, p <0,05), MO (r = 0,824, p €B), C/N (r =
0,931, p < 0,05) e K®; (r = 0,693, p < 0,05). A amostra com a maior patagem de
HgT como HG" (98%) também apresentou a maior porcentagem dgH§HO,7%),
corroborando a tese de que onde a oxidacdo estdeaendo, a metilacdo pode ser
favorecida. Os sedimentos da area de Descobemsayaram caracteristicas apropriadas
para ocorréncia da metilagdo, visto que os parésaorrelacionados sao importantes

nesse pProcesso.

Estes valores sdo muito preocupantes, mostranddeygeser tomado cuidado para
evitar o transporte deste material para os Correguais estudos sobre a transferéncia do

Hg na cadeia alimentar seriam muito importantes.
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CAPiTULO 4

VALIDACAO E APLICACAO DA METODOLOGIA PARA
QUANTIFICACAO DE CH3Hg" EM ORGANISMOS
FITOPLANCTONICOS

4.1 INTRODUCAO

O CHHg" é uma espécie toxica, possui alta mobilidade na rambiente,
facilidade de se bioacumular em organismos vivee biomagnifica na cadeia tréfica
(Lazaroet al, 2013; Carrascet al, 2011). Como ja mencionado no Capitulo 1, a
formacdo dessa espécie no meio ambiente se danesilacdo do HE. Esta ocorre
pela transferéncia de um grupo metila de compast@nicos, reacdo que necessita de
ser catalisada por micro-organismos ou mediadaipoprocesso fotoquimico (Moret
al.,1998).

Em um ensaio simultdneo onde foram avaliadas dag&t do Hg e a redugéo
do sulfato nos sedimentos de mangue por conséeimidro-organimos (bactérias
sulfato-redutoras (SRB), bactérias ferro-redutofi®B), metanogénicas e fungos)
realizado por Correia & Guimardes (2017), obses®wgue as SRB sdo metiladoras
importantes de Hg. No entanto, os autores sugersmacgatividade SRB nao poderia
explicar toda formacéo de GHg" no local estudado. Segundo Correia & Guimaraes
(2017), isso implica na participacao direta ouneid de outros micro-organismos como
o IRB e os metanogénicas, devido uma relacdo compm@etre esses grupos. O uso de
Cicloheximida (um inibidor eucariético) ndo afetsignificativamente a metilacdo do
Hg ou a taxa de reducédo do sulfato, sugerindo cquesuxariotos, como fungos,
provavelmente ndo estdo envolvidos nesses processossedimentos de mangue
(Correia & Guimaraes, 2017).

Em geral, espécies organomercuriais de cadeia, @otao o CHHg', podem
atravessar com facilidade a membrana celular. @ahédlquila confere a molécula o
carater lipofilico (Micaronget al, 2000). Uma vez que o GHg" também ¢é solivel em
agua e é facilmente absorvido pelos microorganigfhosiiyasuet al, 2000), ele tende

a se bioacumular, principalmente devido a sua dide por grupos sulfidrila de
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proteinas presentes dentro das células (Micagbral, 2000). Essa ligacdo Hg-S
desestabiliza a estrutura protéica e diminui aid#tle enzimatica, resultando numa
diminuicdo do desempenho dos organismos (Boyd &#ar2012; Nies, 2003). Como
consequéncia da bioacumulagdo, o Hg se biomagniféecaadeia alimentar e pode
alcancar os seres humanos. Um dos efeitos de smacatdo aguda e cronica s&o
danos irreparaveis no sistema nervoso central (bhcaet al, 2000), que foi
evidenciado por alguns desastres ambientais emabdveontaminacéao por Hg, como o
famoso caso de Minamata ocorrido na década de 60.

As cianobactérias sdo um grupo de organismos pootes fotossintetizantes
capazes de colonizar diversos habitats (Kosetlal, 2016; Vicent, 2002), sendo
encontradas na coluna d’agua (pelagicas) ou sethsdbentbnicas) que recebem
radiacdo luminosa, e também em solos umidos (Hoifima999). Sua parede celular se
assemelha as das bactérias Gram-negativas: extmteara membrana celular esta
presente uma camada de peptideoglicano, envolvadauma membrana externa.
Possuem como pigmentos a cloroéldicobiliproteinas e glicogénio como carboidrato
de reserva. Algumas espécies possuem uma camaacilagem externa formada por
polissacarideos (Lee, 2008). As cianobactérias nfazearte da comunidade
fitoplanctonica (Petechatet al, 2016), exercendo o papel de produtores primaeos,
sdo uma das portas de entrada deHZH na cadeia alimentar aquética (Lazetaal,
2013).

Vale ressaltar que nessa complexa comunidade, ittddat de microalgas
(micro-organismos eucariontes fotossintetizant@sptozoarios, bactérias, fungos e
outros organismos, as cianobactérias se destacamsupopresenca em uma ampla
variedade de ambientes (Carelyal, 2012). Além disso, as cianobactérias exercem
grande importancia na estruturacdo de biofilmesidded producdo de abundante
camada de exopolissacarideos, base para a instalacGma complexa comunidade
microbiana (Rossi & Philippis, 2015; Noffket al, 2003). O estudo realizado por
Lazaro et al. (2013) no Pantanal, Brasil, mostrou que a metlad® Hg foi
correlacionada com a comunidade fitoplanctbnicaue g variacdo sazonal também
influencia nesse processo. A maior taxa de proddedGHHg" foi associada com as
comunidades que cresceram na estacdo de inundacBRardanal, indicando que as
caracteristicas ambientais deste periodo sdo as fanaraveis para a formacao de

CHsHg" nos lagos da planicie de inundagdo. Logo, as bantérias desempenham
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importantes papéis ecologicos que dado suporte sss fae bioacumulacdo e a
biotransformac&o do Hg, influenciando de forma mimportante na biogeoquimica
desse elemento. No estudo de Coelho-Saizal. (2006) foi observada uma ligeira
producdo de CkHg' por culturas de cianobactérias apés 2 dias déagéio, porém os

autores ponderam que estudos sdo necessarios pangrogar se todas as
cianobactérias possuem a capacidade de metilacao.

Por outro lado, Camachet al. (2015), mostraram em seus estudos com
biofilmes microbianos polares dominados por ciantb&s, que em periodos de curto
prazo (48 h), esses biofilmes ndo sdo capazesadsfarmar o H§ em CHHg" em
condi¢cdes de campo. Os resultados indicaram ques essnunidades biolégicas sédo
capazes de acumular Hg, podendo atuar como “arnaadilesse metal.

E importante salientar que além das cianobactéstarem associadas a
producéo de CkHg', algumas bactérias aerébicas e arjyessuem mecanismos de
resisténcia que funcionam degradando compostosnamgzrcuriais e reduzindo a
concentracéo de HY por sua transformacdo em Hgasoso, permitindo o crescimento
microbiano (Linet al, 2012; Barkayet al, 2003). As bactérias resistentes ao Hg
abrigam o operon mer em seu genoma que incluisggoes funcionais, sendo o mais
comummerA que codifica a redutase de ions mercuricosieeB responsavel pela
liase organomercurial (Figura 4.1). Entre as bagéesistentes ao Hg, as que possuem
0 genemerBs&o mais valiosas, pois podem desintoxicar umaghariormas toxicas de
Hg, ou seja, CkHg" e outros compostos organomercuriais, juntamenta &ty
inorganico, para o Hg menos toxico e volatil. Assam bactérias que abrigam esses
genes podem ser utilizadas na biorremediacédo dentfpcais contaminados por esse
metal (Dash & Das, 2012; Boyd & Barkay, 2012). SetpuBoyd & Barkay (2012) esse
processo pode ser um mecanismo de desintoxicag@datdérias. Outra forma de
desintoxicacéo foi relatada por Gilmoefr al. (2011) que mostraram que o ¢’ é
produzido dentro da célula, mas logo € expelido.

Estudos de especiacdo quimica do Hg trazem rekvanformacdes para o
entendimento de toxicidade, mobilidade e dispolididle do metal (Leermakes, al,
2005; NRC, 2003). Nesse caso, estudar a espécieldCHias cianobactérias se torna

muito importante por ser possivelmente uma dasgiras matrizes onde o processo de

® E a designac&o de um dos dominios de seres vivos.
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metilagdo ocorre. Além de produzir essa espéciesiambactérias também podem
bioacumulé-la. Vale ressaltar que existem pouctsdes sobre a metilacdo do Hg e
quantificacdo de CHg" em amostras de fitoplancton ou culturas de ciastélias em

laboratorio.

Membrana
externa

et

maerl

; : -l-._.____\_-_‘_'_._'_._,_,_,--
Hy Ativacio I

Figura 4.1 Desenho esquematico dos mecanismos de transfaoft@psporte do Hg em uma bactéria
com genesnerAe merB(modificado de Dash & Das, 2012).

4.2 OBJETIVO

Validar e aplicar o método para quantificacdo deHf pela técnica CG-pyro-
AFS em organismos fitoplanctbnicos que podera ddizada como ferramenta
importante para o estudo do ciclo biogeoquimicdHdono ambiente, especificamente

estudos de metilacao.

4.2.1 Objetivos especificos
v Validar um método para quantificagdo dez8H em amostra de cianobactéria
e microalga;
v' Coletar e isolar a cianobactéria e a microalga gmimntes da caixa de
sedimentacdo da &rea contaminada de DescobertoGreégo Rico;
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v Realizar ensaios de estudo de metilacao por ciatéime microalga coletadas
da area de Descoberto — MG.

4.3. PARTE EXPERIMENTAL

4.3.1 Materiais, reagentes e solucoes

Os recipientes, vidrarias e materiais para armagsnae manipulacdoes de
amostras e solu¢des foram devidamente descontamsiresd banho de acido nitrico
10% v V' por 24 horas e, em seguida, lavados com Aguaputaa Os reagentes
utilizados foram de grau analitico e para o sepage utilizou-se agua ultrapura
(sistema milli-Q -Millipore — Bedford, MA, EUA) comresistividade 18,2 KA cm.

Os reagentes, solucdes e gases utilizados na eqégimental desse trabalho
foram: Solugdo padrdo de GHYCl 1000 pg [ acidificada com 0,5% v ¥ de
CH;COOH e 0,2% v V HCI (Brooks Rand Labs Instruments, USA); KOH (Matro
Fine Chemicals, México); Metanol (grau HPLC, MerdRarmstadt, Alemanha);
Solugéo tamp&o de acetato de sédio e &acido ac@ienol L, Brooks Rand Labs
Instruments, USA); Solucdo de Tetraetilborato déics§NaBE#L, Brooks Rand Labs
Instruments, USA); Tetraetilborato de sédio (NaBH7%) (Sigma Aldrich, USA); HCI
(ACS ISO, Reag. Ph Eur., 37% ¥#,WMerck, Darmstadt, Alemanha); GEIOOH (grau
HPLC, 99,7%, J.T.Baker, USA); gas Nitrogénio (grde alta pureza; 99,997,
Oxichama, Contagem, Brasil); gas Argdnio (>99,9992Products, Sdo Paulo, Brasil).

4.3.2 Equipamentos utilizados

Os equipamentos utilizados nessa etapa do tralfathm: balanca analitica
(Shimadzu, AUY 220); balanca semi-analitica (Sartp BP3100S); banho
termostatico (QUIMIS, Q226M2), centrifuga (QUIMISQ222E24), liofilizador
(Thermo Fisher Cientific, MODULYOD-230); vortex (Mzoni, MA-162) e
microscopio (AXIO, Scope.Al).
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4.3.3 Instrumentacgéo

Os instrumentos de analise utilizados neste traldfallam: MERX, Sistema CG-
pyro-AFS @rooks Rand LahsUSA) e analisador direto de mercurio (DMA -80,

Milestone, Italia).

4.3.4 Cultivo e preparacdo das amostras de ciantédas

A biomassa de cianobactéria utilizada na validad@danétodo foi obtida de
culturas da cepa ddostoc paludosurBA033 (GenBank: KX423684) isolada de um
curso de agua em regido de mineracdo em Minas Geaairabalho realizado por
Franco (2014). Atualmente essa cepa esta sendidaamot Laboratorio de Limnologia,
Ecotoxicologia e Ecologia Aquatica - Banco de aaltule algas do LIMNEA no
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidadddfal de Minas Gerais. As amostras
foram cultivadas em erlenmeyers com capacidade9araem meio de cultivo BG-11
(composicdo: NaMg EDTA, Citrato férrico de aménia, Acido citrico®,
CaCh.2H,0, MgSQ.7H,0, KHPO..3H,O, NaCOs; H3BOs;, MnCl.4H0,
ZnSQ,.7H,0O, CuSQ.5 H,0, CoCh.6 HO, NaMoQ..2 H,O, NaNQ) em condi¢des de
luz controlada (2fumol cmi?) e temperatura (20 + 1 °C). Apds 40 dias de anyta
cultura foi centrifugada e liofilizada.

4.3.5 Extracéo de CkHg"

Antes da construcdo da curva analitica foi testadatracio de Ciig" em
amostras de cianobactéria utilizado os procedinsemmpostos por Carrasco &
Vassileva (2014) e Brooks Rand (2013) com algunttasagdes. Pesou-se exatamente
cerca de (0,1000 + 0,0001)g de amostra de cianétieem tubo de teflon, adicionou-
se 2 mL de solucdo 25% nmi'nKOH/metanol e fechou-se o tubo conduzindo-o para u
banho termostéatico a 75 °C por 3 horas. O extdatid® foi avolumado para 10,00 mL.
Agitou-se em vortex por 2 minutos e centrifugouas8000 rpm por 15 minutos. Em
seguida, 100,0 pL do extrato foram pipetados ei@thdos em 50,0 mL de agua
ultrapura no frasco de reacdo da etapa de demagatize trapeamento. Vale ressaltar
que o volume do extrato para etapa de derivatizegaatimizado a fim de diminuir o

limite de deteccdo. Os volumes testados foram3@050; 100; 200 e 500 pL.
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4.3.6 Construcdo da curva analitica para quantifigi# de CHHg" em amostras de

cianobactéria

As curvas analiticas foram construidas em triglicam solucdo aquosa e
utilizando o método de ajuste de matriz, dopandammstra de cianobactéria. As
solucbes foram preparadas a partir da solucdo @atk&1000 ug t de CHHgCI,
acidificadas com 0,5% v\de CHCOOH e 0,2% v VHCI. Um volume de 1000 pL de
solucées de CHHgCI de concentragdes de 10,0; 20,0; 30,0; 40,0,@ g L* foram
adicionadas a exatamente cerca de (0,1000 + 0@0fd)amostra de cianobactéria
liofilizada, correspondendo na aliquota final masse 100; 200; 300; 400 e 500 pg de
CHsHg", respectivamente. Em seguida, foi realizada aagétr do analito da matriz

(item 4.3.5), a derivatizacao, o trapeamento edtissnna CG-pyro-AFS.

