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Resumo

Resumo

Neste trabalho desenvolveu-se uma montagem baseada no conceito
SIA para a determinacdo colorimétrica catalitica de mercirio em aguas.
O procedimento de determinagdo baseia-se na reacgao de oxidagao da
tiossemicarbazona da 4,4'-di-hidroxobenzofenona (TDHB) pelo
peréxido de hidrogénio e catalisada pelo cobre. A TDHB utilizada como

reagente titulante, foi sintetizada.

A metodologia desenvolvida ¢ adequada ao controlo de qualidade
do merctrio em aguas, na medida em que o limite de detec¢do do
procedimento (1,0ug/L) permite efectuar a determinagao de mercario

nas concentracdes méaximas admissiveis pela legislagao portuguesa.

Os resultados obtidos com este procedimento revelaram-se
reprodutiveis, tendo-se obtido coeficientes de variagdo inferiores a 5%.
A analise comparativa dos resultados obtidos com os obtidos por
Espectrofotometria de Absorgdo Atémica com geracdo de vapor frio,
revelou uma correlacio satisfatéria (R2=0,9985) e a ndo existéncia de
diferencas significativas entre ambas as metodologias, do ponto de vista

estatistico.

Através do sistema desenvolvido, determinou-se a concentragido de
mercario de um conjunto de amostras de agua. Todas as etapas
analiticas ocorreram em circuito fechado, o que minimizava os riscos

toxicos e de contaminagdo externa. Adicionalmente apenas era

consumida uma quantidade reduzida de amostra (2,39mL) e reagentes

(23,38ug de TDHB).




A montagem desenvolvida demonstrou toda a versatilidade dos

sistemas SIA, na medida em que era possivel implementar e
desenvolver novas metodologias partindo do mesmo sistema. Na
construcdo da montagem foram empregues materiais e equipamentos

de custo reduzido e acessiveis & maioria dos laboratérios de controlo de

qualidade.

xiv



Abstract

Abstract

A SIA manifold for the catalytic colourimetric determination of
mercury in waters was developed. The determination is based on the
4,4'-dihydroxybenzopyenone thiosemicarbazone (TDHB) oxidation by
hydrogen peroxide, and catalysed by copper. The TDHB used, as

titrating reagent, was synthesized.

The developed methodology is suitable for the water quality control
concerning to mercury, as the procedure detection limit (1,0ng/L)
allows the mercury determination at the maximum concentration level,

settled in portuguese legislation.

The results obtained with this procedure showed reproducibility,
with deviation coefficients lower than 5%. The comparative study of the
obtained results with those obtained by cold vapour Atomic Absorption
Spectrophotometry revealed satisfactory correlation (R?=0,9985) and the
non-existence of significative statistical differences between both

methodologies.

The mercury determination in a group of water samples was possible
throughout the developed SIA manifold. All the analytical procedures
occurred in closed tubing, which reduced toxic and external
contamination effects. Additionally, only a small amount of sample

(2,39mL) and reactives (23,38ug TDHB) was consumed.

The developed SIA manifold’s versatility became evident, as it was
possible to couple and develop other methodologies on the manifold.
All the materials and equipment used in the manifold are not expensive

and accessible to the majority of the quality control laboratories.
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1. O MERCURIO

Neste capitulo sio apresentadas algumas das propriedades do
merctrio, suas fontes e aplicagdes e é efectuada uma referéncia a sua

distribui¢do ambiental.

1.1. O MERCURIO E SUAS PROPRIEDADES

O merctrio, cuja designagao latina é hydrargyrum (que significa prata
liquida), também conhecido como quicksilver (literalmente “prata viva”)
é um dos elementos pertencentes ao grupo conhecido como metais de
transicdo. Na classificagdo periodica dos elementos integra o Grupo IIB.
O mercario tem propriedades fisicas e quimicas pouco usuais (tabela
1.1.1), que o distinguem dos outros metais, sendo o Gnico que se
apresenta na fase liquida a temperatura ambientelll. Este liquido denso,
cor de prata e brilhante, tem uma pressdo de vapor relativamente
elevada para um metal, pelo que é ligeiramente volatil & temperatura
ambiente, e expande-se uniformemente com aumentos de

temperatural®l.

O merctrio predomina na natureza na sua forma elementar. Sob o
ponto de vista quimico existe em dois estados de oxidagdo (+1 e +2),
combinado na forma inorgéanica com elementos como cloro, enxofre ou
oxigénioll4l. Combina-se em compostos organomercurados, apos
ligagio com o carbono ou com grupos funcionais -SH. Outra das
propriedades importantes é a capacidade para rapidamente formar
solucdes ou ligas com a maioria dos metais, amalgamas, excepto com

ferrol23l,
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Tabela 1.1.1: Algumas propriedades fisicas e quimicas do merctrio. Adaptada de

Budavaril?.
Stmbolo Quimico Hg
Massa atémica relativa 200,59
Ndamero atémico 80
Ntmeros de oxidagao +le+2
Ponto de fusdo o -38,87°C 1
Ponto de ebuligao +356,72°C
Pressao de vapor (25°C) ' 2%10-3mm
Massa especifica (25°C) 13,534g/cm3
Capacidade térmica a pressao constante (25°C) 6,687cal/ mol°
Calor de vaporizacao (25°C) 14,652kcal / mol
Tensdo superficial (25°C) 484dynes/cm
Resistividade eléctrica (20°C) 95,76mohm/cm
Solubilidade em agua (25°C) 0,28mmol/L
1.2. FONTES DE MERCURIO

O merctrio é um elemento ubiquo que ocorre naturalmente em
rochas, solos, dguas e poeiras vulcanicaslll. O cinabrio (sulfureto de
merctrio vermelho) é o principal minério comercial de merctriol>l, ja
que contém cerca de 86,2% de mercariol’l. O merctrio pode ser obtido
por ustulacio do cinabrio ao ar com subsequente condensagdo do vapor
de mercurio libertado. Este processo pode ser traduzido pela seguinte

equagdo quimica:

HgS(s) + O2 — Hg(g) + SOA(g)™!

A produgido mundial anual de merctrio a partir do cinabrio cifra-se
em 11.500 toneladas, estando os recursos mundiais estimados em

275.000 toneladas®!. Estima-se que as rochas continentais contém uma
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média de 80 partes por bilido (ppb), ou ligeiramente menos, deste
elemento. Frequentemente, o carvdo fossil e a lenhite contém mercurio

em niveis de 100 ppb, ou mesmo mais.

1.3. PRINCIPAIS UTILIZACOES E APLICACOES DO MERCURIO

O merctrio é empregue em centenas de aplica¢des, muitas das quais
tiram partido da suas propriedades fisicas e quimicas pouco usuais,

anteriormente descritas (tabela 1.3.1).

Tabela 1.3.1: Principais utiliza¢des de merciirio. Adaptada de Stein ef al.[1.

Nome Forma Utilizagdo

Producao cloroalcalina

Enchimentos dentais
Metalico ou
Mercario Extraccdo minéria de ouro
elementar
Equipamentos eléctricos (baterias, interruptores)
Instrumentos (termémetros, barémetros)
Equipamentos eléctricos (baterias, lampadas)
Inorganico
Iao merctrico (Hg) Produtos proteccdo da pele
2+
8 Produtos medicinais
Inorganico Equipamentos eléctricos (baterias)
Tao mercuroso
(Hg») Produtos medicinais
Iao Orgénico Fungicidas

fenilmercurio (CsHsHg*) Pigmentos (tintas)

A sua elevada tensdo superficial, volume de expansdo uniforme e
incapacidade de molhar e aderir ao vidro, tornam-no muito atil em
instrumentos de medida, tais como barémetros, hidrémetros,
termometros e pirémetrosl!-2. Por ser um liquido bom condutor de
electricidade é muito utilizado em interruptores eléctricos>3. A sua

baixa resistividade eléctrica e elevada condutividade térmica tornam-no
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um ttil arrefecedorlll. Tirando partido das suas propriedades
electroluminescentes e fotoluminescentes, o merctrio é igualmente
muito utilizado em lampadas fluorescentes, em lampadas de arco de
mercario para produgio de raios ultravioletal?, e em lampadas de

mercurio utilizadas para iluminacéo de ruas®l.

O merctrio encontra larga aplicagdo em baterias: o 6xido mercarico
esta presente numa pasta em baterias de “células de mercario” tais
como as que sao utilizadas em aparelhos de audigdo; quando a bateria
opera e a corrente flui, ¢ produzido merctrio elementar. As baterias dos
vulgares flashes contém merctrio como um constituinte menor no
eléctrodo de zinco, para evitar a sua corrosdo, e assim, aumentar o
tempo de vida do produto. A utilizagdo de merctrio em material de uso
doméstico, como o anteriormente referido, tem sido reduzida e, em
breve, deverad ser totalmente eliminada. Esta ac¢do decorre do
reconhecimento que, deste modo, se eliminaria metade do merctrio no
lixo, cuja incineragdo constitui uma das principais fontes de poluigdo

ambiental de merctriol3l.

Também tem sido explorada a capacidade do mercdrio em formar
amalgamas com a maioria dos metais. Até ao século XIX, os objectos
eram revestidos com ouro (dourados) ou prata (prateados), por
polimento dos mesmos com uma amélgama de mercdrio e do metal
precioso, sendo depois aquecido o objecto para evaporar o merctriol.
Da mesma forma, os espelhos eram feitos por aplicacio de uma
amalgama de merctrio - estanho ao vidrol?. Ao trabalhar alguns
depositos de minério, pequenas quantidades de ouro e prata elementar
sdo extraidas de quantidades muito maiores de escéria por adigdo de
merctrio elementar & mistura. A amalgama formada é entdo aquecida

para extrair o mercario. Este procedimento de extracgdo ¢, de modo
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pouco cuidado, actualmente levado a cabo em grande escala no Brasil
para produzir ouro, dele resultando uma substancial contaminacao do
ar e do proprio rio AmazonasP7). A “amalgama dental”, que tem uma
consisténcia inicial pastosa e ¢ utilizada para preencher cavidades nos
dentes, resulta da combinacdo de propor¢des (m/m) aproximadamente

iguais de merctrio liquido e uma mistura que contéem prata e estanhol3],

A utilizacdo industrial de merctrio é também elevada. Um fluxo de
merctirio é utilizado como catodo no processo electrolitico industrial de
produgio de NaOH (e de cloro) a partir de solugdes de NaCl. O sodio
reduzido solubiliza-se no merctrio e é removido da solugdo de NaCl

sem ter reagido no meio aquosol32l.