A curva em solucdo aquosa foi construida sem &pgesda matriz, transferindo
para o frasco de reagdo 50,0 mL de &gua ultra@@@,pL de solucdo tampao de
CH3COONa/CHCOOH para ajustar o pH em torno de 4,9 e 50 pLalacgo de
CHsHgCl de concentracdes de 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e u@0L", correspondendo as
massas de: 100; 200; 300; 400 e 500 pg d¢HgH respectivamente.

Adicionou-se 50 pL de solucdo de NaBfara o inicio da derivatizagéo,
aguardou-se 17 minutos para o contato dos reagemeseguida, purgou-se com gas
N, a 91 mL mif* por 25 minutos. Os traps foram secos com gapdX 6 minutos e
analisados individualmente no sistema CG-pyro-Akfmperatura da CG foi mantida
em 35 °C e a vazdo do gas Ar (fase mével) foi denL7min™. A diferenca entre a
construcdo da curva analitica em solucdo aquosdoengétodo de ajuste de matriz € a

etapa de extracdo do analito, necessaria apersasa gagunda curva.

O branco da curva em solucdo aquosa foi preparado @5% v V' de
CH;COOH e 0,2% v V HCI e, em seguida, foi derivatizado para postesiudlise. O
branco da curva pelo método por ajuste de matripriEparado na presenca da matriz
cianobactéria, submetendo ao mesmo procedimenéxtdagdo utilizados (item 4.3.6)

sem adicao de padrao de 4 Cl, em seguida, foi derivatizado para postenaliae.
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4.3.7 Figuras de mérito da validagéo

O guia de validagao utilizado para avaliar os patéws de mérito dos métodos
foi 0 DOQ-CGCRE-008 INMETRO (2016). Os parametras \dlidacdo estudados
foram: efeito de matriz, linearidade, limite de edefio, limite de quantificacéo,

precisao, recuperacao e veracidade.

A precisao foi avaliada quanto a repetibilidaderélicatas independentes
analisadas no mesmo dia) e precisao intermedid@adplicatas no total; conjuntos 8
replicatas independentes analisadas em dias diéshautilizando a massa de 250 pg de
CHsHg" em solugdo aquosa, cujo nivel esta localizado proxao ponto central da
curva analitica. Foi calculado o desvio padréotixelee a recuperacdo. O material de
referéncia DORM-3 (Proteina de peixe), cujo teoCtgHg" é (355 + 56) pg K§ e as
amostras fortificadas (Spike) com solucdo delHC| foram utilizadas para avaliacéo
da exatiddo do método. O procedimento de extragicClekHg® do material de
referéncia foi o mesmo utilizado para as amosteasianobactéria com realizacdo de
diluicdo. A analise de 8 replicatas independentes drancos do procedimentos
analitico (procedimento utilizado para as amostamente com a presenca dos
reagentes) foram utilizados para célculo do linde deteccdo (LD) e limite de
quantificacdo (LQ). Assim como para as amostrassedmento, 0s tratamentos
estatisticos dos dados foram realizados no progiexcal versdo 2007, seguindo as
orientacbes de Sousd al. (2007) e Souza (2007) na avaliacdo da linearidadeurva

analitica.

4.3.8 Aplicacdo do método e estudo de metilacao

As amostras de cianobactéria e microalga obtides peestudo de metilacado
foram coletadas na area contaminada em DescobéBtoFdram coletadas 2 amostras
de 4gua: uma na caixa de sedimentacdo (Al) e aotredrrego Rico (Ponto A6).
Através de analise microscopica verificou-se agmea de espécies de cianobactérias,
microalga e diatomacea nas duas amostras. Posterit®, realizou-se o isolamento
dessas espécies de micro-organismos. Esses mganiemos foram cultivados nas
mesmas condi¢des descritas no item 4.3.1. Umaiespecianobactéria e a microalga
foram selecionadas para esse estudo, devido a taaeme crescimento dessas duas,

obtendo uma maior quantidade de biomassa. A Figltaapresenta as micrografias
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obtidas em microscépio 6ptico da cianobactéria emtaoalga de génerobjscherella
sp. e Stichococcussp., respectivamente. O isolamento, cultivo e tileacdo foram

realizados pelos pesquisadores do laboratério LIMNE

Figura 4.2: Micrografias obtidas em microscopio 6ptico: A$cherellasp. e B)Stichococcusp.
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A microalga e a cianobactéria, apés o crescimerftbam dopadas
separadamente com solugéo de Hgbltendo-se uma concentracdo final nas culturas
de 20pg L™ A concentracdo utilizada foi baseada em testesotieevivéncia em
concentracdes crescentes de Hg com cianobactésiasspiecieNostoc paludosum
BAO033. Esse teste visa observar a inibicdo do trnesto da cianobactéria na presenca
de Hg, ou seja, a concentracdo de Hg que inibe B6%rescimento do micro-

organismo.

Apés 7 dias de exposicdo ao Hg essas amostras faratrifugadas e lavadas
por 3 vezes com agua ultrapura para retirar quelepsguicio da solucdo-méae que as
envolviam. Em seguida, essas amostras foram catagek liofilizadas para posterior
extracdo e quantificacdo de €Hfy’. A Figura 4.3 mostra uma foto do cultivo das

cianobactérias.

Figura 4.3 Fotos do cultivo das cianobactérias.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os parametros da CG e da etapa de deriédizac trapeamento
otimizados no Capitulo 2 foram usados para esga €la trabalho. Ressalta-se que as
curvas, tanto nos sedimentos, quanto das cianalzectéram feitas no mesmo periodo
e que os dados da solucdo aquosa comparada comvaa e sedimentos, S&0 0S

mesmos para comparacao da curva em cianobactéria.
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4.4.1 Efeito de matriz

Assim como na validagdo do método para quantifcagé CHHg® em
sedimento, o efeito de matriz foi avaliado atradéscomparacdo dos coeficientes
angulares das curvas analiticas do analito na ewasé&n na presenca da matriz,
utilizando o teste de Fisher e o t-Student, pardiaveventuais diferencas entre os
valores de variancia dos coeficientes angulareseterminar se havia diferenca
significativa entre aqueles valores, respectivament

Os resultados obtidos para avaliar essa figura éigtarestdo apresentados na
Tabela 4.1. Os testes de hipétese foram realizaoimsnivel de significancia de 0,05
utilizando software Excel 2007.

Tabela 4.1 Resultados obtidos para avaliagdo do efeito deizmentre a curva em solucdo aquosa e a
curva em cianobactéria.

N Curva por ajuste de
Curva em solucéo

aquosa . matriz .
(cianobactéria)
*Média do Coeficiente angular £ *DP 295+0,6 28 0,9
I:calculad( 2 ’ 10
Fcritico 19100
Tcalculad( 1177
Tcrl’tico 2176

*média £ DP (n = 3) *DP = desvio padréo

O teste F mostra que ndo ha diferenca significaitee os desvios-padrdo das
inclinacbes da curva obtida em cianobactérias eairsaccom solucdo aquosa. Os
resultados mostram que também ndo ha diferenc#ficagiva entre os valores dos
coeficientes angulares das duas curvas. Portaitoh& efeito significativo da matriz e
que a curva em solucdo aquosa pode ser usadarsaaadliticos. Assim, como no caso
da validacdo do método para sedimentos, todosstesteubsequentes foram realizados
com a curva analitica de GHg" em solucdo aquosa. A Figura 4.4 mostra as curvas
analiticas para quantificacdo de {Eg" obtida em solucdo aquosa e por ajuste de

matriz de cianobactéria.
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Figura 4.4: Curvas analiticas para quantificacido de} @i obtidas em solucdo aquosa e na matriz de
cianobactéria.

4.4.2 Linearidade e Regressao

Como ndo houve efeito de matriz, a linearidade geessao foram avaliadas
utilizando a solucdo aquosa. Por se tratar da mesma em solucdo aquosa na
comparagao da curva em sedimento, o tratamentadadss foram os mesmos que

apresentados no Capitulo 2 no item 2.4.4. Portadtwserdo apresentados novamente.

Observou-se que houve linearidade entre 100 a ¢0@a@ nivel de 99% de
confianca. A regressao foi significativa (p<0,d8flicando que a faixa proposta atende
as premissas para o uso do OLSM. Os dados da analdica obtida encontram-se na
Tabela 2.6 e a curva analitica do 4" final esta representada na Figura 2.14

apresentados no Capitulo 2.

4.4.3 Limite de Deteccéao e Limite de Quantificacao

O LD e o LQ foram calculados utilizando o sinalaliiico de 8 brancos
independentes. Para estes calculos, o desvio pddréesposta (s) e a inclinagdo da

curva analitica (b) foram considerados nas segianpressoes:

LD_S,SS L _105
b Q= b

A diluicdo da matriz foi também considerada pa&lculo dos valores finais. O LD e

LQ do método para quantificacéo de {Eld" em cianobactéria foi de 1,3 e 3,9 ug'kg
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respectivamente. Nao ha na literatura descricdwatidacdo de metodologia para
quantificacdo de CHHg" em cianobactéria para que fosse possivel companaalores
aqui obtidos com os de outros autores, poréem Faudaieal. (2014) relatam que o
fitoplancton acumula entre 2 e 3@ de CHHg" por kg de algas marinhas em peso
seco. Portanto, estes valores LD e LQ, permitenoguétodo seja aplicado para estudo
de bioacumulacado e metilagdo do Hg em cianobastéria

4.4.4 Precisao e Exatidao

O efeito de matriz ndo sendo observado, os teltagpetibilidade e preciséo
intermediaria foram realizados em solucdo aquosa m@assa de 250 pg de H'.

Esse teste foi discutido no Capitulo 2 no item&2obtendo-se os mesmos resultados.

A exatiddo foi realizada com testes de tendéncapreracdo com uso de
dopagem da amostr§gikeda amostra) e pelo uso de material de referérctdicado
de proteina de peixe, DORM-3. A cianobactéria fgpatla com solucéo de ghyCl
com massas de 50, 250 e 350 pg. Todas as dop&ymikg {foram feitas em triplicata.

Os resultados da exatidao estédo dispostos na Fdara

A concentracdo de GHg" obtida para o DORM-3 (316 * §jg kg*, cuja
recuperacao representa 89%. A recuperacao doaaohbtitla nas amostras enriquecidas
variou de 93 a 98%. De acordo com os critérios aitacao estabelecida pelo guia
INMETRO (2016), que estabelecem recuperacdes aidtigfs entre 80 % e 120 %
(Green, 1996; EPA, 1992) o método proposto aprasematiddo, em termos de
porcentagem de recuperacédo, dentro do aceitaveksbiados obtidos para as figuras

de mérito avaliadas estdo apresentadas na TaBela 4.
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Figura 4.5. Resultados obtidos para material de referéntéate de tendéncia/recuperacéo.

Tabela 4.2 Resultados obtidos para as figuras de méritaaded na validacdo do método.

Figuras de Mérito

Limite de Deteccéo 1,3 pug kg'
Limite de Quantificac&o 3,9 ug kg'
Preciséo
Repetibilidade RSD: 3% Recuperagéo: 103%
Precisé@o Intermediaria RSD: 8% Recuperagéo: 102%
Exatidao

Material de referéncia Certificado = Recuperacédo: 89%

Amostras enriquecidasm CHHg® Recuperacdes: 93 — 98%

4.4.5 Aplicacdo do método e estudo de metilacao

O intuito deste teste foi avaliar a producdo deHH nos micro-organismos
encontrados na area contaminada de Descoberto-M&s Bspécies diferentes foram
selecionadas para este estudo, uma cianobactér@aemicroalga. Como descrito na
metodologia, as culturas de células vivas forartivadas por 40 dias com temperatura
e luminosidade controladas e em seguida, foramddspaom uma solucéo de Hig
obtendo-se a concentracéo final de 20 {fgnks culturas. Apés periodo de exposicao,

as duas culturas do ensaio foram retiradas e @@gspara a quantificacio de £’
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A cianobactériaFischerella sp. apresentou, apds o ensaio, concentracdo gelgCH
abaixo do LD do método (1,3 pg Rg que corresponde menos que 0,003% do HgT
(peso seco), cuja concentracdo foi determinado @EGA-80. J& a microalga
Stichococcussp. apresentou uma producdo dessa espécie organolle com
concentracéo de (25 + 2) pgkgpds o ensaio, correspondendo & 0,23% do HgT (peso
seco). Esses dados sugerem g&ichococcusp. pode ser um dos micro-organismos
responsaveis pela metilacdo de*Hgo local estudado, visto que concentracdo de até

8,0 ug kg foi encontrada na amostra de sedimento da caixa.

Observou-se nos cromatogramas obtidos que o maico pegistrado
corresponde ao Hf mostrando que essa espécie de Hg pode ter siovata pela
célula ou adsorvida na parede celular dos micrarosgnos. A Figura 4.6 apresenta um
cromatograma obtido para amostra de microalga, engéco do H§" ultrapassa a
escala do grafico. Embora fique claro que houvelagéb, essa propor¢do de g’
foi muito baixa e torna-se importante que outrgseeixnentos sejam realizados para se
entender melhor em que condi¢des esse micro-orgarpsomove a metilacdo do Hg e
se outros micro-organismos presentes no local sonéao também estdo contribuindo

para esse importante processo do ciclo do Hg.

100,000

50,000 |

2+
Hg

60,000

40,000

Contagem por segundo

20.000

Tempo (min)

Figure 4.6. Cromatograma obtido para a microaftechococcusp.
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4.5 CONCLUSOES

A validacdo de um método para quantificagdo deHZH em amostras de
cianobactéria usando CG-pyro-AFS foi sistematicameastudada, visando sua
aplicacdo em estudos futuros. A importancia dessdériznem estudos de areas
contaminadas por Hg € conhecida, pois as cianaitéparticipam da
biotransformacdo do Hg em GHg". N&o foi observado efeito de matriz, ou seja, a
andlise pode ser realizada construindo a curva @@ aquosa sem perda da
confiabilidade dos resultados. O teste de tendé@nosguperacdo mostrou-se adequados
dentro dos critérios de aceitacdo de acordo comadg validacdo INMETRO. Foram
obtidos baixos valores de LD e LQ que mostram hild@ade de aplicagdo do método
em estudos envolvendo cianobactérias. A metodoldgsxrita nesse capitulo € uma
importante ferramenta para estudos de bioacumulkagéetilacdo de Hg no ambiente,

trazendo informacdes sobre o ciclo biogequimicéido

O estudo da metilac&o pelos micro-organismos erexod na area contaminada
em Descoberto mostrou que a cianobactéisaherellasp. ndo apresentou capacidade
de produzir ChHHg® nas condicbes estudadas, j& a microaBfEhococcussp.
apresentou uma leve capacidade de metilacdo. &mioetmais ensaios devem ser
realizados para comprovar tal reacdo. Vale ressglia esses sdo 0s primeiros estudos
de metilacdo do Hg em organismos vivos proveniedessa area contaminada, e,
portanto, fazem-se necessarios outros estudos dilaghe com organismos
fitoplanctonicos alterando alguns parametros cemaabs importantes para a
biostransformacdo do Hg, tais como: pH, concentracl® matéria organica,

temperatura, concentracao de sulfeto, dentre outros
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CAPITULO 5

CONSIDERACOES FINAIS

Através desse trabalho, foi possivel concluir quisa5 anos do afloramento do
Hg na area rural de Descoberto, a concentracéce daestal em sedimentos ainda
excede o valor de qualidade estabelecido pelo CONABK/2011 (170 — 48fg kg™),
principalmente nas caixas de sedimentacdo que teno ®bjetivo reter o material
carreado pela chuva. Porém, observou-se que rgiesthuvosa, onde o nivel de agua
€ mais alto, essas caixas ndo sao capazes de ratderial e este é transportado para 0s
corpos hidricos proximos, possibilitando seu trangpcomo observado nos resultados
obtidos em algumas amostras a jusante das caixaedimentacdo. Esse resultado
mostra que mais estudos de monitoramento no lacdahminado e nos seus arredores

sdo imprescindiveis, a fim de evitar essa dissegamde Hg para comunidade préxima.

A principal fonte de Hg na &rea de estudo é 8, iigrém a presenca de Hg
oxidado foi observada pela técnica de termodessoifgdio este importante para a
interpretacéo dos resultados obtidos para a ardgiseHHg’. Sabe-se que a oxidac&o
do Hg é um passo essencial antes da metilacidoesbiados de correlacdo sugerem
gue os sedimentos da area de Descoberto apreseatanteristicas apropriadas para
ocorréncia da metilagdo, embora outros parametmportantes nesse processo nao
tenham sido avaliados como: pH, temperatura e ¢coadiredox. A amostra com a
maior porcentagem de HgT comoHi(P8%) também apresentou a maior porcentagem
de CHHg" (0,7%), esse fato pode estar associado com sag@adil Vale ressaltar que a
técnica de termodessor¢cdo muito contribuiu parseugsao dos resultados, mostrando

sua importancia na avaliacdo quantitativa do esledaxidacédo do Hg no ambiente.

O CHHg' foi encontrado principalmente nas amostras reigaghs caixas de
sedimentacao, onde as maiores concentracOes ddarayh detectadas. Em uma das
caixas de sedimentacdo, a concentracdes dg¢i§Hoi de até 8,0 pg khdurante a
estacdo seca, valor esse preocupante, mostrandongiees cuidados devem ser
tomados para evitar o transporte desse materiah e corregos. Uma vez

disponibilizado, o CkHg" pode ser absorvido por peixes presentes no Ribeicd
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Grama, bioacumulando e biomagnificando, podendawiata populacéo local, visto que
h&a consumo desses peixes pela comunidade da adida@escoberto. Diante disso,
fazem-se necessarios mais estudos sobre a trargéedssa espécie através da cadeia
alimentar e estudos em conjunto com pesquisadarasee da medicina sobre o grau de

contaminacgao da populacdo na regiao.

Este trabalho também apresentou a validacdo des chedodologias para a
determinacdo de GHg" em amostras de sedimentos e organismos fitoplaico®
utilizando a técnica CG-pyro-AFS. Essas duas nestri2m grande importancia em
estudos do ciclo biogeoquimico do Hg em éareas ountalas por esse metal. A
descricido de métodos para determinar o;HZH na matriz de sedimentos é mais
freqlientemente apresentada na literatura, mas wdoaéo da matriz de fitoplancton.
Portanto, a principal contribuicdo deste trabalha @alidacdo da metodologia para

determinacdo do C4Hig" em amostras de organismos fitoplancténicos.

Entre os parametros avaliados na otimizacéo, destae o aumento do tempo e
a reducdo da vazéo de gasnd etapa de trapeamento, condicbes com as quars for
obtidos os melhores sinais analiticos. O efeitonddriz ndo foi observado para a
metodologia aplicada em ambas as matrizes, patsiloib 0 uso da curva analitica de
CHsHg" em solugdo aquosa sem prejuizo na confiabilidaderesultados obtidos. Os
testes de linearidade, precisao e tendéncia/remcgeiforam adequados para o método
proposto. Baixos LD e LQ foram obtidos tanto pams amalises de organismos
fitoplanctonicos, quanto para sedimentos. Embora hdja uma legislacdo brasileira
consolidada sobre a concentracdo deHEfd nessas matrizes, os valores LD e LQ sédo
adequados para uma possivel comparacéo e disass@ntaminacio por GHg" em
amostras ambientais descritos na literatura. Essa®dologias sdo ferramentas
importantes para serem utilizadas em analisestit@y@studos de metilacdo de Hg por
fitoplancton e estudos de sedimentos em areas ravigie a contaminacdo ambiental

por Hg.

O estudo de metilagdo na cianobactéfiacherella sp. e na microalga
Sichococcus sp. encontradas na area de estudo mostrou queéne @presenta um
maior potencial de metilacdo em relagcdo a primeitmbora, o resultado tenha

apresentado uma ligeira metilagdo pela microalgtaides variando alguns parametros
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(pH, temperatura, MO, etc.), devem ser realizadasa pavaliar quais variaveis

contribuem de forma mais significativamente neseegsso.

Por fim, esse trabalho fornecera subsidio panadest mais aprofundados de
mecanismo de metilacdo realizados por micro-orgawss A técnica analitica utilizada,
CG-pyro-AFS, se mostrou bastante eficiente parantificar o CHHg" em baixas
concentracdes. Tendo-se em posse essa técnicaicanalalidada, estudos da
capacidade de metilacdo por diferentes espéciesialeobactérias, microalga e

diatomacea se tornam uma excelente proposta.
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APENDICE

Tabela dos dados da analise estatistica de Pearson.

HgT CHHg" OM CIN TotalS AO; FeO; MnO (Hgo + Hg®) Hg (entre 200 e 300 °C)

CHsHg" 0,878
0,000
OM 0,958 0,824
0,000 0,000
CIN 0,950 0,931 0,935
0,000 0,000 0,000
Total S 0,815 0,552 0,916 0,759
0,000 0,041 0,000 0,002
Al,O03 0,370 0,138 0,503 0,207 0,636
0,193 0,637 0,067 0,479 0,014
Fe0; 0,703 0,693 0,566 0,616 0,391 0,146
0,005 0,006 0,035 0,019 0,166 0,617
MnO 0,271 0,104 0,474 0,254 0,604 0,618 -0,132

0,348 0,722 0,087 0,380 0,022 0,019 0,652
(Hgo + Hg>*)  -0,674 -0,456 -0,560 -0,641 -0,500 0,054 -0,409 0,162
0,008 0,101 0,037 0,014 0,069 0,855 0,147 0,579

Hg™ 0,886 0,727 0,850 0,827 0,789 0,290 0,553 0,121 -0,678

(entre 200 e 300 °C) 0,000 0,003 0,000 0,000 0,001 0,314 0,040 0,681 0,008
Hg™ -0,854 -0,725 -0,841 -0,795 -0,785 -0,346 -0,536 -0,179 0,537 -0,984
(>300°C) 0,000 0,003 0,000 0,001 0,001 0,226 0,048 0,541 0,048 0,000
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Cromatogramas obtidos para padroes degHgigl na construcdo da curva analitica em

solugéo aquosa.
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Contagem por segundo
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Cromatogramas obtidos para amostra de sedimerdtadalem Descoberto —-MG e para
o material de referéncia CRM580.
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ABSTRACT

In 2002, metallic Hg was found buried in a rural area of Descoberto city, Brazil. The origin of the Hg was a
gold mining explotation plant established nearly one century ago. Although a number of studies have
been conducted in order to assess the contamination of the area, none of them investigated the presence
of methylated Hg in the hydric system. In this work methylmercury (CH3Hg") was determined using gas
chromatography-pyrolysis-atomic fluorescence detection (CG-pyro-AFS) in material from rain sedi-
mentation boxes and stream sediments near the contaminated area. Total Hg concentration (HgT) along
with the chemical speciation by thermo-desorption were performed. HgT in material from the sedi-
mentation boxes was found to be very high, up to 41,580 ug kg™, even in the rainy season, when in
general HgT were much lower than in dry season. The samples from the Grama and Rico streams show a
range of HgT from 5.8 to 266 pg kg~ !. The thermo-desorption analysis showed predominance of Hg?",
possibly linked to organic sulfur, suggested by a good positive correlation between Hg?*, HgT, organic
mater (OM) and total S. The CH3Hg" concentration in stream sediment samples ranged from <0.07 to
1.87 ug kg~! and in the samples of sedimentation boxes the concentrations were 1.33 and 8.0 ng kg1
during dry season. The sample with the highest percentage of HgT as Hg?* (98%) presented also the
highest percentage of CH3Hg™ (0.7%). These are high values, showing that care should be taken to avoid
the transport of this material to the hydrological system. Further studies on the transfer through the food
chain would be very important.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

are the most volatile species of this element. The Hg® can be photo-
oxidized to Hg" in the presence of Oz and the CH3HgCH3 can be

The most common forms of Hg found in the environment are:
Hg®, Hg?* (inorganic) and organic mercury, mostly as methylmer-
cury (CHzHg™). It is well known that the latter form is easily bio-
accumulated and biomagnified in the food chain (Jenne and Luoma,
1977; Lazaro et al., 2013) and this is why this species is relevant in the
cycle of this metal. Understanding the biogeochemical cycling of Hg
is an important contribution to diagnose the impact of this element
to humans and biota. In the atmosphere Hg can be found primarily as
Hgo (Amouroux et al., 1999) and small amounts of CH3HgCH3 which

* Corresponding author.
E-mail addresses: louisemendes@ufmg.br (L.A. Mendes), jorge.delena@degeo.
ufop.br (J.C. de Lena), claudiavalle.ifam@gmail.com (C.M. do Valle), pmf@cdtn.br
(P.M. Fleming), claucw@netuno.lcc.ufmg.br (C.C. Windmoller).

http://dx.doi.org/10.1016/j.apgeochem.2016.10.011
0883-2927/© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

converted to Hg?* by the UV radiation (Barkay et al., 2003).

After deposition on the water and on the sediments, the Hg>*
undergoes methylation to CHsHg", which can be re-methylated to
form CH3HgCH3 (Barkay et al., 2003; Leopold et al., 2010). Upon
entering the aquatic ecosystems, Hg can further react with various
compounds in water, and therefore a portion of it precipitates on
the sediment where numerous organic and inorganic reactions
occur (Green-Ruiz et al., 2005). It binds primarily to organic matter
and to oxides and hydroxides of Fe and Mn present in sediments
(Candrio et al., 2003). In this compartment, Hg?>* can also undergo
reactions leading to the formation of HgS, CH3Hg" and (CH3),SHg
(Leopold et al., 2010). Therefore, several species with varying de-
grees of toxicity of this element will be in equilibrium in the
environment. It is noteworthy to point out that the methylation and
demethylation reactions are mainly mediated by bacteria (Barkay
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et al., 2003; Gosnell et al., 2016; Mauro et al., 1999), but information
on mercury methylators in many compartments are still uncertain
(Acha et al., 2011). In the Amazon, for instance, the macrophyte
banks are considered an important site of mercury methylation
(Acha et al., 2011; Mauro et al., 1999).

The sediment in the water system is a major sink and source of
Hg, and is considered a relevant production site of CHsHg* (Canario
et al., 2003; Shi et al., 2005), mainly mediated by the sulfate
reducing bacteria (Acha et al., 2011). The assessment of this envi-
ronmental compartment is interesting, since it can act as a good
indicator of Hg input and other elements in the environment.

Hyphenated techniques are commonly used to determine
CH3Hg" in soil and sediment samples (Carrasco and Vassileva,
2015). Generally, they are based on separation techniques
coupled with selective detector for Hg, such as gas
chromatography-pyrolysis-atomic fluorescence spectrometry (GC-
pyro-AFS) (Beldowski et al., 2014; Carrasco and Vassileva, 2015;
Nevado et al, 2011; Oh et al, 2010); gas chromatography-
inductively coupled to plasma mass spectrometry (GC-ICP-MS)
(Nevado et al., 2011; Pietila et al.,, 2015); and high performance
liquid chromatography-inductively coupled to plasma mass spec-
trometry (HPLC-ICP-MS). The detection by ICP-MS usually uses the
isotopic dilution method, which makes possible the investigation of
formation of artifacts during the extraction of the analyte
(Avramescu et al., 2010; Carrasco and Vassileva, 2015; Jagtap and
Mabher, 2015; Rahman and Kingston, 2004; Santos et al., 2009).

The study area, in the countryside of the municipality of
Descoberto - MG, Brazil, was heavily affected by the exploitation of
gold in the nineteenth century. For unclear historical reasons Hg
was buried by prospectors at that time. In December 2002, the
owner of the area, performing soil relocation, noticed the presence
of liquid Hg (Hg®) (FEAM and CDTN, 2006). At the time of exploi-
tation, the amalgamation procedure was widely used to improve
the gold removal efficiency (patio procedure). Consequently, part of
the Hg was lost to the atmosphere as gaseous Hg in the amalgam
burning process, some was dumped in rivers and some eventually
left and buried there.