Devido as suas qualidades anti-sépticas e conservantes, alguns
compostos fenilmercurados sdo utilizados em fébricas de papel como
limicidas e como retardadores do envelhecimento do papelB?. Os
compostos fenilmercurados encontram aplicagdo na preservagdo de
tintas, enquanto nas latas, e para prevenir o aparecimento do mildio
ap6s aplicagdo da tinta de latex, especialmente em areas hamidasPl. Por
outro lado, compostos alquilmercurados foram utilizados como
fungicidas das sementes. Destes compostos referidos, o0s
alquilmercurados tendem a resistir a degradagdo e sdo geralmente
considerados uma maior ameaga para o ambiente do que os compostos

arilmercurados ou inorganicosbl.

1.4. O MERCURIO NO AMBIENTE

O mercrio é peculiar entre os toxicos ambientais, na medida em que

a contribuicio humana de Hg para o ambiente (emissdes
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antropogénicas) ¢ de menor significado quando comparada com as
fontes naturais (emissdes biogénicas). Na verdade, a emissdo de
merctrio por fontes biogénicas é cerca de 4 vezes superior a emissao
resultante de actividades de cariz antropogénicolll. As emissdes
biogénicas ocorrem principalmente por evaporagdo da litosfera e da
hidrosfera, apesar de alguns autoresi®l considerarem como principal
fonte de merctrio biogénico os gases e particulas resultantes da
actividade vulcanica. No que respeita as emissdes antropogénicas
(figura 1.4.1) cerca de 80% ocorre directamente para a atmosfera, cerca
de 15% para o solo e apenas 5% para a dgual’l. Estas emissdes resultam
da presenca de muitos produtos de utilizacgdo comum, anteriormente

referidos.

Biogénicas | o
80%

[OAr 80%

MSolo 15%
Antropogépicas

20% [1Agua 5%

Figura 1.4.1: Distribuicdo ambiental de merctirio. Adaptada de Stein et al.b,

Apesar de ser consensual a proporgéo entre as emisses biogénicas e
antropogénicas, nao existe consenso relativamente a variagdo da
contribuicdo das emissdes antropogénicas nas cargas totais globais de
merctirio ao longo do tempo, ja que alguns autores pensam que se tem
verificado um aumento das emissdes antropogénicas, enquanto outros
consideram que esta contribui¢do se tem mantido estavell!l. Contudo, a

enorme mobilidade do mercario pelos varios compartimentos
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ambientais justificam uma referéncia mais detalhada quanto a

distribuicdo e a dinamica que lhe esta associada.

1.4.1. O mercario no ar

Conforme anteriormente referido, cerca de 80% das emissOes
antropogénicas de mercurio ocorrem para o ar. Estas emissdes ocorrem,
fundamentalmente, na forma de mercario elementar, e resultam,
principalmente, da combustio de carvdo e do crude, os quais contém
sempre quantidades vestigiais do elemento (podendo alguns carvoes
conter centenas de partes por milhdo, ppm). Constituem igualmente
fontes importantes, as resultantes da exploracdo e fundi¢do mineira, e
da incineracio de residuos solidosl'?l. A emissdo de mercario por
incineracdo de residuos solidos, onde surgem produtos tais como
baterias e termémetros, aumentou consideravelmente no século XX,
rivalizando actualmente na contribuigdo para a atmosfera com a

atribuida a actividade vulcanicall.

No ar, uma proporgéo elevada de merctrrio encontra-se no estado de
vapor, estando apenas uma pequena fraccdo ligado a particulas
atmosféricasP?l. Este merctrio atmosférico é capaz de transpor longas

distancias antes de se depositar sobre o solo ou sobre as dguast®l.

1.4.2. O mercario na dgua

As emissdes antropogénicas de mercario ocorrem por descarga
directa de efluentes industriaisl!l (por exemplo de industrias
cloroalcalinasl®! e produtoras de acetaldeido®). Em Portugal, este
fenomeno é sentido na Ria de Aveiro, onde uma unidade industrial

cloroalcalina é responsavel pela contaminagdo da Ria com mercdriof®l.
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A contaminacio provocada por esta unidade acresce ainda a
contribuicio das adguas residuais domésticas. Por vezes, os efluentes
domésticos contém até 10 vezes mais mercdrio do que o que é
tipicamente encontrado em 4guas naturais®. As emissdes biogénicas de
mercirio para o meio aquatico sdo devidas a processos naturais, de
entre os quais se realcam a desintegragao e a decomposi¢do das rochas e
dos minerais, cujos lixiviados afluem a sistemas de &guaP®l. A
inundacdo de algumas areas vegetais pode originar a libertacdo de
merctrio para a 4guaPl. A actividade humana pode acelerar alguns

destes processos.
1.4.3. O mercario no solo e em sedimentos

Cerca de 15% das emissdes antropogénicas de merctrio ocorrem
para o solo, por aplicagdo directa de fertilizantes agricolas e fungicidas,
e por residuos solidos municipais (tais como as jé referidas baterias e
termémetros). No solo, o mercario pode ser retido de modo
permanente sobretudo em terrenos argilososP). O mercario presente
nos sedimentos pode também ter origem na adsorcdo do HgS que se
forma nas 4guas naturaisl!3l. Os sedimentos desempenham um papel
extremamente relevante na distribui¢do de mercrio, j& que constituem
os principais reservatorios de remogdo e da biotransformacdo de

merctirio do ciclo globallll.

1.4.4. Transformacio, transporte e distribui¢do do merctrio nos varios

compartimentos ambientais

O transporte e distribui¢do de merctirio é um processo dinamico que
ocorre simultaneamente nos varios meios ambientais. Os processos e

reac¢des que controlam a distribui¢do dos compostos de mercario nos
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sistemas ambientais sdo, principalmente, a metilagao/ desmetilagdo, a
oxidacdo/reducdo, a precipitacdo/dissolugdo e a adsorcao/dessorgao.
Da actividade humana decorrem, indirectamente, fenémenos como a
crescente libertacdo de oxidantes para a atmosfera e a acidificacdo da
chuva e dos lagos, que influenciam a distribui¢gdo do mercario no
ambiente, i. e, o seu ciclo globallll, Assim, um acréscimo na
concentracio de mercirio atmosférico pode provocar um aumento da
sua concentracdo noutros meios, tais como agua, solo e biota. As
relacdes que se estabelecem entre o mercdrio presente nos Varios
compartimentos ambientais estdo expressas de modo reduzido na

figura1.4.4.1.

CH,HgOH +

"im y O Hg(om,
HgCl,

HCL O3 H©O

Figura 1.44.1: Transporte entre os diversos compartimentos ambientais e
transformacdo de compostos de merctrio. Representacio esquemética das mais
importantes transformagdes e vias de distribui¢do nos compartimentos ambientais ar,
4gua e sedimentos. As linhas tracejadas representam as “fronteiras” entre os
compartimentos ambientais. Adaptada de Stein et allll. Legenda: DOC - Carbono

organico dissolvido.
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Apos ser libertado para atmosfera, o mercrio elementar & oxidado,
principalmente pelo Os, a Hg(II) que, subsequentemente, intervém em
reaccdes de complexagdo, especialmente com cloro, formando-se
HgCll1l. O merctrio depositado na dgua e no solo, é oxidado a Hg(II).
Uma vez oxidado, pode ser transformado em compostos de
metilmercirio, que sdo dos compostos de merctrio mais importantes
devido a sua elevada toxicidade. No processo de formacdo destes
compostos, estdo envolvidas bactérias anaerobias sintetizadoras de
metano, presentes nos sedimentos®l. A produgdo destes compostos €
favorecida em é4guas e sedimentos onde exista défice de oxigenio, e
realiza-se através da metilacgio do mercurio inorganico. O agente
metilante é a metilcobalamina, um analogo da vitamina Bi2 e um
intermedidrio na sintese de metano presente nestas bactérias®?l. Devido
a sua volatilidade, o dimetilmerctirio evapora-se rapidamente da 4gua
para a atmosfera, onde pode ser convertido a merctirio elementar e a
metano, através dum processo fotolitico, ou ser oxidado por um radical
hidréxidolll, Contudo, sob condicdes acidas, predomina a formagao de
monometilmerctiriol33), espécie que pode ser absorvida por peixes(!?],
entrando dessa forma na cadeia alimentar. Alternativamente, o
monometilmercario pode ligar-se a carbono orgénico dissolvidol'l. A
desmetilagio biolégica envolve a hidrolise da ligagdo mercario -
carbono, resultando Hg(Il) e metano. O Hg(ll) é, entdo, reduzido a
merctrio elementar, com subsequente volatilizagio deste. Os
complexos inorganicos de merctrio formam-se em ambientes
favoraveis a que ocorra oxidagdo. A formagdo destes complexos é
importante j4 que podem aumentar a solubilidade de merctrio. Estes
complexos ficam sujeitos a oxidagdo a Hg(Il), o que pode levar a
formagdo de metilmercario. Em condigdes redutoras, e na presenga de
agentes complexantes, como HiS, forma-se HgS, que precipita e

deposita-se em sedimentos*?l, motivo pelo qual os sedimentos sdo
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considerados um importante reservatério de mercariol!l. Pensa-se que o
fluxo de mercario da 4gua e do solo para a atmosfera, excede o fluxo de
deposicdo, pelo que a atmosfera contribui com quantidades menores de

merctrio para o seu ciclo global.

1.4.5. O mercario na biota

A maior parte do merctrio presente em humanos, esté na forma de
metilmercurio, sobretudo originario do peixe ingerido na dieta. As
quantidades de merctrio ingeridas por esta via constituem uma
preocupagdo maior quando comparadas com a quantidade atribuivel a
ingestdo de agua. Paradoxalmente, o mercario presente no peixe
ingerido tem origem habitual em 4gua fresca. Este paradoxo encontra
explicagdo no facto de o mercurio ser capaz de se bioacumular pelo
facto de os processos de absor¢gio do elemento serem muito mais

rapidos que os processos de eliminagao®l.

Estima-se que, pelo menos 80% do merctrio existente nos peixes esta
na forma de metilmerctrio. Os peixes absorvem o metilmercario
dissolvido nas aguas (que posteriormente atravessa as branquias) ou
através da sua dieta. A razdo entre a quantidade de metilmercario
existente no masculo do peixe e o que esta dissolvido na dgua em que o
peixe nada é frequentemente cerca de um milhdo para um e pode
exceder dez milhdes para um. Muitos outros organismos aquaticos
também promovem esta bioconcentragdo: por exemplo, ostras e
mexilhdes podem conter niveis de mercario 100.000 vezes maiores do
que os encontrados na agua em que vivemlPl. Nos lagos de aguas
acidas, o conteado de merctirio nos peixes é geralmente superior,

provavelmente porque a metilacio do merctrio, é mais célere a pH

mais reduzido.
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2. O MERCURIO COMO ELEMENTO TOXICO

Seguidamente referem-se alguns dos aspectos relacionados com a

toxicidade do mercurio.

2.1. TOXICIDADE DO MERCURIO

O merctrio é considerado um dos metais mais toxicos que ocorrem
no ambientell2. A sua toxicidade ¢ ha muito conhecida, tendo sido
presumivelmente considerada na contabilizagdo dos seis meses de
esperanca de vida dos escravos e condenados utilizados pelos Romanos
na escavacao das minas de mercariol’l. Contudo, a maioria dos estudos
relativos & toxicidade do mercario surgiram apoés o acidente de
Minamata no Japdo ocorrido entre 1953 e 1960l4¢l. Este acidente
resultou da contaminacdo da adgua da baia de Minamata com efluentes
industriais contendo merctrio inorganicol”. O merctrio, por acgdo dos
microrganismos anaer¢bios, presentes no fundo da baia e em
sedimentos, foi biotransformado a metilmercario, forma em que se
bioacumulou nos peixes. Da ingestdo deste peixe contaminado, resultou
o envenenamento e morte de algumas dezenas de pessoasl”?l. Outro
grave incidente relacionado com metilmerctrio ocorreu no Iraque, em
1972, onde reconhecidamente mais de 6.000 pessoas foram expostas a
metilmercario, tendo morrido mais de 500Ul O metilmercurio tinha
sido utilizado como fungicida aplicado a sementes de trigo e cevada,
posteriormente cultivadas e utilizadas no fabrico de péaol”l.
Actualmente, as contaminacdes ambientais envolvendo mercario
continuam a ocorrer frequentementel®1%, sendo este um factor de

preocupagio devido aos efeitos toxicos nefastos que dai possam advir.
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As propriedades biologicas do merciirio devem-se, em grande parte,
ao facto de ele rapidamente estabelecer ligagdes covalentes com
enxofrelt57911], Quando o enxofre esta na forma de grupos sulfidrilo, o
iao merctrico substitui o hidrogénio para formar mercaptidos, X-Hg-SR
e Hg(SR)2, em que X é um radical electronegativo e R a proteina.
Mercaptidos do tipo RHg-SR’ sdo formados a partir de compostos
orgéanicos de merctrio. Mesmo em baixas concentragGes, os compostos
de merctrio sdo deste modo capazes de inactivar enzimas e interferir
com o metabolismo e fungdo celular®l. O mercario pode igualmente
reagir com outros grupos de importancia fisiol6gica tais como fosforil,

carboxill®11l, amida e amina.ll.

2.1.1. VIAS PRINCIPAIS DE EXPOSICAO A MERCURIO

As vias principais de exposi¢io humana ao merctrio dependem da
forma em que este estd presente (tabela 2.1.1.1). Normalmente,
diferenciam-se trés formas: mercario elementar, sais de mercurio
inorganico e merctirio organico, sendo todas elas téxicasl”?l. Constituem
formas mais toxicas o merctrio elementar e o metilmercarioll, por
inalacdo e por consumo de peixe contaminado, respectivamentel>412. A
inalacio de vapor de mercurio estd geralmente associada a uma
exposigdo ocupacionall?), ja que o ar de 4reas ndo contaminadas contém
cerca de 2,4 partes por trilido, ppt, de mercariol’?. Contudo, a libertacao
de vapor de merctrio, no decorrer de tratamentos médicos que
envolvam amalgamas dentais ou na mastigacdo de alimentos que
arrastam o enchimento dental, constitui também uma via comum de

exposi¢do a mercurio elementar®912.

Os sais inorganicos de merctrio, sdo principalmente provenientes de

alimentos (que ndo peixe), constituindo o peixe, a d4gua e o ar fontes
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secundariasl. A Agency for Toxic Substances and Disease Registry dos
Estados Unidos da América estimou niveis de risco minimo, abaixo dos
quais ndo se espera que ocorram efeitos toxicos, de ingestdo de agua e
alimentos com merctrio organico e inorganico. Assim , para exposicdes
a merctrrio inorganico e a mercario orgénico por ingestdo de agua
(durante um periodo menor que 14 dias) esses valores foram estimados
em 0,014 pg/L e 0,00027 pg/L, respectivamente. Para a ingestdo de
mercrio inorganico em alimentos (por um periodo superior a 14 dias)

foi estimado em 0,063 ppm[*2.

Tabela 2.1.1.1: Estimativa da média diaria de retencdo de mercirio em populagido ndo

exposta ocupacionalmente ao merctrio. Adaptada de Hardman et al.Cl.

Média didria estimada de retencdo de compostos

Vias principais de exposi¢ao mercuriais (pngHg/ dia)
ao merctirio Merctirio Sais inorgénicos
Metilmerctirio
elementar de merctirio
Ar 0,024 0,001 0,0064
Peixe 0,0 0,04 2,3
Alimentos
Excepto peixe 0,0 0,25 0,0
Agua potével 0,0 0,0035 0,0
Amalgamas dentais 3-17 0,0 0,0
Total 3-17 0,3 2,31

2.2. TOXICIDADE DOS COMPOSTOS DE MERCURIO

Os mecanismos de absorcdo, biotransformacgdo, distribuicdo e
excrecdo de merctrio dependem da forma em que este esta presente, o
que condicionard os seus efeitos toxicos. Deste modo, é de todo
conveniente efectuar, separadamente o estudo dos diversos compostos

de mercario com expressdo toxicologica.

Desenvolvimento de um procedimento automatico baseado no conceito SIA para a titulagéo colorimétrica
catalitica de mercirio em dguas




1. INTRODUGAO (2. O merctirio como elemento téxico) 17

2.2.1. Mercario elementar

A via principal de exposi¢do dos seres humanos ao merctrio
elementar ocorre fundamentalmente por inalagdo. O mercdrio inalado
difunde-se rapidamente através das membranas alveolares e &
parcialmente oxidado a Hg(Il) nos eritrocitos (num processo
provavelmente mediado por catalases). Pensa-se que estas espécies de
Hg(Il) sdo as responsaveis pelos efeitos toxicos apos breve inalagdo de
vapor de mercario. Contudo, uma frac¢do, na forma elementar, é
transportada pelos eritrécitos a outros tecidos corporais. Dado que é
lipossolavel, rapidamente atravessa a barreira hemato-encefélica para o
sistema nervoso central”211l. Quando ingerido, o mercirio metalico ndo
é particularmente toxicol', ja4 que é fracamente absorvido pelo tracto

gastrointestinal®10-11], estimando-se cerca de 0,01% (1],

Os sintomas apresentados apés breve exposicdo ao mercurio
elementar incluem sabor metalico e um sentimento de opressdo no
peito, fraqueza, arrepios, tosse, dispneia, nduseas, vomitos e diarreia. O
desenvolvimento  de  pneumonia intersticial com  grave
comprometimento da fungdo respiratéria decorre do facto de os
pulmdes constituirem a porta de entrada do mercario, pelo que sdo
igualmente susceptiveis ao seu efeito toxico. A recuperagdo pode ser

completa, ou deixar sequelas como a fibrose intersticial residual!®.

Relativamente a exposi¢do cronica a vapor de merctirio, 0s principais
efeitos verificam-se ao nivel do sistema nervoso central”?11l. Os
primeiros sintomas ndo sdo especificos e estio ausentes alteragdes de
comportamentol®!1. Com continuada exposigdo ao vapor de merctrio,
os sintomas tornam-se mais caracteristicos, podendo progredir para

tremores cronicos generalizados por todo o corpo e com manifestagdes
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de violentos espasmos das extremidades. Registam-se adicionalmente
alteragdes do foro psicologico, como mudangas de comportamento e
personalidade, perda de meméria, acrescida excitabilidade, depressdo
severa e mesmo delirio e alucinacdollll. A triade excitabilidade
acrescida, tremores e gengivite foi, historicamente, reconhecida como a
principal manifestagdo de exposigdo ao vapor de mercdrio, quando se
utilizava nitrato de mercario na indastria das peles, feltros e

chapéus1911],

2.2.2. Sais inorganicos de merctrio

Quando ingeridos em alimentos ou na 4gua, os sais inorgénicos de
merctrio, nas formas Hg(l) e Hg(Il), sdo fracamente absorvidos pelo
tracto gastrointestinal, apenas cerca de 7% do total, acumulando-se
principalmente nos rins”11l. A taxa de distribuicdo dos sais de mercario
no sangue: células/plasma, pode variar entre 2 (em casos de elevada
exposigdo) e menos que 1. A principal via de excregdo é renal, apesar de
inicialmente predominar a excregdo através das fezesl!ll. O tempo de

meia-vida do merctrio no organismo é cerca de 40 dias”!11.

Os compostos inorganicos de merctrio podem provocar toxicidade
aguda grave. A precipitagio das proteinas das membranas mucosas,
por sais de merctrio resulta numa aparéncia cinzenta da mucosa da
boca, faringe e intestino, causando dor intensa que pode ser
acompanhada por vémitos. O efeito corrosivo local, do mercario
inorganico i6nico na mucosa intestinal, resulta em hematoquesia
evidenciada pelo encrustamento da mucosa nas fezes. Pode ocorrer um
choque hipovolémico ou morte, na auséncia de tratamento adequado. A
toxicidade sistémica pode iniciar-se poucas horas ap6s a exposigao ao

merctrio e durar varios dias. O efeito toxico sistémico mais grave de
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merctrio inorganico, e frequentemente encontrado, exerce-se sobre o
aparelho urinario. A necrose tubular renal ocorre mesmo apds breve
exposigdo. A exposigdo prolongada a merctrio inorganico & seguida de
lesdo renal. Relativamente aos compostos de mercurio Hg(Il), os sais de
mercario Hg(I), como o cloreto de mercario, “calomel”, sdo menos
toxicos e menos corrosivos, provavelmente, por serem menos solaveis.
O complexo sintoma denominado acrodinia (doenga rosa) ocorre,
geralmente, ap6s exposicdo crénica a cloreto de mercirio (utilizado em
tempos como p6 de dentes) e consiste num eritema das extremidades,
peito e face com fotofobia, diaforese, anorexia, taquicardia e obstipagao

ou diarreiall.