Confirmation of the presence of Hg in the soil of the munici-
pality was found by three governmental state agencies (FEAM -
Minas Gerais State Environmental Agency, COPASA- Minas Gerais
State Water Supply Company and IGAM — Minas Gerais State Water
Mangemnet Agency) and CDTN (Brazilian Nuclear Technology
Company), which carried out an on-site inspection and interdicted
it. Since then, various studies have been conducted in the area in
order to assess the degree of contamination of the environmental
compartments by HgT (Alexandre, 2006; Durao Janior, 2010; Durao
Janior et al., 2009; FEAM, 2005; Tinoco, 2008), which observed the
presence of this metal above the recommended concentration
limits, i.e., 12 mg kg~! (CONAMA 420/2009), for land use for agri-
cultural purposes. This area is a very important case to be studied
even today, not only for an assessment of the current situation and
possible impacts to the environment but also to be used as an
example for other similar cases of contamination from gold mining
in Brazil and world.

The main objective of this work was to evaluate the possibility of
Hg methylation in sedimentation boxes and in sediment from hy-
drological system around the area, and search for parameters that
could be influencing this processes, as HgT, seasonality, oxidation
state of the metal and chemical characterization of the sediments.

2. Methodology
2.1. Sampling and sample preparation

Fig. 1 shows the location of the Municipality of Descoberto (MG)

as well as the sampling stations. Considering that the contaminated
area is located on a declivity in the direction of the Rico stream,
Brazilian authorities interdicted it and built channels and sedi-
mentation boxes in the lower part of the area in order to retain the
rain water and to avoid, as far as possible, the transport of par-
ticulated material from the contaminated area into the Rico stream.
In the rainy season the pluviometric precipitation is so high that
part of the water of these boxes overflows and reaches the stream.
Samples were taken from the two sedimentation boxes (A1 and A2)
and in 6 points at the Rico stream (A5 to A10) chosen in order to
assess the possible impact of the Hg transport from the sedimen-
tation boxes which are, as stated above, in a higher topographic
level. Sample A3 is located outside the interdicted area, after the
junction of Rico and Grama streams (downstream). Sample A4 was
taken as control, because it does not receive waters from the Rico
stream.

The collection of samples was performed in August 2014 (dry
season) and in December 2015 (rainy season) in order to assess the
methylation in different climate conditions. A total of 18 sediment
samples were collected; 14 in the streams (8 in the dry season and 6
in the rainy season) and 4 (2 in each season) were taken from the
two sedimentation boxes. Collection of samples A9 and A10 in the
rainy season was not carried out because of difficulties to access
these stations in the rainy season 2015.

Samples were collected using an auger steel and a plastic scoop,
then sieved through 2 mm sieve to discard the gravel upper size
fractions and then transferred to amber glass flasks which were
stored in boxes containing ice until arrival at the laboratory where
they were stored at - 20 °C. In the laboratory, part of the samples
were lyophilized and sent for HgT determination, Hg speciation
using thermo-desorption and determination CHsHg™". For chemical
analysis (CHN, Total S and X-ray fluorescence), the samples were air
dried.

2.2. Chemical characterization of the samples

The sediment samples were ground and sent for CHN analysis,
total S and XRF. Determination of organic carbon to obtain the
organic matter content in the samples was carried out in the
elemental analyzer CHNS/O, Perkin Elmer, PE2400, Series II It is
noteworthy to mention that the data obtained from CHN were
converted into OM and ratio of C/N (Radojevi¢ and Bashkin, 1999).
The total S analysis was performed on the instrument Leco SC632.
Certified standards were used for instrument calibration: Standard
502-309/1006 Soil; standard 502-318/1009 Ore Tailings Material
Calibration; standard 502-319/1014 Ore Tailings Material Calibra-
tion; and standard KZK Acid Base Accounting Material CANMET.

The quantification of the concentration of metals was performed
with an X-ray fluorescence spectrometer, Philips - PANalytical,
Magix model PW 2540 autosampler equiped withRh 2.4 kW tube.

2.3. HgT determination and speciation by thermo-desorption/
atomic absorption

The determination of HgT and its speciation by thermo-
desorption were performed in a direct mercury analyzer (DMA-
80, brand Milestone, Italy). The DMA-80 uses the principle of
thermal decomposition, amalgamation, amalgam thermo-
desorption and determination of Hg by atomic absorption at a
wavelength of 253.65 nm. The analytical curve was set up with
injections of different volumes of solutions of 10 and 100 pg L~!
prepared from a standard solution of 1000 mg L~! HgCl,. The ab-
solute Hg concentration ranged from O to 100 ng. The certified
reference material GBW 08301 river sediment, with an HgT value of
(220 + 40) pg kg~ ! was used to assess the accuracy of the method.
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The HgT found in the certified reference material, analyzed by
DMA, was (227 + 10) pg kgL This value corresponds to 103% re-
covery, showing therefore a good accuracy of the method. The
detection limit (LOD) and quantitation limit (LOQ) for this tech-
nique were 0.97 and 1.07 pg kg~' (for sample weight 0.3000 g),
respectively.

Speciation by thermo-desorption is based on the principle that
different species of Hg are released from a solid matrix by the
action of heat at different temperature ranges (Windmoller, 1996).
Approximately 0.3000 g of sample was weighed and subjected to
different temperature levels: 50,100, 150, 200, 250, 300, 400, 500,
600 and 700 °C for 3 min heating at each level. The results were
compared with patterns of Hg species analyzed under the same
conditions of the samples, such as Hg®, HgCl,, Hg>Cly, HgSO4 and
HgS. These standards were prepared and analyzed by Windmoller
et al. 2013, using solid dilution (Windmoller et al., 2013). As there
is no reference material registering mercury contents in different
oxidation states, we decided to make analysis of the same refer-
ence material used to validate the total Hg determination, i. e.,
GBW 08301 (river sediment) and compared the sum of the results
of all quantification steps (from 50 to 700 °C) with the certified
value for total Hg. The obtained result (224 + 19) pg kg~! was in
goo? agreement compared to the reference value (220 + 40) pg
kg™

2.4. Determination of CH3Hg™

The determination of (CH3Hg™) was performed on a gas chro-
matographer coupled to a pyrolysis system with an atomic fluo-
rescence detection system (CG-pyro-AFS), MERX, Mark Brooks
Rand Labs, USA. The analytical curve for absolute concentration
from 0 to 500 pg was prepared from CH3zHgCl standard solution of

1000 pg L™, Brooks Rand Labs, USA. The sediment samples were
subjected to a distillation system (Brooks Rand Labs) modified
Horvat et al. (1993). Samples of 0.1000—0.5000 g were weighed in a
teflon tube to which 30 mL of ultrapure water was added together
with 500 pL H,S04 8 mol L~! and 200 pL KC1 20% w v~ 1. Teflon tubes
for collection of the distillate containing 5 mL of ultrapure water
were placed in an ice bath. The samples were distilled at 125 °C
under a nitrogen flow of 61 mL min~! during approximately 3 h
after which 75% of the distillate had been collected. Then, the
distillate was diluted to 50 mL and transferred to a glass jar
derivatization system. To this system it was added 300 pL of sodium
acetate buffer and 50 pL of sodium tetraethylborate solution
(NaBEt,). The set was left to stand for 17 min for the contact of the
reactants (reaction time), and then purged with nitrogen gas at
91 mL min~! for 25 min. Traps were dried with nitrogen gas for
6 min and analyzed individually by the thermo-desorption system
coupled to a chromatographic column filled with OV-3. The GC
temperature was maintained at 35 °C. Argon gas was used as mo-
bile phase and flow rate used was 17 mL min~".

It is noteworthy to point out that the parameters of the chro-
matographic column (temperature GC and mobile phase flow rate)
and derivatization (flow of the bubbler, trapping time, volume of
sodium tetraethylborate, trap drying time, reaction time) were
optimized preliminarily to analysis. For quality assurance of
CHsHg* analysis in sediments, certified reference material ERM®-
CC580 (estuary sediment) was used, whose concentration of
CH3Hg" is (75 + 4) g kg~ .. The CH3Hg" concentration determined
in the CC580-ERM® CRM reference material was (711 + 2.1) ug
kg~ This value corresponds to 95% recovery and it is within the
certified range. The calculated LOD and LOQ for the method for
samples with mass weight of 0.5000 g were 0.11 pg kg~! and
0.33 pg kg1, respectively.



Table 1
Location of the samples and results of HgT, CH3Hg ", percentage of CHsHg", OM, C/N, total S, XRF and percentage of species of Hg obtained from the analysis of records by thermo-desorption with temperature levels in sediment
samples collected at Descoberto (MG).

Samples Location Grid *HgT *CH;Hg* CH3Hg" (%) *OM (%) *C/N *Total S (%) ALLO; (%) Fey03 (%) MnO (%) (Hg® + Hgdt) Hg?* (labile) Hg?* (>300 °C) (%)
zone 23 K (ngkg™)  (ngkgM) (Up to 150° C) (%) (200—300 °C) (%)
Dry A1SB 7632360/ 41580 +5 8.0+09 0.02 64+04 84+11 0034+0007 825 4.32 0036 6.1 84.4 9.4
season 715634
A2SB 7632360/ 3835+7 133+007 004 81+02 84+08 0.047+0002 847 438 0059 22 97.6 0.2
715669
A3GS 7632425/ 45+ 10 <0.11 0.19 0.61+0.01 142+0.16 0.011+0.004 954 10.04 0.071 45 50.3 452
715472
A4GS 7632488/ 4415 021+004 048 0.61 +0.01 1.54+0.38 <0.01 8.55 9.96 0.063 75 431 49.4
715524
A5RS 7632374/ 44 +2 0.139 + 0.009 0.32 1.16 £ 0.04 1.55+0.14 <0.01 8.16 7.30 0.095 3.7 38.6 57.7
715535
A6RS 7632331/ 266 + 2 1.87+033 070 77+02 73+10 0.039+0004 1934 14.67 0125 22 92 5.8
715594
A7RS 7632315/ 74+3 029+ 001 039 15+0.1 209 +067 00107 + 0.0008 10.12 7.52 0094 44 52.4 432
715640
A8RS 7632299/ 74 1 023+006 031 1.56 + 0.06 2.21 +0.32 0.0121 + 0.0003 12.43 9.81 0.141 1.7 309 67.4
715717
A9RS 7632256/ 175 + 1 0.63+009 036 38+02 348+023 0.025+0002 16.86 12.45 0.136 14 60.1 38,5
715742
Rainy season A10RS 7632205/ 141 +5 051+0.11 036 37+01 338+0.13 0.020+0004 1653 11.50 0.131 2.1 55.0 429
715764
A1SB 7632360/ 3581 +235 077 +0.12  0.02 11.7+02 68+11 0096+0021 168 5.7 0.10 0.2 99.5 0.3
715634
A2SB 7632360/ 2312+87 101+0.13  0.04 431+004 25+04 <001 27.7 7.2 0022 03 85.2 145
715669
A3GS 7632425/ 73 +3 <0.11 - 0.44 + 0.01 025+ 0.07 <0.01 15.1 12,6 0093 97 28.3 62.0
715472
A4GS 7632488/ 41+4 <0.11 - 0.60 + 0.05 0.35+0.09 <0.01 18.0 106 0.041 3.4 62.8 33.9
715524
A5RS 7632374/ 183 +£5 035+003 0.19 68+05 4+1 0.066 + 0.0006 33.0 9.8 0.25 2.3 82.5 15.2
715535
A6RS 7632331/ 36«1 <0.11 - 08+02 048 +0.09 <0.01 185 7.7 0.18 11 30 59
715594
A7RS 7632315/ 26+ 1 <0.11 - 0.53 + 0.02 0.31+0.07 <0.01 26.5 8.8 0.10 9.9 20.8 69.3
715640
A8RS 7632299/ 58+09  <0.11 - 0.43 +0.02 0.25+0.01 <0.01 175 8.0 0.20 16.2 252 58.5
715717

SB: sedimentation boxes; GS: stream Grama; RS: stream Rico.
*mean concentration + standard deviation (n = 3).
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3. Results and discussion
3.1. HgT concentrations

Table 1 shows location of the samples and the results of HgT,
CH3Hg™, percentage of CH3Hg™, organic matter (OM), C/N, total S,
XRF and percentage of species of Hg obtained from the analysis of
records by thermo-desorption with temperature levels for all
samples collected in Grama and Rico streams, along with the ones
from sedimentation boxes, in dry and rainy seasons.

The HgT in sediment samples ranged from 44 to 266 pg kg~!
during the dry season, and from 5.8 to 183 g kg~! during the rainy
season, in samples collected along the Rico and Grama streams,
showing clearly a decrease in the concentrations in the rainy sea-
son. It is worth mentioning that the rainfall difference between the
two stations is quite large. The sediment samples taken from local
sedimentation box, A1 and A2, presented discrepant concentra-
tions compared to other samples in the Rico and Grama streams.
The A1 box presented HgT of 41,580 pg kg~ ! during the dry season
and 3581 pg kg~ ! during the rainy season. In the sedimentation box
of the A2 sediment sample, the Hg concentrations during the dry
season and during the rainy season were 3835 pg kg~! and
2312 ug kg~ !, respectively.

It is presumed, therefore, that in the dry season Hg-containing
particulate material is |1 retained in sedimentation tanks for a
longer time, as also noted by Durao Janior et al. (2009). During the
rainy season, this material is somewhat drawn to the stream and
the finer particles of the sediment there spreads and dilutes the Hg
into the hydric environment.

Although only the information of HgT is not enough to predict
possible biological effects of Hg in sediments the results were
compared with the guide values established by the Canadian
Council of Ministers of the Environment (CCME, 2001) called TEL
(Threshold Effects Level) and PEL (Probable Effects Level) that are
the same for the Brazilian legislation, CONAMA 454. The concen-
trations below the TEL value represent low probability of adverse
effects to biota and concentrations above the PEL value represent a
likely adverse effect on biota. Between the PEL values and TEL it is
not possible to speculate about the likelihood of an effect. The TEL
and PEL values for Hg in the sediment are 170 and 490 pg kg™,
respectively. Fig. 2 shows the HgT in sediment samples and their
corresponding TEL value, except for A1 and A2 samples that have
very different values.

It is observed that 11 of 14 samples collected in the Rico and
Grama streams, in both seasons, showed concentrations below the
TEL values. The A6, A9 (both in the dry season) and A5 (rainy
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Fig. 2. HgT in sediment samples collected along the Rico and Grama streams.

season) samples showed Hg concentrations between TEL and PEL
values, 266; 175 and 183 pg kg, respectively, indicating the pos-
sibility of occasional occurrence of adverse effects to biota.

Samples of the sedimentation boxes (A1 and A2) showed HgT of
about 85 and 8 times higher than PEL during dry season, respec-
tively. This points to a serious problem, given that values above the
PEL represent a potential adverse effect on the biota and the ma-
terial of these samples may possibly be carried to Rico stream
during the rainy season.

It is interesting to observe in Fig. 2 that sample A5 showed
higher HgT content in the rainy season compared with the content
in the dry season. This suggests that the rain water can be really
overflowing the sedimentation box and transporting the finer
particulate matter present in the contaminated area from the point
A8 in the direction of the point A5 and being accumulated there. It
is also observed that Hg reached the point A3 (Grama stream), since
the HgT content is also larger in the rainy season. There is a sig-
nificant difference at the level of 95% between the HgT for sample
A3 collected in different seasons, showing that mercury is being
transported from the contaminated area and reaching the water
system. This poses hazard to the local population, considering that
the Grama stream supplies water to the community of the city of
Descoberto.

FEAM found, in 2005, HgT at Rico stream in the range of
20—750 pg kg~! and in the Grama stream in the range of
20—61 pg kg~ 1. Concentrations found in this work along the Rico
stream ranged from 5.8 to 266 pg kg~! (Table 1) and the four
samples from the Grama stream show a range of Hg concentration
from 41 to 73 pg kg~ . Although the results obtained 13 years after
the report of FEAM are similar, this shows that Hg is still present on
the site, in concentrations above the allowed for quality standards
for samples A6, A9 and A5, as shown in Fig. 2. Tinoco (2008) found a
range of HET in sediments from the same area of this work slightly
higher, between 130 and 610 pg kg™

It is interesting to compare the levels of Hg in sediments from
Descoberto with those observed in areas where the gold exploita-
tion activity is still widespread like in the Iron Quadrangle (MG)
close to Ouro Preto (MG) and Mariana (MG) municipalities. It is
observed that the HgT found in the sediment of Rico stream
(5.8—266 pg kg~1) is lower than that observed by Rhodes (2010)
and Windmoller et al. (2007), who found concentrations ranging
40-530 pg kg~! and 40—1100 pg kg, respectively. This can be
explained by the fact that in these areas, gold prospecting is still
carried out, although illegal, which is not the case of Descoberto
where these activities have been closed for nearly one century.

Studies in other countries affected by gold mining using mercury
amalgamation still nowadays show, in general, HgT content in
sediments larger than found in this work. Pinedo-Hernandez et al.
(2015), for example, found HgT in the range of 196—1187 pg kg!
in sediment samples impacted by gold mining in Colombia. Ac-
cording to these authors, the region of study, Mojana, receives most
of the waste from the largest gold mining of the country through
flooding processes occurring during the rainy season. Giiiza and
Aristizabal (2013) claim that the increase in HgT levels in Mojana
region in the last decade should be related to the gold mining
proliferation in Colombia. According to these authors, the number of
mines in that country raised from 2000 to 4000 between the years
2002—2011. The study Reichelt-Brushett et al. (2016) in Buru Island
Indonesia showed HgT ranging from 4.23 to 82 mg kg~ ! in sedi-
ments from several locations downstream of a small-scale artisanal
gold mining. It must be pointed out that in these studies gold
mining activities are recent, which is not the case of Descoberto.

The similarity between Descoberto mercury contamination case
and the ancient cases in other contaminated sites, for example,
west of United States (Carson River Drainage Basin, Nevada)
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(Bonzongo et al., 1996) and north of Georgia (Leigh, 1997), is that
the gold explotation employing mercury uses hydraulic mining, in
which the high density of mercury allowed gold and gold-mercury
amalgam to sink, while sand and gravel passed over the mercury
and through a sluice using water as a way to drag the solid mate-
rials. Large volumes of water flowing through the sluice caused
many of the finer gold and mercury particles to wash through and
out of the sluice before they could settle in the mercury-laden rif-
fles. In this way mercury can be transported and spilled all over a
large area. In the case of Descoberto there is little historical infor-
mation about what exactly happened in the past, i.e., in the 19th
century. As stated before, for unclear historical reasons Hg was
buried by prospectors at that time. The consequence is that Hg is
not spread over a large area what makes possible the mitigation of
this contamination.

The few data about Hg in fish and human biological matrices
from the contaminated area of Descoberto did not show Hg
contamination. According FEAM (2005), the HgT in fish samples
were below the values established by the National Health Surveil-
lance Agency (ANVISA) Ordinance No. 685/1998 ANVISA. (FEAM,
2005). In 2008, Palmieri et al. (2009) collected 70 specimens of
fish and only 3 samples showed concentrations exceeding the
permitted value, but they concluded that there was no indication of
Hg contamination. The Hg concentration in biological materials
(hair, urine, blood) were considered normal in 47 people living near
the site of upwelling (FEAM, 2005).

3.2. Hg speciation by thermo-desorption and chemical
characterization

Fig. 3 shows records obtained by Windmoller et al. (2013) for the
analysis of standard Hg compounds (prepared by solid dilution of
the Hg compounds in an inert matrix), using a DMA heating pro-
gram by temperature levels, identical to the conditions used in this
work. The release of Hg® occurs mainly at 50 °C and Hg3™ at 100 and
150 °C. Therefore, the temperaure range of 50—150 °C corresponds
to the release of reduced species (Hg® and Hg3"). Oxidized species
(Hg?") are released above 200 °C, and above 300 °C are the ones
which interact more strongly with the matrix.

Fig. 4 and Fig. 5 display the records obtained for the analyses of
the samples of this study and Table 1 shows the percentages for
each Hg species, considering the sum of Hg concentrations corre-
sponding to reduced species (up to 150 °C) and oxidized species
(temperatures above 200 °C). The percentages of oxidized species
were separated in two temperature ranges, from 200 to 300 °C and
above 300 °C, in order to emphasize the percentage of more labil
Hg?* (from 200 to 300 °C) and the Hg?* with stronger interaction
with the matrix (above 300 °C).

It is observed from Table 1 and Figs. 4 and 5 in all samples the
predominance of Hg?*, i.e., Hg released in temperatures above
200 °C. The percentages of reduced Hg were low, ranged from 1.4 to
7.5 in dry season and 0.2 a 16.2 in rainy season (Table 1). The source
of contamination of these samples is Hg® and it is known that the
oxidation occurs in soil from this area (Durao Janior et al., 2009;
Windmoller et al., 2015). Durao Janior et al (2009) also analyzed
samples from the retention tanks and a sample from the Hg hot-
spot, observing the presence of Hg® only in the samples with very
high HgT. These authors showed that the sample from the hotspot
(analyzed without homogeneization) shows sections with Hg®,
sections with a mixture of the three oxidation states (Hg®, Hg* and
Hg?") and sections with Hg totally oxidized (Durao Janior et al.,
2009). Therefore, it is not surprising that a mixture of Hg® and
Hg3" is present as reduced species in samples from the sedimen-
tation boxes in the present study. Hgd™ is a less stable species
compared to Hg?>* and, because of this, it is not considered in the

majority of the speciation analysis. Nevertheless, it is well accepted
that the species can be found in soils and/or sediments, as it is
discussed mainly in articles about mercury oxidation and reduction
processes, using thermo-desorption analysis where the transition
of Hg® to Hg?* and from Hg?* to Hg® showed a well shaped peak
between the peaks os Hg® and Hg?* that were attributed to Hg3"
(Soares et al., 2015; Valle et al., 2006; Windmoller et al., 2015;
Windmoller et al., 1996). The oxidizing environment may be
contributing to the Hg oxidation and its adsorption on fine particles
and therefore increasing their mobility.

Similar behavior was observed by Windmoller et al. (2007),
working with sediment samples from the Iron Quadrangle (MG).
This work also showed the predominance of oxidized Hg, the
contents of this element and Mn were grouped by cluster analysis,
indicating correlation between these parameters. The OM and clay
minerals act stabilizing the Hg?* formed and facilitate the balance
toward the oxidation of Hg. The oxidation mediated by bacteria is
also considered an important route (Barkay et al., 2003; Smith et al.,
1998).

The comparison of the several graphics of Fig. 4 evidences that
samples A2 and A6 are the ones that did not show Hg peaks at
higher temperatures in spite of presenting higher HgT contents.
This suggests that part of the Hg from the contamination is prob-
ably released from the sample by solubilization and/or volatiliza-
tion and the amount that remains forms stronger interations with
the matrix. This is confirmed by data of Table 1, according to which
the percentage of species Hg?* released above 300 °C is more
prevalent in the samples A4, A5 and A8, with 49.4; 57.7 and 67.4%
respectively. These samples are the ones with low HgT. For com-
parison, Fig. 5 displays the thermo-desorption graphics for selected
samples (A1, A5 and A7) collected both in dry and rainy seasons.
Sample A1, from one of the boxes, shows that the majority of Hg?*
is released up to 300 °C; sample A5 and A7 graphics show clearly
that the season with lower HgT displays higher peaks at very high
temperatures (600 °C and 700 °C), which means that Hg species are
stronger bound in these samples.

Sample A8 shows an atypical behavior, i.e., it is the only sample
that presented the highest Hg concentration at the temperature of
600 °C, indicating the presence of a highly stable Hg compound
(Fig. 4). The graphic of this sample is similar to the HgSO4 standard
(Fig. 3), suggesting a possible presence of this species.

All samples from the sedimentation boxes (dry and rainy sea-
sons) show Hg mainly as labile Hg?*, 84.4—99.5% (Table 1, sample
A1) and Fig. 5.

The predominance of oxidation processes over the Hg reduction
in soils has been observed in other works, e. g., in soils of the
Amazon and Minas Gerais (Brazil) (Valle, 2005; Valle et al., 2006).
Windmoller et al. (2015) investigated the redox process of Hg in soil
samples from the same contaminated area of this study. The results
showed that the oxidation kinetics occurs to a greater extent and
more quickly in relation to the Hg reduction process. This means
that the composition of the soils from this area favors the oxidation
of mercury in place. According to the authors, the oxidation facili-
tates the metal interaction with the fine particles of soil that can be
lixiviated by the rain. The oxidized form makes possible their
methylation (Windmoller et al., 2015).

The Pearson statistics analysis showed good correlations of Hg>*
with OM (r = 0.850, p < 0.05), C/N (r = 0.827, p < 0.05) and total S
(r=0.789, p < 0.05). The correlation of OM with S is an indicative of
S present in OM. The strong interaction of Hg?>* with S (inorganic
and organic compounds) is already well known, which justifies the
observed correlations.

The degree of humification of OM in soil and sediments can be
assessed by the C/N ratio. According to Jordao et al. (2000) the
values of the C/N below 20 indicate the total decomposition of the
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Fig. 3. Thermo-desorption graphics of Hg standards (modified from Windmoller et al., 2013).

OM in the environment and above 30 the decomposition is too low.
All sediment samples showed C/N values below 20 (Table 1) sug-
gesting that there is a high degree of decomposition of organic
matter in the sample collection site, a condition which, among
others, could favor the transport of Hg?* and eventualy the
methylation of Hg.

3.3. CH3Hg" concentration

The concentation of CH3Hg™ in sediment samples collected over

Rico and Grama streams ranged from <0.11 to 1.87 pg kg~! during
the dry season (Table 1). In the rainy season only one samples
showed CHsHg™ concentration above the detection limit, sample
A5, with 0.35 pg kg~ of CHsHg™. It is worthy mentioning that this
sample was the only one with significative higher HgT in the rainy
season. For samples Al and A2, collected from sedimentation
boxes, the concentration of CH3Hg™ was higher during dry season,
8.0 and 1.33 pg kg, respectively. In the rainy season the concen-
tration of CHsHg" in these samples was 0.7 pg kg~ ' and
1.01 pg kg™, respectively.
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Table 2

Concentrations of CHsHg" and percentages in relation to HgT found in sediment in this study and other papers.

CH3Hg* “Present study ™Pinedo-Herndndez et al. (2015) “Marrugo-Negrete et al. (2015) “Beldowski et al. (2014) “Carrasco and Vassileva (2015) ®Pietila et al. (2015)

(ngkg™") <0.11-8.0
) 0.02-0.7

4.1-434 8—-68
1.5-3.7 3-11

0,061-0.94 ~0.89—~7.5
0.12—-1.05 <04

0.8—-18
1.2-12

a
b
c
d

River Sediment/Sedimentation boxes.
River Sediment.

Swamp Sediment.

Sediment marine.

€ Peat Soil.

The percentages of CH3Hg" ranged from 0.02 to 0.7% in which
the lowest value corresponds to the sample with highest HgT
(sample from one of the boxes) and the highest value corresponds
to the sample from the stream with the highest HgT (A6). Marrugo-
Negrete et al. (2015) studying sediment samples from tropical
swamps in Colombia (Great Achi and Ayapel) impacted by gold
mining, found the lowest percentage of CH3Hg™ in the sample with
the highest concentration of the HgT. The HgT from Great Achi
sediments ranged from 543 to 1021 pg kg~ ! and the percentage of
CHs3Hg"' ranged between 3 and 7%, whereas for samples from
Ayapel HgT contents ranged from 145 to 313 pg kg~! and the per-
centage of CH3Hg" ranged from 5 to 11%. These are, in general,
higher percentages compared to this work. This diference is ex-
pected because the conditions of swamps in terms of higher organic
matter contents and lower water flow rates favors the Hg methyl-
ation. Other research study of the same group, Pinedo-Hernandez
et al. (2015), studying surface sediments affected by artisanal and
small-scale gold mining in the Mojana region of Colombia found
HgT between 196.2 and 1187.6 pg kg~ ! and CH3Hg* concentrations
significantly correlated with the HgT and organic matter (OM) and
represent between 1.7% and 3.6% of the HgT, i.e., also higher than
the results obtained here. According to the authors the temperature
was the parameter that favored the methylation due to increased
biological activity in higher temperature in the dry season. The
Pearson correlation between HgT and CH3Hg™ found in this work,
excluding the samples from the box, was positive and very high
(r = 0.878, p < 0.05). This information pointed out that the
methylation increases with the increase of HgT, but there should be
an Hg concentration from which the methylation is inhibited. The
CHsHg' concentrations also correlated positively with OM
(r= 0,824, p < 0.05), C/N (r = 0,931, p < 0.05), Hg?* labile (r = 0,727,
p < 0.05) and Fe;053 (r = 0,693, p < 0.05).