2.2.3. Compostos organicos de mercirio

Os compostos organicos de merctrio sdo os mais absorvidos pelo
tracto gastrointestinal (cerca de 90-95%), pois sdo mais lipossolaveis e
menos corrosivos que os sais inorganicos de mercario. Na corrente
sanguinea, distribuem-se por todo o organismo, especialmente pelo
cérebro e em particular pelo cortex posterior”!ll. No figado os
compostos organomercuriais conjugam-se com a glutationa, sendo o
conjugado secretado para a bile. J4 na vesicula biliar, este conjugado
pode ser reabsorvido novamente para a corrente sanguinea, num
processo conhecido como recirculagdo entero-hepatica (figura 2.23.1)
ou, alternativamente, pode entrar no tracto intestinal’?!l. O
metilmerctrio pode igualmente ser absorvido por conjugagdo com a
cisteina (figura 2.2.3.2), jo que forma um complexo semelhante a
metionina e que é reconhecido pelas proteinas transportadoras das

células capilaresl.

Desenvolvimento de um procedimento automatico baseado no conceito SIA para a titulagdo colorimétrica
catalitica de merctirio em dguas



1. INTRODUGAO (2. O merctirio como elemento téxico) 20

canal
biliar

ld

- tracto intestinal

alimentos

R R

Figura 2.2.3.1: Mecanismo proposto para a entrada e distribui¢do dos compostos
organicos de merctirio no organismo humano. Adaptado de Hardman et al.bl.

a) Conjugacdo com glutationa (GSH);

b) Secrecdo do conjugado (CHs-Hg-SG) para a bile; Recirculagao entero-hepatica
c) Reabsorcao pela vesicula biliar;

d) O Hg que ndo é reabsorvido penetra no tracto intestinal.

CH,Hg* *+ -S-CH,- CH-COO

I
NH,"*

(cisteina)

CH,-Hg- S - CH,- CH - COO
|

(complexo)

Figura 2.2.3.2: Entrada do metilmerciirio na corrente sanguinea por conjugagao com a

cisteina. Adaptada de Hardman et al.l’L
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O metilmerctrio sofre biotransformagdo a compostos de Hg(ll) nos
tecidos, por clivagem da ligagdo carbono-mercuriol®!!}; esta clivagem é
bastante lenta e pensa-se que o mercurio inorganico formado néao
desempenha um papel importante na toxicidade do metilmercariol’].
Os compostos contendo grupos arilo (por exemplo: fenilo) sdo
convertidos a merctrio inorganico mais rapidamente que os compostos
com grupos alquilo (por exemplo: metilo) de cadeia curtalll, porque,
geralmente, a ligacdo carbono-mercario ¢ instavell’, sendo a sua
toxicidade semelhante aos compostos inorganicosl”?l. A taxa
células/plasma é cerca de 10 para o metilmerctriol!!l. Cerca de 90% do
metilmerctrio é excretado nas fezes!1l sob a forma de um conjugado
com glutational®. O tempo de meia-vida do metilmerctrio é cerca de 70

dias(711,

De entre os compostos organicos de merctrio, o metilmercario é
especialmente toxico e esteve na base das mais graves exposicoes
acidentais. Os sintomas da exposicio a metilmercario séo
principalmente de origem neurologica e consistem em perturbagio
visual, ataxia, parestesia, neurastenia, perda auditiva, disartira,
deterioragdo mental, tremor muscular, desordens de movimento, e em
exposicdes graves, paralisia e mortel?l. Determinadas regiGes do
cérebro revelaram ser particularmente sensiveis ao efeito toxico do
metilmerctrio, nomeadamente o cortex cerebral (especialmente o cortex

visual) e a camada granular do cerebeloll.

Os efeitos do metilmercario no feto podem ocorrer mesmo quando a
mae é assintomatica. De facto, todas as formas de mercario atravessam
a placenta, acedendo ao feto. A concentragdo de mercario em certos
tecidos do feto, como os eritrécitos, é superior a do tecido maternol911],

O gradiente positivo materno-fetal e acrescida concentracdo de
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merctrio nos eritrocitos do feto, promovem a toxicidade fetal do
mercario, especialmente apos exposi¢ao a compostos
alquilmercurados!'ll. Neste &mbito, observou-se retardamento mental e

défices neuromuscularesl.

2.3. TRATAMENTO DO ENVENENAMENTO POR MERCURIO

O envenenamento por merctrio elementar ou inorganico ¢é
habitualmente tratado com um agente quelante como o
dimercaptopropanol (BAL - British Anti-Lewisite) ou a penicilamina.
Contudo, estes agentes quelantes ndo sdo eficazes no tratamento de
envenenamento por compostos alquilmercurados. No caso de ocorrer

falha renal, a hemodialise deve ser o tratamento prescritol’211l

2.4. O MERCURIO E A LEGISLACAO

O Decreto-Lei n° 236/98[13], no seu Anexo XIX, inclui o mercurio e os
seus compostos na Lista I de familias de grupos de substéncias. Esta
lista ¢é constituida por substdncias toxicas , persistentes e
bioacumulaveis. O referido DL estabelece as normas e os critérios de
qualidade a que devem obedecer as 4guas naturais e residuais e no seu
Anexo VI sdo apresentados o Valor Maximo Recomendavel (VMR) e o
Valor Maximo Admissivel (VMA) de mercario em dguas para consumo
humano (tabela 2.4.1). O VMA de mercurio é de 1pg/L, ndo estando
definido nenhum VMR. O merctirio é um pardmetro do Grupo G3, i. e.,
com menor frequéncia de controlo, a qual é determinada em fungéo do
namero de habitantes servidos pela rede de 4gua. O referido DL,
determina ainda, a Espectrometria Atémica como método analitico de

referéncia para a determinagdo de merctrio.
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Tabela 2.4.1: Valores legislados para merctrio em &guas naturais e residuais.
Legenda: VMR - Valor Maximo Recomendavel; VMA - Valor Maximo Admissfvel;
VLE - Valor Limite de Emissdo.

Tipo de 4gua VMR VMA VLE
(Documento legislativo) (ng/L) (ng/L) (ng/L)
Aguas para consumo humano ] 10
(DL 236/981131 - Anexo VI)
Aguas doces superficiais destinadas a
produgao de 4gua para consumo humano 05 1,0

(DL 236/98013 - Anexo )

Aguas superficiais

(DL 236/98131 - Anexo XXI) ) 10
Aguas residuais 50
(DL 236/98113] - Anexo XVIII)
Aguas residuais do sector da electrdlise
dos cloretos alcalinos - 50

(Portaria 1033/ 931151)

No Anexo I do DL n° 236/98 estdo descritas as normas de qualidade
das 4guas doces superficiais destinadas & produgdo de agua para
consumo humano. Para as trés categorias de agua, (Al, A2 e A3,
estabelecidas consoante o tratamento a que devem ser sujeitas) o VMR &
0,5ug/L e o VMA ¢ de 1,0pg/L. O método analitico de referéncia
(Anexo III do DL) é a Espectrofotometria de Absor¢do Atomica sem
chama, com vaporizagdo a frio. Neste caso, 0 mercario ¢ novamente
considerado um pardmetro do Grupo G3. O Anexo XXI fixa os
objectivos ambientais de qualidade minima para as aguas superficiais,

sendo o0 VMA de Hg total 1pg/L.

No Anexo XVIII do referido DL, sdo apresentados os Valores Limites
de Emissdo na descarga de 4guas residuais, sendo este valor de 50ug/L
para o Hg total e a Espectrometria Atémica sem chama com

vaporizagéo a frio o método analitico de referéncia (Anexo XXII).
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Deve-se ainda referir que este DL veio revogar o Decreto-Lei
74/90114 e que relativamente ao merctrio, os valores estabelecidos nao
se alteraram, tanto para as dguas de consumo como para as aguas

residuais.

A Portaria n® 1033/93, [15], define as normas especificas de descarga
de aguas residuais do sector da electrélise dos cloretos alcalinos (este
sector inclui as indastrias cloroalcalinas, que como referido
anteriormente, sio uma das fontes emissoras de mercario para o

ambiente), sendo 0 VMA de merctrio rejeitado por estas indastrias de

50ug/L.
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3. DETERMINACAO DE MERCURIO

Neste capitulo sdo abordados alguns dos aspectos relacionados com

a determinagao de mercirio.

31. PROCEDIMENTOS HABITUALMENTE EMPREGUES NA
DETERMINACAO DE MERCURIO

Devido a importéancia atribuida & 4gua, como recurso fundamental e
de suporte da vida, é importante o controlo da qualidade da mesma. As
entidades que se dedicam a esta actividade é exigida resposta em tempo
atil, o que nem sempre é facil ou possivel (tome-se como exemplo o
controlo microbiolégico da qualidade da 4gua). Desta forma, as
entidades referidas devem encontrar os métodos de analise que melhor
se ajustam as suas necessidades. Esta escolha ndo é fécil e deve ser
objecto de enorme reflexdo, ja que requer um perfeito conhecimento dos
problemas analiticos a solucionarll], tendo em consideracdo as
necessidades e especificidades proprias de cada situagdo. Igualmente
fundamental é o conhecimento das potencialidades das diferentes
técnicas disponiveis e sua aptiddao a resolugdo desses problemas(!l.
Alguns dos aspectos a ponderar, na escolha de um método, incluem: a
necessidade e disponibilidade de instrumentagdo e de pessoal treinado
e especializado para determinada técnica; os custos associados; a
simplicidade e a celeridade da determinagdo; o limite de detecgdo, a
linearidade, a precisdo, a exactiddo e as interferéncias do método; as
possibilidades de automatizagio do procedimento. Geralmente nao
existe uma metodologia ideal, mas sim uma solugédo que representa o

melhor compromisso entre estes aspectos de indole pratica.
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Quando considerada a determinagdo do mercario ambiental,
particularmente em aguas, a principal dificuldade reside no facto de o
merc(rio estar presente em quantidades vestigiais sendo necessario
efectuar a sua determinacdo através de técnicas com elevada

sensibilidade.