Although the percentages of CH3Hg™ are low during dry season
(0,02 and 0,04%, respectively), the results showed that the con-
centrations of this toxic pollutant can be extremely high (up to
8.0 ug kg 1). It is showed that the CH3Hg™ concentrations in the
boxes can reach 8 times the values found in the streams and
therefore the results point out that care should be taken to avoid
the transport of this material to the streams.

Sample A1 in the dry station, showed only 6.1% of the HgT is in
the forms Hg® and Hg3* and it presented the lowest percentage of
CH3Hg™ (0.02%, Table 1) compared with the other samples. On the
other hand, the percentage of Hg>" labile, correlated strongly with
CH3Hg™" concentration (r = 0.727, p < 0.05), both data suggesting
that oxidized Hg favors the methylation of the metal.

The study by Feng et al. (2011) showed that the redox conditions
are very important for the methylation of Hg and that this de-
creases with water depth and sediment, i.e., from oxic to anoxic
conditions. Study by Eckley et al. (2015), in sediments of Cottage
Grove Reservoir, west of Oregon, USA, showed that in the sediments
of wetlands, CH3Hg™ concentrations of the more superficial layers
0—2 cm are clearly higher when compared to deeper layers (up to
approximately 2.8 pg kg~! which corresponds to up to 0.9% of

CH3Hg™). The authors also observed increased concentrations and
percentages of CHsHg™ in flood water sediment when compared to
permanently flooded areas, i.e., an oxidizing redox potential favors
the metal methylation. These layers also had organic carbon con-
centrations and higher sulfate.

Table 2 shows the comparison of the results of CH3Hg" con-
centrations obtained in of this study with other works. They are
comparable to the concentrations of some marine sediments as
studied by Beldoswisk et al. (2014) and Carrasco and Vassileva
(2015) but the values are lower than river sediments studied by
Pinedo-Herndndez et al. (2015), swamp sediments studied by
Marrugo-Negrete et al. (2015) and by peat soil by Pietila et al.
(2015). Although these results show a lower range, the results
showed that the concentration can be as high as 8.0 pug kg™, which
is means that the possibility of bioccumulation and bio-
magnifications is not negligible.

In the investigated site, methylation occurs primarily by an
aerobic process, as the samples collected are surface sediment. The
microscope observation of the water collected from the sedimen-
tation box where the CH3Hg * concentration was highest
(8.0 pg kg 1), it was found the presence of microalgae and cyano-
bacteria. This observation brings the hypothesis that the methyl-
ation box sedimentation can be occurring due to the presence of
these microorganisms, or biotic methylation.

The biological process mediated by micro-organisms and fungi
can occur via transmethylation reaction. Methylcobalamin, also
known as vitamin B12, coenzyme is produced by the aerobic and
anaerobic bacteria. The synthesis of CH3Hg™ in the environment via
this compound is due to the transfer of a methyl group to Hg in
oxidized form, ie Hg?>* (Barkay et al., 2003; Bisinoti and Jardim,
2004). It is noteworthy that methylcobalamin is widely distributed
in the environment (Bisinoti and Jardim, 2004), and possibly this
coenzyme is also produced in the investigated site. It is known that
other parameters such as pH, temperature, OM concentration,
concentration of sulfide, redox conditions also influence the
methylation process (Acha et al., 2011), working in together or
separately (Bisinoti and Jardim, 2004) as each contributes differently
to form CH3Hg™. The characteristics of the medium are defining the
process (Bisinoti and Jardim, 2004). Abiotic methylation can not be
discarded and systematic stydies would be necessary to a better
understanding of the ways that this important reaction is occurring.

Jonsson et al. (2012) studied methylation ratios in sediments of
the estuary of the River Ore, the Bothnian Bay, Sweden. The results
of this study showed that the combination of thermodynamic and
kinetic effects of dissolution and desorption of Hg?" from the solid
phase influence and result in large differences in the observed
methylation rates ranging up to two orders of magnitude. Our re-
sults show the difference between the samples in terms of Hg
thermo-desorption profiles from the solid phase, thus indicating
differences in Hg?" interaction with the matrix and the importance
of studying how these differences affects the kinetics and ther-
modynamics of metal methylation.
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4. Conclusions

After 13 years of coming to light Hg contamination in a rural
area of Descoberto, Brazil, the present results showed the presence
of Hg in sediments near the area at concentrations that exceed the
value of quality set by the Canadian Council of Environment
(170 pg kg~! and 490 pg kg~!). The samples from the Grama and
Rico streams show a range of HgT from 5.8 to 266 pg kg~ . HgT in
material from the sedimentation boxes was found to be very high,
up to 41,580 pg kg™, even in the rainy season, when in general HgT
were much lower than in dry season. One of the collection points
from the streams shows higher HgT in the rainy season, indication a
transport and the possibility of Hg accumulation depending on
particulate matter transport fenomena.

The thermo-desorption analysis showed predominance of Hg>™,
possibly linked to organic sulfur, suggested by a good positive
correlation between Hg?* (labile), HgT (r = 0.886, p < 0.05) organic
mater (OM) (r = 0.850, p < 0.05) and the total S (r = 0.789, p < 0.05).
The analysis also showed that in the rainy season, that the HgT are
in general lower than in dry season, the Hg release at higher tem-
peratures, which means, the Hg that remains in the sediment is
stronger bound to this matrix.

The Hg contamination source in the study area is Hg®. The
oxidation of Hg, observed in thermo-desorption studies, is an
essential step prior to methylation and the results of this study
support other author results that showed the facility of Hg oxida-
tion in tropical soils.

The CH3Hg" concentration in streams sediment samples ranged
from <0.07 to 1.87 pug kg~! and in the samples of sedimentation
boxes the concentrations were 1.33 and 8.0 pg kg~! during dry
season. CH3Hg" concentration showed good Pearson correlation
coefficients with HgT (r = 0.878, p < 0.05), Hg?* (labile) (r = 0.727,
p < 0.05), OM (r = 0.824, p < 0.05), C/N (r = 0.931, p < 0.05) and
Fe,0s3 (r = 0.693, p < 0.05). The sample with the highest percentage
of HgT as Hg?" (98%) presented also the highest percentage of
CH3Hg" (0.7%) which corroborates the thesis that where the
oxidation is happening, methylation is favored.

These values are very preoccupying, showing that care should
be taken to avoid the transport of this material to the streams and
further studies on the transfer through the food chain would be
very important.
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ABSTRACT

Two methods for the determination of methylmercyGHsHg"), one in
sediment samples and one in cyanobacteria, weidated using gas chromatographer
coupled to a pyrolysis system with an atomic flgoence detection system (GC-pyro-
AFS). Sediment is one of the major sites of ;88 production and cyanobacteria
participate in biotransformation of mercury (Hg)tanthis species. The methods
presented here were based on the extraction ofHGH from these matrices,
derivatization, trapping, thermal desorption, G@asation, pyrolysis to reduce Hgo
elemental species and detection in AFS. The whalgation procedure followed the
protocols of INMETRO guide. The results showed tha two methods do not present
matrix effect; good linearity (0.994) in the ramgfed to 400 pg CkHg"; repeatability of
3%; intermediate precision of 8%; recovery in sdikample tests in the range of 93 to
129%; and detection limits of 0.04g kg* sediment and 1.3g kg' cyanobacteria.
Certified reference materials CRM580 and DORM-3ewgsed to evaluate the accuracy
of the method, resulting in 95 and 89% recoveriespectively. The method for
cyanobacteria matrix was used for #Hgmethylation assay with cultures of
cyanobacteria and microalgae isolated from watenpsss collected in an Hg
contaminated area. The production of 8" was detected in the culture of the
microalgaStichococcussp. representing a fraction of 0.23% of total Higled to the
medium, indicating its participation in the biotsdmrmation of Hg. The methods were,
therefore, adequate for the proposed objective aamdbe used as important tools in

routine analyzes and/or studies of the biogeochaicle of Hg.

Keywords. Methylmercury, Cyanobacteria, Sediment, ValidatG;-pyro-AFS.



1. Introduction

CHsHg' is a highly toxic species, it has high mobilitytine environment, it is
easy to bioaccumulate it in living organisms andsemuently it biomagnifies in the
trophic chain? This species is formed in the environment from ith@rganic Hg",
usually through the activity of sulfate-reducingctesia (SRBJ® and iron-reducing
bacteria (IRB) present in the sedimehtShe methylation of Hg occurs through
transfer of a methyl group from organic compoundsteaction that needs to be
catalyzed by microorganisms or mediated by a plhatmical procesd.

Sediment is an environmental compartment, whickelsy important for the
study of the Hg cycle. According to Shi et al.,isgeht is considered as the main site of
production of CHHg".” When entering aquatic ecosystems, Hg can reactdifférent
compounds or interact with particulate materialspre in the water and precipitate in
the sediment, mainly as the insoluble form Hg3e sediment allows to the occurrence
of innumerable organic or inorganic reactidrs. this matrix, Hg can interconvert to
several species of low or high toxicity (for exampCHHg"), in a process mediated by
microorganisms, which can compromise aquatic baoid human healttstudies show
that specific conditions are required to favor andiccelerate methylation, such as: low
pH, moderately elevated temperattfteseasonality;*° high concentration of organic
matter’®*? low water flow ratés* oxidant redox potential and high concentrations of
sulfate®?

Short-chain organomercurial species, such asHOH can easily penetrate the
cell membrane, due to the lipophilic characterhef alkyl radical® Given that CHHg"
is also soluble in water and is easily absorbedntigroorganism$, it tends to

bioaccumulate, mainly due to its affinity for suffiryl groups of protein§® As a



consequence, Hg biomagnifies in the food chain eard reach humans. One of the
effects of their intoxication is irrepversible dageao the central nervous syst&m.

Cyanobacteria are a group of photosynthetic prakasycapable of colonizing
various habitats**® being found in the water column (pelagic) or sestits (benthic)
that receive light radiation, and also in humidssti They are basically constituted by
high molecular weight proteins, glycoproteins andater layer of mucilage formed by
polysaccharide$” Cyanobacteria are part of the phytoplankton conitpdfi*® playing
the role of primary producers, and are one of tiannentry routes of C#Hg" in the
aquatic food chain.It is worth mentioning that in this complex comritynconsisting
of algae, protozoa, bacteria, fungi and other asyas, the cyanobacteria stand out for
their environmental adaptatiofisin addition, cyanobacteria play a major role ie th
structuring of biofilms due to the production of ambundant layer of
exopolysaccharides, which are the basis for th&liaion of a complex microbial
community?>?* A study by Lazaro et al., demonstrated that the dominance of
cyanobacteria is associated with increased pramtuctif CHHg'.' Therefore, the
cyanobacteria play important ecological roles tsapport the processes of Hg
bioaccumulation and biotransformation, influencitige biogeochemistry of this
element.

Hg chemical speciation studies provide relevanformation for the
understanding of metal toxicity, mobility and awaiility.?>** In this case, studying the
CHsHg" species in sediment and cyanobacteria matricesnex very important
because they are possibly the first matrices wtierenethylation process occurs. In the
case of cyanobacteria, bioaccumulation may als@dweirring. It is noteworthy that
there are few studies on the methylation of Hg amantification of CHHg" in

phytoplankton samples or cyanobacteria culturesadaboratory



Many studies have been carried to develop metlogies for the determination
of CHsHg" in several different matrices. These methodologieserally use the gas
chromatography-pyrolysis-atomic fluorescence spetry (GC-pyro-AFS§# 2 gas
chromatography-inductively coupled to plasma masctsometry (GC-ICP-MSY:28
high performance liquid chromatography-inductivejoupled to plasma mass
spectrometry (HPLC-ICP-M&)***°and gas chromatography electron capture detector
(GC-ECD)!* 3 Techniques that use ICP-MS as detector and isafdpton are the
mainly ones used to study artifact formation, whielly occur during the extraction of
the analyté*3?3*GC-pyro-AFS and HPLC-ICP-MS are the techniques Haate been
widely used. The great advantage of the former ¢verlatter is the low cost of the
analysis.

The objective of this work was to validate methémtsdetermination of CkHg"
by the GC-pyro-AFS technique in environmental sawmplof sediment and
cyanobacteria that could be used as important foolthe study of the biogeochemical
cycle of Hg in the environment and specifically hation studies. An example of
application was showed by studying #ignethylation with cultures of cyanobacteria

and microalgae isolated from water samples colierten Hg contaminated area.

2. Methodology

2.1 Apparatus

The determination of CiHg” was performed on a gas chromatographer coupled
to a pyrolysis system with an atomic fluorescenetedion system (GC-pyro-AFS),
Merx, Mark Brooks Rand Labs, USA. Argon gas freeHgf (grade > 99.9992) - Air
Products (Sao Paulo, Brazil) was used as the maihigse of the chromatographic

column. Tenax® trap was used to adsorb the Hg espgubduced in the derivatization



and trapping step. The purge with nitrogen gag) fe of Hg (high purity grade

99.997) - Oxichama (Contagem, Brazil) was usetiénatdsorption step.

2.2 Reagents

All reagents used were of analytical grade. Thaddrds were prepared from
CHsHgClI standard solution of 1000 pg'l(Brooks Rand Labs, USA), acidified with
0,5% v V' de CHHCOOH (J. T. Baker, USA) and 0,2% W ¥ACI (Merck, Germany).
KOH, methanol (gradient grade for liquid chromagtqgry), HSO, and KCI solution
were prepared with Merck reagents (Germany). ThiBugo tetraethylborate solution
(NaBEt - 1.33 mol [) was prepared by dissolving NaBE&It(97%,Sigma Aldrich,
USA) in 2 mL of anhydrous tetrahydrofuran (THF) asaipleting the volume with 38
mL of 2% wv* KOH solution. Preparation of this solution reqsigre such as the use
of an inert gas chamber. Sodium acetate buffer BBoooks Rand Labs. Ultrapure water
(> 18 MQ cm) from Milli-Q Element system (Millipore, Bedfdy MA, USA) was used

throughout this work.