Segundo Carron e Agemiant?, as aguas doces naturais contém
habitualmente 0,2ug/L, e s6 raramente, mais de 0,5ug/L. Contudo, e de
acordo com a Agency for Toxic Substances and Disease Registry®, os niveis
sdo, habitualmente, inferiores a 0,025pg/L em aguas, tendo sido
detectados niveis superiores a 0,5ug/L na agua de alguns pogos. Stein et
al. ¥l compilaram os valores de concentragdo de Hg obtidos por outros
autores em varios ambientes aquaticos, variando estes valores entre
0,0005 e 0,015ug/L para 4guas presumivelmente ndo contaminadas.
Para aguas contaminadas com efluentes de industrias cloroalcalinas e
extracgdo mineira esses valores variam entre 0,0036 e 0,104pg/L. Pereira
et al.B5) efectuaram compilagio semelhante, incluindo valores obtidos em
Portugal, mas relativos apenas a ambientes antropogenicamente
contaminados com merctrio. Os valores apresentados variam entre

0,0002 e 8ug/L.

Adicionalmente, algumas formas de mercario apresentam elevada
volatilidade pelo que deve ser dedicado um enorme cuidado na recolha
e conservacdo, digestdo e pré-concentragdo das amostras, quando se
pretende objectivar a determinagdo de mercario. Estes procedimentos
sdo fundamentais para o sucesso da determinagdo, pelo que lhes é

devida especial atengdo.
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32. RECOLHA E CONSERVACAO DAS AMOSTRAS DE
MERCURIO

O procedimento de recolha e a conservagdo da amostra (caso a
analise ndo seja efectuada imediatamente) sdo importantes factores na
anélise ambiental de quantidades vestigiais de determinado elementol®!.
Conforme anteriormente referido, estes aspectos assumem acrescida
importancia na andlise de merctirio devido a elevada volatilidade da
maioria das suas formas. Deste modo, a prevengdo de perdas de
mercirio por volatilizagdo é fundamental ndo s6 durante a analise, mas
também antes de esta ser efectuadal®l. Toribara et al.[l, em 1970,
utilizando o radiois6topo 2°Hg, demostraram que as perdas de Hg(II)
em solucoes diluidas ocorrem por reducdo deste ido a Hg(l) e
subsequente dismutacdo deste a merctirio metalico e sua volatilizacao.
Shimomural®, utilizando o radioisétopo 2®Hg, concluiu que a
alcalinizacdo, com hidroxido de sédio, ou a adigdo de um agente
redutor a uma solucdo contendo Hg(Il) também favorece as perdas de
mercurio. Estes autores concluiram que estas perdas podem ser
evitadas pela adicio de reagentes complexantes (como iodeto ou
cianeto) ou de agentes oxidantes (sendo a adigdo de permanganato de
potéassio em meio 4cido bastante eficaz). Adicionalmente, Shimomura
demonstrou que o merctrio vaporizado pode ser recolhido numa
solucdo acida de permanganato de potassio 0,02mol/L. Este resultado,

est4 em consonancia com os resultados obtidos noutros estudosl.

Apesar de a volatilizagdo ser a principal causa de perdas de mercario
em soluciol®19, a adsor¢do de mercurio nas paredes dos recipientes em
que a amostra é recolhida, pode também contribuir para as perdas de
mercario15, Christmann e Inglel’® apontam como possivel

mecanismo, as paredes dos recipientes funcionarem como superficies
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de permuta catiénica. A presenca de concentragdes elevadas de protao
impede, contudo, a adsor¢do do metal. Coyne e Collins!!®l reportaram
perdas de mercario em amostras de aguas naturais armazenadas em
recipientes de polietileno e nido conservadas (cerca de 80% dos 50pg/L
iniciais de mercario). A acidificagdo com 4cido nitrico ou sulfarico (para
um pH final de 1) foi apresentada como a tnica solugdo para reduzir
estas perdas. Contudo, o 4cido deveria ser colocado no recipiente antes
de se realizar a amostragem. Na sequéncia deste estudo, Rosain e
Waill2l estudaram a conservacio de amostras de 4gua contendo
merctirio em recipientes de polietileno, cloreto de polivinilo e vidro
macio, sugerindo a conservagdo das amostras em recipientes que ndo de
cloreto de polivinilo e a acidificagdo com 4cido nitrico até pH final de
0,5. Feldman(!®l sugere a utilizagdo, em recipientes de polietileno de
uma mistura de 4cido nitrico e dicromato de potassio por forma a obter
concentracdes finais na amostra de 5% e 0,06% (v/v), respectivamente.
O recipiente deve ser tratado antecipadamente e o periodo de
conservacio é de pelo menos dez dias. Para recipientes de vidro,
sugeriu uma mistura de 4cido nitrico e dicromato por forma a obter as
concentracdes de 5% e 0,01%, respectivamente, sendo a conservagao
possivel até cinco meses. Na sequéncia destes estudos, Lo e Waill4l
demonstraram que a adigdo de 4cido nitrico (pH 0,5) evita a absor¢ao
do mercario nas paredes dos recipientes de polietileno.
Adicionalmente, a adigdo de agentes oxidantes como dicromato de
potassio ou Au(Ill) as solugdes diluidas, previne as perdas por
volatilizacdo. Deste modo, estes autores sugerem a adigdo de dicromato

de potassio (a pH 0,5) por forma a encontrar-se na concentragéo de

0,05% (m/m) ou 0,2mg/L de Au(Ill), como HAuCls:3H20, as amostras
de 4gua (com 5pg/L de mercrio), obtendo perdas inferiores a 3% ao
fim de 21 dias de conservacdo em recipientes de polietileno. Estes

resultados sdo concordantes com os obtidos por Christmann e Inglel®l:
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uma mistura de HNOs 5,0% (v/v) e K2Cr207 0,01% ou de HNOs 1,0%
(v/v) e 16ug/L Au(lll) revelaram-se adequados para a conservagao de
amostras de merctrio (em concentragdes da ordem do 1,0ug/L e
inferiores) durante pelo menos seis dias. Carron e Agemianl?
efectuaram o estudo da conservagdo de merctrio (em concentragbes
inferiores a 1ug/L) em solugdo em vérios recipientes e com varias
solucdes conservantes. Concluiram que uma mistura de H2504 1% e
K»Cr207 0,05% é a mais eficaz na eliminagéo das perdas de mercurio. O
pyrex® e o vidro macio foram os materiais que ofereceram melhores
resultados. Seguiram-se, por ordem decrescente, 0 teflon®, o
polipropileno e o polietileno linear, tendo o polietileno comum
apresentado os piores resultados. Estes autores efectuaram igualmente
o estudo da lavagem dos recipientes, aspecto importante para o qual ja
Weiss e Shipman[l7! tinham chamado a atengdo. O vidro provou ser o
material que é melhor lavado quando comparado com o polietileno e
com o polipropileno. A solugdo de lavagem mais eficaz ¢ acido nitrico
ou crémico concentrado. Apés a lavagem o recipiente deve ser imerso
em H;S0s; 1% e assim permanecer uma noite. Mateo et al.l!¥]
recomendam como procedimento de recolha colocar os recipientes de
polietileno em acido nitrico 1,5mol/L durante uma semana, lavando-os
com a amostra, in situ, pelo menos quatro ou cinco vezes antes de
efectuar a recolha. Foram propostos também outros reagentes para a
preservagdo de solugdes contendo merctrio, tais como cisteinall’l e
cloreto de s6diol!9. Contudo, o procedimento mais consensual recorre a

uma mistura de um acido com um agente oxidante.

O estudo da conservacio de solugdes contendo metilmerctrio, onde
ocorrem igualmente perdas/®! foi efectuado por Carron e Agemiant,
tendo chegado a conclusdo que a conservagdo de merctrio, ap6s adigdo

de acido e oxidante, é mais eficiente.
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3.3. TRATAMENTO PREVIO DAS AMOSTRAS DE MERCURIO

No que concerne ao tratamento prévio das amostras de mercirio, ha
a considerar a digestdo e a pré-concentragdo, procedimentos que, como
anteriormente referido, assumem especial importancia no sucesso da
determinacdo de merctrio, devido a volatilidade de algumas das suas
formas, bem como as baixas concentragdes em que habitualmente se

encontra presente.

3.3.1. Digestdo de amostras de merctirio

Varias técnicas analiticas requerem que o mercdrio se encontre
dissolvido em solucdo, na forma de ido mercarico, Hg(1I), por forma a
poder ser determinado. Por este motivo, em muitos métodos é
frequente a necessidade de recorrer a uma digestdo, existindo varios

procedimentos para o efeito (tabela 3.3.1.1).

Tabela 3.3.1.1: Procedimentos de digestdo. Adaptada de Vandecasteele et al.i?1].

Procedimentos de digestdo

Sistemas abertos

Decomposicao himida Aquecimento convencional
Sistemas fechados

Aquecimento microondas

Seca
Sistemas abertos
Combustao Baixa temperatura
Sistemas fechados Combustio em baldo

A destruicio da matéria organica constitui um problema devido a
volatilidade do merctirio e dos seus compostos covalentes, pelo que, os
métodos de digestdo por via seca em sistemas abertos ndo devem ser
utilizados. Contudo, no procedimento de combustio em sistema

fechado o elemento volatilizado é recolhido em solvente apropriado e
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determinadol?l. As perdas por volatilizagio devem também ser
consideradas em procedimentos de digestdo por via htmidal®?. O
Analytical Methods Commitee of the Society for Analytical Chemistry(?]
comparou alguns métodos de digestdo, recomendando o ataque das
amostras com acido nitrico e sulftrico, utilizando um dispositivo
proprio, idealizado por Gorsuch. O aproveitamento do destilado bem
como do digerido minimiza as perdas de merctrio. Contudo, em
analises de rotina, uma digestio com permanganato pode ser mais
conveniente. Actualmente, e para amostras de agua, a digestdo é
normalmente efectuada por uma mistura de &cido e oxidante,
parecendo consensual a utilizagdo de uma mistura de acidos sulfarico e

nitrico e de permanganato de potéassiol523],
3.3.2. Pré-concentracio de amostras de mercdario

A pré-concentragéo é definida como a operagéo (processo) pela qual
a razdo entre a concentracio ou quantidade de microcomponentes
(constituintes em quantidades vestigiais) e macrocomponentes (matriz)
aumental?]. Esta operagdo pode originar um aumento de sensibilidade
do método, e atenuar o efeito de determinadas interferéncias fisico-
quimicas da matriz(®¥], contudo, aumenta o tempo de analise e torna o
procedimento mais complicado e mais dispendiosol?4l. Existem vérios
modos de pré-concentracio, nomeadamente a extraccao, a
reducdo/arejamento, a formacio de amaélgamas e a didlise, recaindo a
sua escolha no método de determinacdo a utilizar. Os diferentes
procedimentos existentes serdo apresentados com a descrigdo das varias
técnicas instrumentais de determinacdo de merctrio, j4 que na maioria
dos casos, um determinado procedimento foi concebido, e é

especialmente adequado a uma determinada técnica. Apesar disso,
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algumas técnicas utilizam procedimentos inicialmente aplicados

noutras técnicas e que provaram ser eficazes.