2.3 Optimization of the chromatographic system ahthe derivatisation and trapping

step

Preliminarily to the validation of the method, s®nparameters of the
chromatographic system and of the derivatisatiah suattering step were optimized in
order to obtain a better analytical signal of #8l§". Table 1 presents the parameters
optimized with the conditions under which they weested.The mass of 400 pg

CHsHg" was used for the optimization. It is worth notithgit the column length was



unchanged, as there is only one available comnemaiamn of 31.75 centimeters long,
2.1 mm in diameter, packaged OV-3 (Brooks Rand LdWSA), composed of
phenylmethylsiloxane. Another parameter that reetioconstant was the temperature
of the pyrolytic column (750 °C), where thermal a@®position and reduction of

mercury species to elemental Hg fHgccurs for quantification in the AFS detector.

Table 1 Optimized chromatography system and derivatizatmal scattering step

parameters and the respective conditions tested

Parameters Conditions used

Argon flow (GC mobile phase) (mL nif 10.0; 14.0; 16.0; 17.0; 19.0; 25.0 and 31.0
Temperature GC (°C) 30.0; 33.0; 35.0; 36.0; 38040

Nitrogen flow in the trapping bubbler (mL mip 68; 91; 127; 160; 203; 247; 297; 344 e 394

Reaction time between GHg" and NaBEt 0; 2;5; 8; 11; 14; 17; 20; 23 and 26
(min)
Trapping time (min) 5; 10; 15; 20; 25 and 30
Trap drying time (min) 0;3;6;9and 12
NaBEt, volume (iL) 25; 50; 75; 100 and 125

2.4 Samples used for validation

The sediment sample used in the validation of tle¢hod was collected in an
area contaminated by Hg from gold mining in DescabMG, Brazil. The sample was

intentionally chosen with low concentration of idthy in order to guarantee also a low



concentration of CkHg". Thus, a low ChHg" concentration present in the sample

would not influence doping with the same specigsiired for the validation tests.

Cyanobacteria biomass used in this study was auafrom cultures of the
strain ofNostoc paludosurBA033 (GenBank: KX423684), currently maintainedhe
Laboratory of Limnology, Ecotoxicology and Aquatitcology — LIMNEA’s algae
culture bank in the Institute of Biological Scieada Universidade Federal de Minas
Gerais. The samples were cultivated in Erlenmewyis5 L capacity in BG-11 culture
medium, kept under controlled conditions of ligh? (umol cm?) and temperature (20 +

1 ° C). After 40 days of culture, it was centrifdgand lyophilized.

2.5 Extraction of ChHg"
2.5.1 Sediments

Before starting the validation procedure, threehmes of CHHg' extraction
from sediment were tested. One procedure suggestéide Merx manufacturér,and
two other ones described by Carrasco and VassilediaHorvat et &% The latter was
chosen to be used in this work, with some altenatidbecause of its advantage

compared to the others in not using organic solvent

The sediment sample was subjected to a distillay@tem (Brooks Rand Labs)
following the modified procedure of Horvat et®*&ISample mass of 0.5000 g was
weighed in a teflon tube to which 30 mL of ultrapwater was added together with
500 uL H,SO, 8 mol L* and 200uL KCI 20% w v'. Other Teflon tubes for collection
of the distillate containing 5 mL of ultrapure watgere placed in an ice bath. The

sample was distilled at 125 °C under a nitrogerwflof 61 mL mifi® during



approximately 3 hours after which 75% of the dst#d had been collected. Then, the

distillate was diluted to 50 mL and transferrectglass jar derivatization system.

2.5.2 Cyanobacteria

The extraction of CkHg" from the cyanobacteria samples was performed using
the procedure proposed by Carrasco & VassilevaMarck manufacturemwith minor
alterations>®” A mass of 0.5000 g of lyophilized cyanobacterimsie was weighed
into Teflon tube, 2 mL of 25% thKOH/methanol solution was added and the tube was
closed, being taken to a thermostatic bath at 750tC3 hours. The volume of the
obtained extract was completed to 10 mL. It wasestiin a vortex for 2 minutes and
centrifuged at 3,000 rpm for 15 minutes. Then, DM®f the extract was pipetted and
added into 50 mL of ultrapure water in the reactital used in the derivatization and
trapping step. The volume of the extract for thevddization step was optimized in
order to reduce the limit of detection. The volunbested were: 20; 30; 50; 100; 200

and 500uL.

2.6 Derivatization and trapping step, and deterntimaof CHHg"

It was added 300uL of sodium acetate buffer and 50L of sodium
tetraethylborate solution (NaBto the derivatization system. The set was le#itemd
for 17 minutes for the contact of the reactantadtien time), and then purged with
nitrogen gas at 91 mL miinfor 25 minutes. Traps were dried with nitrogen &@s6

minutes and analyzed individually by the thermodgstson system coupled to a



chromatographic column filled with OV-3. The GC fsenature was maintained at 35

°C. Argon gas was used as mobile phase and flewssd was 17 mL min

2.7 Method validation

To evaluate the figures of merit of the methods, HMETRO DOQ-CGCRE-
008 validation guide was usdd.The tested figures of merit were: matrix effect,
linearity, working range, limit of detection, limibf quantification, precision and
trend/recovery tests.

The analytical curve from 0 to 500 pg was prepdrech CHHgCI standard
solution of 1000 pg t, acidified with 0,5% v # CH;COOH and 0,2% v VHCI. The
analytical curves were constructed in triplicat@gqueous solution and using the matrix
adjustment method, doping the sediment and cyabet@csamples. Reference
materials CRM-580 (estuarine sediment) and DORNIsB (protein) were used, whose
concentrations of CiHg" are (75 + 4ug kg* and (355 + 56jug kg*, respectively.

The blank of the analytical curve in aqueous sotutivas prepared with 0.5% v
v! of CH;COOH and 0.2% vV HCI and then derivatized for posterior analysiee T
blanks for the curves for the matrix adjustmenthudtwere prepared together with
sediment or cyanobacteria extraction procedures dach curve independently,
undergoing the same extraction procedures usesktiiment and cyanobacteria without
addition of CHHgCI standard. They were then derivatized for pastanalysis.

It is noteworthy point out that the blank of theabical routine was submitted
to the same procedure applied to the sediment am@ohobacteria samples, i.e.,
performing all extractions without the presencetloé matrix. The analysis of 8
independent replicates of these whites was usechlitulate the limit of detection

(LOD) and limit of quantification (LOQ).



The statistical treatment of the data was performét Excel 2007 version,

following the guidelines of Souza et*l.

2.8 Application of the methods

An application of the method for determinationGisHg" in sediment samples
has already been published in previous ibend, therefore, only the application for
samples of cyanobacteria and microalgae will beesied.

Strains isolated from water samples collectedhm g contaminated area at
Descoberto, MG, Brazil, were used. Three researmmtksvhave already described the
contaminated ar¢®:*? It is a small area (ca. 1,300°mocated on a slope descending
towards a stream. Two samples were collected: ona sedimentation box, whose
function is to retain the material leached by rand another one in the stream. A
volume of 500 mL of the samples was collected ityropylene flasks and placed in
styrofoam boxes to keep the temperatue low. Twooiéach sample were enriched in
aqueous BG-11 culture medium in petri dishes maiath at controlled light and
temperature conditionddicrocontrolling and solid plating methods were dise obtain
the isolates. After obtaining the cultures, theyevanalyzed under optical microscope
for their identification based on morphological dweristicsThe cyanobacteria of the
genusFischerellasp. and the microalgae of the ge@iEhococcusp. were identified.
Isolation and identification of the species wereried out by researchers from the
LIMNEA laboratory. To produce the samples used hie @pplication of CkHg"
determination, cultures of cells aged 40 days wemed separately with a concentrated
solution of Hg", obtaining a final concentration of 20 L™ in the cultures. They were

cultivated under the same conditions previouslycdeed for the cyanobacteridostoc



paludosum(item 2.4). The samples were shaken for 7 daysfenadly centrifuged,
washed and lyophilized for determination of 4Eld" in GC-pyro-AFS.
Total Hg quantification using a DMA-80 (Milestoneas performed in order to

evaluate the percentage of " present in the sample relative to the added Hg.

3. Results and Discussion
3.1 Method Validation

According to the validation guide INMETRO, the idaltion has the following
definitions: (i) it is the confirmation by examimat and providing objective evidence
that the specific requirements for a particulaemted use are attended to; (ii) it is the
verification in which the specified requirementg auitable for a intended use. In this
work, the main parameters to validate a method \wgseematically studied, aiming its
application in future studies on the biogeochemagale of Hg. The validation process
was conducted using assays with standard solutiblaks, spiked samples and

certified reference materiafS.

3.1.1 Optimization of the chromatographic system

The variables of the chromatographic column, mopHase flow rate and GC
temperature were evaluated taking into accountréselution factor (Rs) and the
retention time in order to obtain a shorter analygne with good resolutions on the
analytical signals. The calculation of Rs was penfed from the chromatograms
obtained. The species release sequence in the atograph is: HYy CHHg', and a

third signal that derivatization does not diffeiate between Hg and CHCH,Hg", but



the most abundant species is certainly Hpereafter referred to as HigThe peaks of
Hg’ and CHHg" always come closer to each other than the peaigifig” and HG",
i.e., the signals of the latter are always more separ&®dthis reason, only the Rs for
Hg%/CHsHg" components will be presented and discussed. Taldkows the results

obtained for the mobile phase and GC temperatave tibsts.

It is observed that the value of Rs is higher thd&nfor all the varied conditions
of the mobile phase flow rate (except for the flate of 31.0 mL mir, Rs = 1.26) and
the chromatographic column, showing that there c®mplete separation between the
peaks of H§ and CHHg". The best values of Rs are found for flow rated@D and
17.0 mL min® and at temperatures of 30.0 and 33.0 °C. Howetethe 10 mL mitt
flow rate the full peak of Hi is not obtained by setting the total analysis timel0
minutes, since the retention time is 4.74 minutesCfiHsHg", considered to be long. It
was also observed instability for this flow rat@ce it was the minimum flow rate

value of the rotameter, whose use is not advisable.

For flow rates 17.0 and 19.0 mL rifinthe total time of analysis can be reduced
to 10 minutes, leading to the observation of the¢hmain complete peaks (Hig
CHsHg" and Hg"). It was decided to use the flow rate of 17.0 min'h because it
presented better resolution in relation to the frate of 19.0 mL mitl and a reduction
of the total analysis time and retention time of:88 compared to the flows of 10.0;

14.0 and 16.0 ml mih

Although the flow rate of the mobile phase recomdeehby the EPA 1630
method is 30 mL mif,*® the best signal was observed with lower argonfigasrates.
The flow suggested by EPA 1630 metfiodas the advantage of reducing the analysis

time to 7 minutes, but does not guarantee a gopdragon of the peaks of Fgnd



CHsHg", since Rs <1.5 as observed in the flow rate of®1min’ (Table 2). Carrasco
& Vassileva used the flow rate of 17.3 mL mj{** which is similar to the flow rates

used in this work.

Even though at temperatures of 30.0 and 33.0 °Chitjieest value of Rs was
observed in relation to the others, with these eslit was not possible to obtain the
complete signal of HJ in 10 minutes of analysis. This is due to the éase in
retention time when the GC temperature is decreaskdough the signal used for
analysis was only the one related tos8H’, it was considered important to record the
exit of all Hg species as a guarantee of the chtognaphic column cleaning and to
obtain some qualitative information on the preseof¢his species. Therefore, these
temperatures were not chosen to proceed with th¢dGHanalyzes. At temperatures of
35.0 to 40.0 °C the complete signals of all comptméHd, CHsHg" and HG") were
observed after 10 minutes, with gy retention times lower than those observed at
temperatures of 30.0 and 33.0 °C. The values ok&s better at temperatures of 35.0
and 36.0 °C (Table 2). The manufacturer, Merx, mao@nds the temperature of 36.0
°C for the GC, which can be either adjusted or. @#rrasco & Vassileva used the
temperature of 36.0 °C for GC in their wofR$> In the present study, no significant
difference (p > 0.05) was observed between theuated factors for the temperatures

of 35.0 and 36.0 °C. It was therefore decided tahsetemperature at 35.0 °C.



Table 2 Resolution factor and retention time obtained moobile phase and GC

temperature optimization

Mobile phase flow rate

Flow rate (mL miff) Rs (HJ/CHsHg") Retention time (min)

10.0 2.62 4.74
14.0 2.12 3.77
16.0 2.24 3.56
17.0 2.64 3.43
19.0 2.14 3.16
25.0 1.54 2.64
31.0 1.26 2.25

GC Temperature

Temperature (°C) Rs (HJ/CHsHg") Retention time (min)

30.0 3.24 3.98
33.0 2.38 3.78
35.0 2.00 3.42
36.0 2.06 3.38
38.0 1.94 3.22
40.0 1.86 3.02

3.1.2 Optimization of the derivatization and trapgpistep

The optimized parameters in the derivatisation sgattering step were:.Njas
flow in the bubbler of the trapezoid; reaction tirbetween CkHg" and NaBEf
trapping time; drying time of the trap and the wvoii of NaBEf solution. These
variables were evaluated for the best analyticghai area. The optimization was
carried out using a univariate method. The resolitained in the optimization are

presented in Table 3.