34. TECNICAS INSTRUMENTAIS DE DETERMINACAO DE
MERCURIO

Existe, actualmente, uma enorme diversidade de métodos analiticos
de determinacio de mercario baseados em diferentes técnicas
instrumentais, nomeadamente a colorimetria, a Espectrofotometria de
Absorcio Atémica (EAA), a Espectrometria de Fluorescéncia Atémica
(EFA), a Espectrometria de Emissdo Atémica (EEA) e as
Espectroscopias de Fluorescéncia de Raios-X (EFRX) e de Massa (EM).
Foram igualmente propostos métodos radioquimicos, por exemplo
baseados na Anélise por Activagio Neutronica (AAN) e métodos
electroquimicos, entre outros. Alguns autores611.1822-2] apresentaram

interessantes revisdes destes métodos.

Seguidamente apresentam-se algumas das principais técnicas
analiticas de determinagdo de mercurio, procurando-se apresentar as
suas vantagens e inconvenientes. Para o efeito, e tanto quanto possivel,
examinam-se aspectos como 0s custos, a instrumentagao necessaria, a
necessidade de pessoal especializado, a simplicidade, o limite de
deteccdo, a linearidade, a precisdo, a exactidao, as interferéncias e as
possibilidades de automatizagdo, por constituirem os factores que
geralmente condicionam a selecgdo de um método em situagdes
praticas. Ndo se procura efectuar uma pesquisa exaustiva dos métodos

existentes, mas apenas referir os mais utilizados.
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3.4.1. Métodos colorimétricos

Entende-se por determinacdo colorimétrica, aquela que é realizada
com base na absorvéncia de radiacio de comprimento de onda no
espectro do visivel, por uma ou vérias espécies em solugio. A
determinacdo colorimétrica de mercario as vantagens de ndo exigir
equipamento muito sofisticado, existente na maioria dos laboratérios de
controlo de qualidade (fotémetro ou espectrofotometro), nem pessoal
altamente especializado para efectuar as determinagdes. Por outro lado,
e por ndo ser uma técnica téo sensivel nem possuir limites de deteccao
tdo baixos como a EAA (por exemplo), frequentemente concretiza-se em
procedimentos que incluem etapas de pré-concentragdo das amostras, o
que aumenta o tempo, a complexidade da andlise e dificulta a
automatizacio das determinagdes. Adicionalmente, sdo susceptiveis a
interferéncias de outros metais pesados que limitam a precisdo e a
exactiddo. Devido ao facto do espectrofotometro ser um instrumento
existente, provavelmente, na quase totalidade dos laboratoérios de
controlo de qualidade, estes métodos sdo alvo de uma referéncia mais

detalhada.

3.4.1.1. DETERMINACAO COM DITIZONA

A determinacdo espectrofotométrica do complexo de mercurio com
ditizona, difeniltiocarbazona, constitui uma metodologia colorimétrica
bastante utilizada e bem conhecidal?®30l. O método apresenta algumas
desvantagens: é complicado e laborioso, a insolubilidade do reagente
(ditizona) e do complexo de merctrio requerem a utilizacdo de um
solvente orgénico (como o toxico cloroférmio) para a extracgdo do
merctrio, falta-lhe selectividade (dado que a ditizona é um quelante

relativamente inespecifico) e é sensivel a luz. Adicionalmente, o limite
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de deteccio do métodol® (100pg/L) ndo permite a determinacio de
mercario nas quantidades em que habitualmente se encontra presente
em aguas naturais. Alguns autores procuraram obter limites de
deteccio mais reduzidos, tendo sido proposta a imobilizacdo da
ditizona em suportes varios®l], efectuando-se, deste modo, a etapa de
pré-concentragdo de mercario. Outros autores efectuaram a
determinacdo com ditizona sem a incémoda etapa de extracgdolP23.
Alguns destes procedimentos permitem obter limites de deteccdo
reduzidos, na ordem de 1ug/L. Apesar disso, sdo muito afectados por

interferéncias.

3.4.1.2. DETERMINACAO BASEADA EM COMPLEXOS ANIONICOS DE
MERCURIO COM IODETO E BROMETO QUANDO ASSOCIADOS A
CORANTES CATIONICOS

A extraccio de espécies moleculares do tipo [HgXn]*, em que X &,
geralmente, jodeto ou brometo, para solventes ndo polares constitui um
procedimento eficiente de separacdo de mercario®l. Diversos
métodosP52¥ fundamentam-se neste tipo de pré-concentragdo, sendo o
merctrio determinado com base na extracgdo do par i6nico, e posterior
complexagdo com um corante cationico, originando um sistema ternario
(complexo de associagdo ionica). Estas metodologias requerem uma
extracgdo para um solvente organico como forma de pré-concentragao
do merciirio. Contudo, a reac¢do do mercario com ligandos neutros e
com corantes anionicos, concretiza-se pela formagdo de complexos

ternarios em fase aquosal®,
3.4.1.3. DETERMINACAO COM CORANTES AZO

Os corantes azo podem ser igualmente utilizados na determinagao

espectrofotométrica de merctriol?®. Entre estes reagentes, os mais
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utilizados sdo o 4-(2-piridilazo)resorcinol®?l e o 1-(2-piridilazo)-2-
naftol4ll, As determinacbes efectuadas com estes compostos,
geralmente, envolvem uma etapa de extracgaol®! e apresentam
reduzida sensibilidade e limites de detec¢do. Como forma de contornar
esta dificuldade, alguns trabalhos#247] relatam a adicdo de agentes
tensioactivos (cati6nicos, anionicos e neutros) a diversos derivados
destes compostos, por forma a efectuar a determinagéo na fase aquosa,

sem a incomoda necessidade de recorrer a uma extracgao.

3.4.1.4. DETERMINACAO COM COMPOSTOS DE ENXOFRE

Quando se descreveu a toxicidade dos compostos de mercurio, foi
referido que as suas principais propriedades biologicas advém da sua
elevada afinidade com grupos sulfidrilo, constituidos por atomos de
enxofre. Esta afinidade concretiza-se em diversos procedimentos
colorimétricos4849 fundamentados na reaccdo de mercrio com
compostos organicos de enxofre. Estes compostos apresentam elevada
selectividade no que concerne ao merctrio, motivo pelo qual,
geralmente, ndo é efectuada uma extrac¢do nos procedimentos

envolvendo estes compostos.

3.4.1.5. METODOS CROMATOGRAFICOS ACOPLADOS A DETERMINAGCAO
COLORIMETRICA DE MERCURIO

Os métodos cromatogréaficos por vezes surgem associados a
determinacio colorimétrica de merctrio, permitindo uma separagdo do
merctrio de outros metais. Foram propostas, para o efeito, a
Cromatografia em Camada Final® e a Cromatografia Liquida de Alta
Resolucdol!l. Esta ultima foi propostal®? para a determinacdo das

diferentes formas em que merctrio se encontra presente, aspecto de
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particular importincia, devido aos diferentes efeitos toxicos das

diversas formas de mercurio.

3.4.1.6. DETERMINACAO BASEADA EM METODOS CATALITICOS

A utilizacio de métodos cataliticos apresenta a vantagem de ndo
necessitar do recurso a etapas de pré-concentragao. Contudo, sdo
geralmente susceptiveis a muitas interferéncias. Diversos métodos
cinéticos baseados no efeito catalitico do merctrio sobre algumas
reacgdes quimicas, nomeadamente a reaccéo de substitui¢ao do cianeto
no ido hexacianoferrato(ll), [KsFe(CN)e], tém sido propostos para a
determinagio  espectrofotométrica de  mercario®54.  Outros
procedimentos cinéticos fundamentam-se no efeito inibidor do Hg(Il)
na reaccdo de oxidacio da tiossemicarbazona da 4,4'-di-
hidroxobenzofenona (TDHB), pelo peréxido de hidrogénio, catalisada
pelo cobresl. A acgdo inibidora do merctrio sobre a peroxidase de
rébano bravo, imobilizada em suporte sélido (em células de placa de
poliestireno ou em papel cromatografico), na presenca de tioureia esta

na base de outro procedimento cataliticol>6].

3.4.2. Espectrofotometria de Absor¢dao Atdmica (EAA)

A determinacdo de mercario por absor¢do atémica consiste na
medida da intensidade de radiagdo absorvida pelo vapor de mercurio
elementar e é, normalmente, efectuada a 253,7nm (apesar de a 184,9nm
a absorcdo ser cerca de 30 vezes superior, sofre da interferéncia de
espécies moleculares como o oxigénio)l82]. Nesta determinagao
empregam-se geralmente trés tipos de atomizagao: atomizagao em
chama, atomizagio por vapor frio e atomizagdo em cAmara de grafite.

Nas determinagdes de mercario por EAA, obtém-se elevadas
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sensibilidades e baixos limites de deteccdo. A instrumentagdo
necessaria (dependente do tipo de atomizagdo utilizada) € mais
dispendiosa do que a utilizada em determinagdes colorimétricas, mas
menos do que a utilizada em EFA ou AAN. A especializagdo do pessoal
que efectua as determinagdes é menor do que em espectrofotometria, ja
que, normalmente, sdo mais simples devido a quase auséncia de
tratamentos prévios, o que simplifica a determinagéo e diminui o tempo

de analise.

3.4.2.1. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA - ATOMIZACAO
EM CHAMA

A EAA com atomizacdo em chama, ou EAA convencional, ndo é um
método de eleicdo para a determinagao de mercurio, pois este tem
tendéncia para formar moléculas estaveis na chamal®!. Por outro lado,
em EAA o limite de deteccio do método é condicionado pela baixa
eficiéencia da nebulizagdo e pelo reduzido tempo de permanéncia do
vapor atémico no trajecto da radiacdo. Os limites de deteccao obtidos
por este método (cerca de 0,5mg/L) sdo menos favoraveis que os
obtidos com os métodos com atomizacdo modificada.l6®271. A
sensibilidade é condicionada pela forte absor¢do molecular, neste

comprimento de onda, dos produtos de combustao.

Como este modo de atomizagdo requer que todo o mercario esteja
em solucdo, e na forma de Hg(Il), normalmente, efectua-se uma
digestdo por forma a dissolver todo o merctrio. A digestdo acida e
oxidativa das amostras ou a combustdo em frasco de Schoniger sao os
tratamentos prévios comuns. A extrac¢do prévia do mercdrio para um
solvente organico pode melhorar a sensibilidade da determinagaoi®l.

Dos varios tipos de atomizacdo, a atomizagdo em chama apresenta a
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vantagem de ser a menos dispendiosa, sendo a que requer menor
especializagdo do operador e permite efectuar as determinagoes mais

rapidamente.

3.4.2.2. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA - VAPOR FRIO
(EAA-VF)

Este modo de atomizagdo, introduzido em 1968 por Hatch e Ott57),
consiste na reducdo dos ides mercaricos em solugdo ao estado
elementar; a solugdo é, posteriormente, arejada por uma corrente de ar
ou gés inerte, libertando o mercdrio para a fase gasosa (devido a sua
elevada pressio de vapor) e arrastando-o para a célula de medida
espectrofotométrica, onde é medida a sua absorvéncia a 253,7nm.
Conforme anteriormente referido, a geracdo de vapor frio requer que o
merctrio em solucio esteja na forma de Hg(Il), j& que os redutores
normalmente empregues (cloreto estanoso e borohidreto de sodio)
promovem apenas a redugdo desse idol1458. O 5SnCl: é o agente
redutor mais utilizado devido a sua maior estabilidade e natureza
reactiva menos violental®!. Apesar disso, apenas reduz o mercurio
inorganicol’8l, dai que seja frequente recorrer a uma digestdo da
amostra, habitualmente uma mistura de 4cido e permanganatol6222). O
excesso de oxidante (que permanece ap6s a digestdo) é removido por
adicdo de um agente redutor como sulfato de hidroxilaménio ou acido
ascorbico. O agente redutor é adicionado imediatamente antes do
arejamentolél, Inicialmente aplicada a8 EAA, a geragdo de vapor frio de
merctrio é actualmente o modo de atomizagdo mais utilizado, quer em
EAA, quer em EFA. Tal sucesso deriva dos limites de detecgdo
reduzidos (podendo ser inferiores a 1,0ng/L) que se conseguem obter,
da elevada sensibilidade, de ser um método relativamente livre de

interferéncias e de ser necessaria instrumentagdo simples e ndo muito
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dispendiosal?]. Quando comparada com a EAA convencional, ¢ muito
mais sensivel, cerca de 100 a 1000 vezes. As interferéncias sdo também
menos severas, pois o merctrio ¢ separado da solucdo antes da
determinacdo. Para além disso, ndo apresenta fontes inerentes de
interferéncias dispersantes de radiagdo, ao contrario do que ocorre em
EAA convencional, onde os produtos de combustio da chama
absorvem nesta regido do espectrol'll. Contudo, moléculas contendo
sulfureto e compostos organicos ciclicos interferem nesta determinagao
pois volatilizam e absorvem a 253,/nm[%?]. Também interferem os
metais nobres e o cobre82l Abdallah et al.¥l estudaram as
interferéncias de brometo, bromato, iodeto, iodato, periodato,
sulfuretos, sulfito e tiossulfato, tendo concluido que podem ser
eliminadas em meio alcalino, com adi¢do de NaOH. Relataram
igualmente a interferéncia de alguns insecticidas. O vapor de agua
interfere, ndo por absorgdo, mas por deposicdo nas paredes da célula

espectrofotométricall®l,

3.4.2.3. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA - ATOMIZACAO
ELECTROTERMICA

A atomizacio electrotérmica possibilita a obtengdo de sensibilidades
e limites de deteccdo comparaveis aos obtidos pela EAA-VF. Todavia, é
mais susceptivel a interferéncias diversas®), principalmente a
ocorréncia de absorcio molecular devida a outras substincias
moleculares volateis, com origem na matriz, que absorvam na mesma
zona do comprimento de onda do Hg e a dispersdo de radiacao
provocada por fumos e particulas®l. Estas interferéncias devem ser
subtraidas as medidas efectuadas, tal como na atomizagdo por chama, o
que, em muitos espectrofotometros, ¢é realizado automaticamente

através dum sistema de correccdo de fundo (por exemplo utilizando
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uma lampada de deutério). Outra abordagem na eliminagdo deste tipo
de interferéncias consiste em separar o mercario dos vapores
interferentes, seja por arejamento prévio da amostra ou recolhendo-o e
concentrando-o, antes da determinagdol'®3l. Esta recolha e
concentragdo pode ser efectuada em amalgamas com ouro ou outros
metais nobres (sendo depois libertado por aquecimento), em carvao
activadol'8], em resinas quelantes ou numa solugéao acida com agente

oxidante (habitualmente permanganato).

Quando se emprega a atomizagdo electrotérmica na determinagéo de
elementos volateis como o merctrio, podem também ocorrer perdas de
analisado durante a secagem e a pir6lise (fase de destruicio da matriz).
Esta dificuldade restringe a temperatura de pirélise a utilizar. Contudo,
estas perdas podem ser evitadas recorrendo normalmente ao uso de
modificadores de matriz que estabilizam o elemento e permitem

realizar o processo sem perdasl®l.

3.4.3. Espectrometria de Fluorescéncia Atomica (EFA)

Existem varios tipos de luminescéncia consoante os mecanismos de
excitacio e desexcitacdo envolvidos. As transi¢des de fluorescéncia
ressonante envolvem a excitagdo electrénica de um atomo, por absorgao
de um fotdo, do estado fundamental de energia a um estado superior de
energia seguindo-se a emissdo de energia radiante no regresso ao
estado fundamental. Em EFA as determinag¢des sdo baseadas neste tipo
de fluorescénciallll. A principal linha de ressonancia de merctrio ¢ a
184,9nm, no entanto, e devido a absor¢do pelo oxigénio atmosférico as
determinac¢des de merctrio sdo, geralmente, efectuadas a 253,7nmi11.60],
Em EFA, e a semelhanca do que ocorre em EAA, existem os modos de

vaporizacdo em chama e vaporizagao sem chama. A geragdo do vapor
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frio é a mais utilizada, com as vantagens ja descritas anteriormente, 1. .,
a obtencao de limites de detecgdo consideravelmente menores, cerca de

100 a 1000 vezes, sendo muito menos afectada por interferéncias.

A EFA apresenta outras vantagens em relacio a EAA: ndo sao
utilizadas células fechadas, o que elimina a interferéncia causada pela
deposicio de vapor de dgua nas paredes da célula, ndo é necessario
utilizar um agente exsicador e ndo tém significado as interferéncias por
absorcdolél. Contudo, os efeitos de dispersdo da luz por particulas sdo
maiores8l. Adicionalmente, o intervalo em que existe a relagdo linear
sinal analitico vs. concentracdo é maior, a sensibilidade é mais elevada e
o limite de deteccio mais reduzidol®11560, como em qualquer outra

técnica de luminescéncia.

Conjuntamente com a EAA-VF, a EFA-VF ¢ a técnica mais utilizada
na determinacdo de merciirio em concentragdes vestigiais, devido ao

bom compromisso sensibilidade/custos que oferece.

3.4.4. Espectrometria de Emissdao Atémica (EEA)

A espectrometria de emissdo atomica (EEA), baseia-se na medigéo da
intensidade da radiagdo emitida por atomos excitados, previamente
vaporizados. A excitagdo pode ocorrer numa chama ou num plasma.
Um plasma é uma massa gasosa electricamente neutra, composta por
ides, electrdes e particulas neutras, onde se atingem temperaturas
extremamente elevadas. Sdo utilizados varios tipos de plasma
consoante a fonte de excitagio, nomeadamente, os plasmas de
descargalé,DCP ou ICP, os plasmas de indugdo por microondasl®?,

MIP, e os plasmas de descarga de anel de baixa pressaols3,RDP. A

técnica consiste em arrastar o vapor de mercario elementar (geralmente
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originado por vapor frio) para o plasma, através de uma corrente de gas
(He ou Ar). No plasma, é efectuada uma descarga responsavel pela
excitacdo dos atomos. A intensidade da radiagdo emitida é entdo

medida®2>41],

As determinacdes por EEA tém a vantagem de utilizar detectores de
elevada sensibilidade, capacidade de analise multielementar, larga zona
de linearidade e elevada selectividade. Contudo, os limite de detecgao
dos métodos para a determinagdo de mercario que utilizam a EEA
estdo condicionados pelo elevado potencial de ionizagdo do merctrio,
tornando dificil a excitacdo térmica mesmo recorrendo a plasmas. Outra
das desvantagens traduz-se na ocorréncia de interferéncias

espectrais(®.
3.4.5. Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios-X (EFRX)

Esta técnica geralmente requer uma etapa de pré-concentragdo, ja
que ndo permite obter sensibilidades adequadas as actuais necessidades
(sendo consideravelmente inferior 4 EAA e AAN). E afectada por um
grande namero de factores e qualquer correcgdo de interferéncias,
envolve calculos. Para além disso, poucos laboratorios estido equipados
de forma a poderem efectuar este tipo de analisel®l. Esta técnica tem

como vantagem a capacidade de anélise multielementar(64].

3.4.6. Espectroscopia de Massa (EM)

A Espectroscopia de Massa baseia-se na conversdo da amostra a um
vapor iénico, que ¢ encaminhado para o analisador de massa através de
um campo magnético. Deste modo, é efectuada a separagdo de

fragmentos de diferente razao massa/cargal?%l. Esta técnica apresenta
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as desvantagens de requerer equipamento dispendioso, bem como
operadores especializados para efectuar as determinagdes. Contudo,
permite a obtengdo de limites de deteccdo reduzidos, podendo as
determinacoes ser efectuadas com pequenas quantidades de amostras.
Adicionalmente, é adequada a determinagdo em amostras solidas e tem
capacidade de andlise multielementar, nomeadamente quando
acoplada a ICPRU. As técnicas de EEA e EM com plasma permitem,
actualmente, obter limites de deteccdo ao nivel dos obtidos por EAA-VF
e EFA-VF, com a vantagem adicional de terem capacidade de analise
multielementar e a desvantagem de serem muito dispendiosos. Foi

proposta a determinagdo de merctrio através de ICP-MSI¥7.