Table 3 Results of the optimization of the parametershefderivatisation and trapping

step

Parameters Conditions

N> gas flow in the bubbler of the trapezoid 91 mL thin

Reaction time 17 min
Trapping time 25 min
Drying time of the trap 6 min
Volume of NaBE} 50 pL

It was observed that with the increase of the fdwhe N gas in the bubbler,
which has the function of carrying GHg" to the Tenax® trap, the analytical signal
decreases, increasing the standard deviation crthlysislt is suggested that there are
2 forms of CHHg" signal loss due to intense bubbling: one can bsezhby the water
droplets that are carried into the trap, makinglifficult to adsorb the Hg species;
another is that the force with which the gas cartiee analyte does not favor the contact
time required for its adsorption. The best anafytgzgnal was obtained for the flow rate
of 91 mL min?, which is lower than the one recommended by ththateEPA 16303
which suggests aNlow rate of 350 + 50 mL mih A difference of 21% was observed
between the largest analytical signal for £ obtained with the Nflow rate of 91
mL min® and the lowest analytical signal obtained for floev rate close to the value
recommended by method EPA 163ayhich is 344 mL mift. Another advantage of
using a lower flow rate is the reduction of gasstonption. Therefore, the selected N

flow rate of the trapping step to proceed the;B#f determination was 91 mL min



The reaction time was optimized in order to gusrarthe complete reaction
between the derivative and the §H". The increase of the reaction time, leads to the
increase value of the analytical signat, the longer the reaction time, the greater the
extent of the conversion of GHg" to CHHgCH,CHs. The highest value for the
analytical signal was observed at 17 minutes. Aftes time, this value decreases
slightly. Based on this, the reaction time was &etl7 minutes, corroborating the

recommendation of the method EPA 1630.

The trapping time is the time required to withdréne analyte from the reaction
vial and to adsorb it in the trap. The results stavthat as the time increases, the
CHsHg" analytical signal also increases and stabilize®5aminutes. The EPA 1630
method recommends a trapping time of 17 mintiteghile in the works of Carrasco &
Vassileva the time used was 15 minufeS.However, the time selected to proceed with

the CHHg" analyzes in this work was 25 minutes.

The drying of the trap is necessary, since the Hitynpresent in it affects the
desorption of the Hg species and, therefore, tladyacal signal. There was a difference
of the 54% among the GHg" signals observed between 0 and 3 minute. Thigabets
that the peak area is reduced drasticly withouttlyeng of the trap, which confirms the
desorption inefficiency. From 3 minutes on, thelginzal signal has little variation,
with a difference of only 4% between 3 and 12 mesuin this case, any time above 3
minutes could be chosen for drying the trap. Theetof 6 minutes was selected, since
at this point a standard deviation of less than iButes was observed and also a
guarantee of total drying of the trap. The EPA 1&3&hod recommends a time of 7

minutes for drying the trap.



The volume of the NaBEtsolution also influences the analytical signal.thAs
NaBEt, volume increases, the analytical signal of;84f declines. The largest area of
the peak is reached by using a volume ofiBOAccording toEPA 1630% the volume
of NaBEY, solution suggested is 4. The volume of NaBRtselected to proceed with

the CHHg" analyzes was 50L, as well as in the works of Carrasco & Vassil&¥&.

3.2 Matrix effect

To evaluate the matrix effect, three analyticalves for CHHg" (0; 100; 200;

300; 400 and 500 pg) were prepared in agueousi@ojuh sediment, and a third in
cyanobacteria biomass. The matrix effect was ewaiudy comparing the angular
coefficients of the analytical curves of the analyt the absence and presence of those
matrices. These angular coefficients were compasaty Fisher's test to evaluate any
differences between the angular coefficient vaganalue, and the Student's t-test to
determine whether there was a significant diffeeebetween these values, which is
indicative of the occurrence of matrix effect. Tiesults are presented in Table 4. The
hypothesis tests were performed with significareeell of 0.05 using software Excel

2007.



Table 4 Matrix effect evaluation for matrix-adjusted anadgt curves in sediment and

cyanobacteria biomass

Angular

Coefficient + J F T T
Sp* ~ calculated critic calculated critic
Aqueous solution 29.46 + 0.64

Matrix adjustment curve in
sediment comparedto  29.43 +0.13 22.6 19.000 0.07 4.303
agueous solution

Matrix adjustment curve in
cyanobacteria biomass
compared to aqueous
solution

28.3+0.9 2.10 19.000 1.77 2.776

* SD: Standard Deviation (n = 3).

Table 4 presents the angular coefficients for eatalytical curve with their
respective standard deviations. Test F shows teetis no significant difference
between the standard deviations of the curve ofilawith cyanobacteria and the curve
with aqueous solution. However, a significant diéfece was observed between the
standard deviations of the curve obtained withgbd@iment matrix and the curve with
aqueous solution. This has an influence on thecehof the method of calculating t-
Student values for comparison of the means of tiguilar coefficienté* The results
show that there is no significant difference betwte values of angular coefficients of
the curves prepared with sediment and the curveisaped with aqueous solutions, as
well as between curves prepared with cyanobacteamass and aqueous solutions.
This shows that there is no significant matrix effeetween the CiHg" curve in the
agqueous solution and the matrix adjustment curvddth sediment and cyanobacteria,

showing that the curve in aqueous solution candeel for analytical purposes. Thus, all



subsequent tests were performed with the analytoave of CHHg" in aqueous

solution.

3.3 Linearity and regression

Statistical tests were used to evaluate if the yéical curve of CHHg" in
aqueous solution meets the premises for the uieeddrdinary Least Squares Method
(OLSM). Linearity was assessed according to INMET&®@ guidelines proposed by
Souza®* The following parameters were evaluated: visuabéttion of the curve;
Jacknife method of standardized residuals (oujliRyan-Joiner test for normality;
Durbin-Watson test for residual independence; haedasticity by the Brown-
Forsythe or Levene test; and significance of tisellte obtained for linearity evaluation.
It must be pointed out that each of the six lewalshe curve was determined in

triplicate and independently, totaling 18 points.

The visual inspection indicates that the analytimaive is linear and has the
coefficient of determination @R equal to 0.989. However, only the correlation
coefficient (r) and the determination coefficieREY are not sufficient for the linearity

test. Therefore, other parameters were systemigtenadlyzed.

The occurrence of discrepant values was assess#testandardized Jacknife
method, calculated for each point on the calibratiorve. Values with residuals greater
than the critical value were eliminated. The teaswapplied repeatidly until there was
no outlier present, following the elimination protd of up to 2/9 of the data. A total of
4 data were removed by the Jacknife test, among ttie level of 500 pg and a

replicate of the mass corresponding to 400 pg.



The Ryan-Joiner test was applied to the regressgsiduals to verify their
normality. The results show that these residudleviothe normal distribution, since the
deviations of normality are not significant (p 310) and the correlation coefficient (R =
0.9818) obtained is higher than the critical R 488 for the analytical curve of

CHsHg" (Table 5).

The Durbin-Watson testd] was applied to evaluate the independence of the
residuals. The applied test leddovalue of 1.672 (Table 5). In the independence test
graph, the points were well distributed in the qaatsk, allowing the conclusion that

there was no correlation among residuals (p > 0.05)

For the homoscedasticity test of the regressioiduats, the points of the curve
were divided into two groups. Group 1 correspordhée mass of 0, 100 and 200 pg of
CHsHg" and group 2 corresponds to the mass of 300 anggd@d CHHg'.
Homoscedasticity can be estimated by calculating6tf1 x 10") using the Brown-
Forsythe and Levene test. The tests show that twase no significant difference
between the variances studied in groups 1 and D(@5), showing that the variances

are independent of the concentration for this drcallycurve.

The range of 100 to 500 pg for the constructionthed analytical curve of
CHsHg" for GC-pyro-AFS, showed deviation from linearity the ANOVA test. After
exclusion of the 500 pg level and one replicatethef 400 pg level, linearity was
obtained for a range of 100 to 400 pg, at the 99#didence level. The regression was
significant (p <0.05), indicating that the proposadge meets the premises for OLSM

use. The analytical curve data obtained are showiable 5.



Table 5 Statistical parameters and data obtained in tladuation of the premises for

using the OLSM method

Statistical parameter Calibration curve
Slope 28.11
Intercept 288.6
Linear range 100 - 400 pg
R? 0.994
Numero de observacdes 14
Normality for p >0.10
R 0.9818
R critical 0.9481
Independence for p > 0.05
d 1.672
There is no correlation 1.349 <d < 2.650
Homoscedasticity
tL 6.91 x 10"
p 0.5029
Linearity deviation (for. = 0.01)
F 5.96
F critical 7.00
Regression (foa = 0.05)
F 2134
F critical 4.74

3.4 Precision and Accuracy

The repeatability (8 independent replicates amalypn the same day) and
intermediate precision (16 replicates in totalssat 8 independent replicates analyzed
on different days) were tested with the standar®®® pg of CHHg" in aqueous
solution, whose level is located near to the cémimant of the analytical curve. It
should be emphasized that, in the absence of axnedftect, the tests mentioned above
were performed in aqueous solution. The recovetls/ waas 103% for the repeatability
test with relative standard deviation (RSD) of 3B6r the intermediate precision, a

recovery of 102% with RSD of 8% was obtained. Thesailts are within the criteria



established by the guide of INMETRO and EPA, whasmvery must be between 80

and 120% and RSD should not exceed 1%%.

The trend/recovery was verified with spiked sammed the use of certified
reference material: CRM-580 for sediment and DORKbi3cyanobacteria. Standard
sediment spiked tests were conducted with dopsHyHG" solution for the final mass
corresponding to 80; 175; 275; 375 pg. For cyaniic the mass of C3Hig™ for
doping were 50, 250 and 350 pg. All doping wasiedrout in triplicate. The results of

trend/recovery are shown in Fig. 1.

The recovery rate of the analyte obtained for ttend/recovery tests and
reference materials ranged from 89 to 129% (Fig.Akcording to the acceptance
criteria recommended by the INMETRO guifeyhich establish satisfactory recoveries
between 80% and 1208%%° the proposed method presents accuracy, in terms of

percentage recovery, within the acceptable range.

Only level 1, corresponding to 80 pg of ¢’ in the sediment, exceeded the
value of 120% (Fig. 1), might suggest a possibligaat formation. This event has been
discussed in the literature as mentioned in th@dloiction. However, the confirmation
of accidental methylation could not be carried outthis work due to the lack of
accessibility to an instrument capable of perfognsotope dilution tests. Considering
that the positive error was not observed for théifes reference material, which has a
high concentration of HgT, and also in the othaaleated levels, the artifact production
does not seem probable. Given that overestimafitmeoCHHg" content was observed
at the level at which the concentration was closthé detection limit of the technique,

the high standard deviation and the positive ererjustified.
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Fig. 1 Recovery rates obtained for the test with refeeematerial and for the spiked

samples test.

3.5 Limit of Detection and Limit of Quantification

The LOD and the LOQ were calculated using anaysignal of 8 independent
blanks. These blank solutions were prepared usi@game reagents used for extraction
and derivatization of sediment samples and cyanebac For these calculations, the
standard deviation of the analytical signal of khenks (s), the slope of the analytical
curve (b) were considered in the following expressi LOD = 3.3 s/b and LOQ = 10

s/b. The dilutions of each matrix were also considdor the final values calculation.

For sediments, the obtained LOD and LOQ were afd 0.13pg kg*,
respectively. For the cyanobacteria the LOD ig&g* was and LOQ was 3,8y kg™.
Faucheur et al. report that the phytoplankton acdate between 2 and 3@g of
CHsHg" per kg of seaweed in dry weigtThe concentration ranges of GHty™ in

sediment studies were (4.1 — 43 kg?);'° (8 — 68pg kg*);* (1 — 40ug kg?);*® and



(0.046 — 5.2ug kg?).'%11***These LOD and LOQ values, therefore, allow thehmes

to be applied for Hg methylation studies in sedita@md cyanobacteria.

3.6 Application of the methods

The validated methods were applied to samples difrsnts and cultures of
cyanobacteria and microalgae obtained from watemptes collected in an area in
Brazil (Descoberto-MG) contaminated with Hg, duethe use of this metal for the
exploitation of gold. A research work on sedimenitshis area was published in 2016
by Mendes et al. The authors quantifiedz8H" in river sediments in the contaminated

area and in sedimentation boxes at concentrataging from <0.11 to 8.0g kg™.

As described in the methodology, two water samplere collected in the same
area of the sediment sampling sites: one in thamssdation box and another in a
stream in the contaminated area. The culturesvirigicells were doped with Hg
solution in order to evaluate the production of ;88 by the culture of the

microorganisms found in thesamples.

The cyanobacteriurkischerellasp. showed, after the assay, a concentration of
CHsHg" below the LD (1.31g kg%) of the method, which corresponds to values below
0.003% of HgT (dry weight), whose concentration wasermined by DMA-80. The
microalga presented a production of this organouar&kcspecies, at the concentration
of (25 + 2)ug kg after the test, corresponding to 0.23% of HgT (aw,ight). These
data shows that the microalgae may be one of tleeooriganisms responsible for the
methylation of H§" at the studied site, since it was found in theesaatimentation box
where the concentration of GHg* was 8.0ug kg* (the highest one observed in the

contaminated area by Mendes et &l.).



Although it is clear that there was methylation tmcroalgae culture, this
proportion of CHHg" was very low and it is important that other expemts are
performed to better understand under what condittbis microorganism promotes the
methylation of Hg and whether other microorganigresent in the contaminated site

are also contributing to this important procesthefHg cycle.

4. Conclusions

The validation of the methods for determinatiorCéfzHg" in sediment samples
and cyanobacteria biomass using GC-pyro-AFS shog@at results. Among the
parameters evaluated in the optimization, it iematrthy to highlight out the increase
of the time and the reduction of the s flow in the scattering stage, conditions with
which the best analytical signals were obtained fatrix effect was not observed for
the methodology applied in both matrices, makingassible the use of the analytical
curve of CHHg" in aqueous solution without prejudice to the t#lity of the results
obtained. Linearity, precision and trend/recoversts were adequate for the proposed
method. Low LOD and LOQ were obtained for both ©fzacteria and sediment
analyzes. Although there is no consolidated Braazililegislation regarding the
concentration of CkHg" in these matrices, the LOD and LOQ values areapjate
for a possible comparison and discussion ofld§ contamination in environmental
samples. These methodologies are an importantadod¢ used in routine analyses, Hg
methylation studies by cyanobacteria and sedimé&ndies in areas vulnerable to
environmental contamination by Hg.

The study of methylation by microorganisms foundha contaminated area in

Descoberto showed that the cyanobacté&igcherella sp. was not able to produce



CHsHg" in the studied conditions. The microalg&&chococcussp. presented mild
methylation ability. However, these are the fiessults of methylation studies of Hg in
living organisms from this contaminated area. ltuldobe important to carry out other
studies with changes in some parameters considengartant for the biosynthesis of
Hg, such as pH, concentration of organic mattenptrature, sulfide concentration,

among others.
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