A aplicagio da EM a determinagdo de compostos organomercurados
é possivel, devido a presenca de seis is6topos abundantes do merctrio.
Deste modo, os espectros que os contém sao facilmente identificaveis, e
a identificagdo é possivel com ou sem eliminagao da matriz. No entanto,

apenas estdo disponiveis espectros de alguns compostos(’2l.

Estes métodos espectrométricos descritos, apresentam as vantagens
de serem adequados & automatizagdo e a combinagdo com métodos
cromatograficos. Os métodos cromatograficos permitem a separagao e
quantificacdo das diferentes formas de mercdrio, aspecto de primordial
importancia, devido aos diferentes efeitos toxicos das diferentes formas

de mercariol®l.
3.4.7. Analise por Activac¢io Neutronica (AAN)

A Analise por Activagdo baseia-se na produgdo de um radiondcleo
do elemento a analisar, sendo a Anélise por Activagdo Neutrénica a sua

variante mais comum. Nesta variante, a amostra, contida num reactor
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nuclear, é geralmente irradiada por neutrdes de baixa energia
(térmicos), que ao ser absorvidos, provocam que o ntcleo passe a um
estado excitado de energia, originando um radiontcleo. A radiagéo
emitida por estes ¢ medida em detector adequado ap6s um intervalo de
tempo variavel, dependente do tempo de meia-vida do nucleo. Quase

todas as aplica¢des de AAN baseiam-se na medigéo da radiagao y (1),

Na determinagio de merctario, o procedimento concretiza-se na
irradiacio da amostra - contida num recipiente de quartzo ou
polietileno - com neutrdes para produzir isétopos radioactivos,
medindo imediatamente a sua radiacdo y. As reac¢bes mais utilizadas
sdo 1%Hg(n, y)>'"Hg e 22Hg(n, y)>?®Hg. A primeira permite a
deteccdo de menores quantidades de merctrio, j4 que a segunda ¢é mais
susceptivel a interferénciaslél. Contudo, e apesar da radiagdo inicial do
197Hg ser mais alta, o 2°Hg tem uma vida média superior - 47 dias em
relaciio as 65 horas do anterior - pelo que, possibilita a realizagdo das

medidas ap6s um periodo de algumas semanas(!8],

A AAN é adequada para a analise de amostras s6lidas, ja que podem
ser irradiadas sem necessidade de as dissolver. Esta é uma importante
vantagem relativamente a EM, ja que o manuseamento de amostras de
merctirio pode levar a perdas do mesmo, devido a sua volatilidade. As
amostras de d4gua podem igualmente ser irradiadas, mas habitualmente

é necessario efectuar uma pré-concentracdo das mesmas.

Apesar de ser um método de grande valor, pelo seu caracter nao
destrutivo, pela sua sensibilidade, rapidez e auséncia da necessidade de
um branco e de muitos reagentes!®], a activagdo neutrénica tem os
inconvenientes de requerer um equipamento muito custoso e pouco

acessivel, pessoal especializado e um largo tempo de analisel!¥l. Para
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além disso, o desvio tipico das medidas de AAN ¢ relativamente
elevado, devido a necessidade de corrigir os picos sobrepostos de

mercurio e selénio.

3.4.8. Métodos baseados em propriedades electroquimicas

Os métodos baseados em propriedades electroquimicas propostos
para a determinagdo de merctriol®®%], geralmente, sdo simples e nao
requerem instrumentacdo dispendiosa, apesar de ndo permitirem a
obtencdo de limites de detec¢do abaixo do pg/L. Para além disso, nao
oferecem grandes possibilidades de determinagao das diferentes formas

em que o merctrio se pode encontrar presente!>].

Liu et al.[8] monitorizaram a reaccdo enzimatica de hidroélise da ureia,
catalisada pela urease (que ¢ inibida por Hg) através dum dispositivo
SAW (Standing Acoustic Wave) com um par de eléctrodos paralelos.
Uma alteracdo na condutividade do electrélito na solugéo resulta numa
frequéncia de resposta do SAW/tradutor da impedancia da enzima. A
utilizacio de uma sonda electroquimica de glucose permitiu efectuar a
determinacdo de Hg(ll), metil-Hg e etil-Hgl®®l, com base no efeito
inibidor do merctrio na reaccdo de degradacdo de sacarose a glucose,
catalisada pela invertase. O decréscimo na concentragdo de glucose
(provocado pela inibicdo da enzima) foi correlacionado com a

concentragdo de mercario.

3.5. PROCEDIMENTOS AUTOMATIZADOS

A automatizagdo analitica tem despertado enorme interesse nas

ultimas décadas, o que se tem reflectido no aparecimento de diversos
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equipamentos comerciais. Este interesse manifesta-se, principalmente,
no campo das anélises clinicas, onde é imperativo obter um elevado
namero de dados analiticos o mais rapidamente possivel e da forma
menos dispendiosa. Todavia, a automatizacdo também se reveste de
elevada importancia para a indastria, nomeadamente ao nivel do
controlo de qualidade. Dado que os salrios de técnicos especializados
representam uma importante parcela dos custos de produgdo, existe
uma tendéncia para o recurso a trabalhadores nao especializados para
operar em instrumentacdo que sendo praticamente autonoma requer

interven¢do humana minimal7l.

A automatizacio apresenta vantagens também ao nivel do
desempenho da analise quimica propriamente dita. O tratamento
automéatico de solucdes, quando substitui as operacdes manuais de
pipetar, dispensar, misturar e separar, permite uma drastica redugdo
dos volumes de amostra e de reagente, sem prejuizo da
reprodutibilidade; deste modo, poupa-se tempo, material e energial”ll.
A maior parte dos sistemas autométicos sdo controlados por
microprocessador. Estes dispositivos pouco dispendiosos no ambito
dos custos laboratoriais tornam possivel estender a automatizagao a
aquisi¢cdo, armazenamento e tratamento de dados. Deste modo, a
automatizaco laboratorial é facilitada pela utilizagio de computadores
pessoais, que sio cada vez mais potentes, compactos e baratos.
Adicionalmente, podem comunicar com instrumentos cientificos, o que
permite a implementacdo de experiéncias controladas de modo
automatico72. As técnicas de automatizacdo sdo, habitualmente,
classificadas em trés categorias: discretas, fluxo continuo e robotizagéo,
nelas se distinguindo vérios métodos (tabela 3.5.1). Contudo, esta
classificagdo ndo é consensual. A técnica de fluxo continuo tem sido

englobada num conjunto mais vasto de que fazem parte as
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cromatografias e a electroforese capilar, embora estas ndo sejam
propriamente consideradas como técnicas de automatizacao. Também
mais recentemente, foi proposta a classificagdo dos métodos de fluxo
continuo ndo segmentado em diferentes categorias: injeccdo em fluxo
continuo  (FIA), injec¢gdo com interrupcdo de escoamento,
multicomutacdo e injeccdo sequencial (SIA)?l. A diferenca entre estes

métodos sera aprofundada mais adiante.

Tabela 3.5.1: Classificacio das diversas técnicas de automatizagao.

Categorias de técnicas de automatizagao

Nao centrifugos
Discretos
Centrifugos
Fluxo segmentado (SFA)
Fluxo continuo Fluxo monossegmentado (MCFA)
Fluxo nio segmentado (FIA, SIA e multicomutaco)
Robotizados

3.5.1. Técnicas de automatizagao

Nas seguintes secgdes sdo descritos alguns dos aspectos relativos aos

diferentes tipos de técnicas de automatizagdo.

3.5.1.1. TECNICAS DISCRETAS

Os métodos englobados na automatizagdo discreta assemelham-se,
geralmente, a versdes mecanizadas dos procedimentos manuais. A
amostra é mantida, separadamente, num recipiente no qual ocorrem os
diferentes estagios analiticos - como sejam, dilui¢do, adicdo de
reagentes, mistura, aquecimento e medida - necessérios a realizagdo da
determinacdo. A amostra ¢ mecanicamente transportada para as

diferentes unidades de dispensa de solugbes, sendo posteriormente
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enviada para o detector, onde um sinal correspondente a concentracao
da espécie a determinar é obtido e registadol”071l. Nestes sistemas, 0s
equilibrios fisico e quimico devem ser atingidos antes de efectuar a
determinacfio, excepto se estiverem programados para a realizagdo de
determinacdes cinéticas”l. As desvantagens deste tipo de analisadores
discretos sdo a sua complexidade mecénica e elevado custo de
operacdo. Adicionalmente, este equipamento s6 raramente & utilizado
fora do laboratorio clinico, ja que é concebido para efectuar os testes de
bioquimica clinica de rotinal. Contudo, estes métodos adaptam-se
facilmente a determinacdo de varios pardmetros de uma amostra.
Adicionalmente, estas metodologias permitem obter um ritmo de

amostragem elevadol70-711.

3.5.1.2. TECNICAS DE FLUXO CONTINUO

Nos métodos englobados na andlise em fluxo continuo, a
concentracio da espécie a determinar é medida sem interromper o fluxo
de um liquido ou gas”?l. Esta definicdo ndo faz, actualmente, pleno
sentido, na medida em que existe, pelo menos, um modo de operagao
em que o escoamento é interrompidol”?l. As amostras sdo introduzidas,
sucessivamente e em intervalos regulares, num canal, através do qual
flui um liquido contendo o reagente. Alternativamente, o reagente pode
ser adicionado posteriormente (ap6s injeccdo da amostra) através de
canais auxiliares que confluem no canal principal, num dispositivo
denominado confluéncia. Entio, o fluxo passa através da célula de fluxo
do sistema de deteccdo e a corrente emergente é rejeitada. O sinal
resultante, continuo por natureza, é registado. Cada amostra origina
um sinal em forma de pico com caracteristicas - geralmente a altura do
pico - relacionaveis com a concentragdo da espécie a determinar na

amostra [0,
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As operacdes em fluxo sdo mais facilmente controlaveis no espaco e
no tempo, ja que a utilizagdo de tubagem fechada impede a evaporagao
de liquidos, fornece trajectos repetitiveis, através dos quais as solugoes
se movem e cria o ambiente para uma muito reprodutivel mistura de
componentes e formagdo dos produtos de reacgdo. Dado que os
escoamentos podem ser misturados, detidos, reiniciados, revertidos,
divididos, recombinados e amostrados, enquanto que os tempos de
contacto com seccdes seleccionadas de reagente ou de superficies
sensibilizadas podem ser precisamente controlados, as operagdes em
fluxo tornam-se muito versateis. A analise em fluxo continuo permite
automatizar, adicionalmente, operagdes mais complexas como dialise,
destilacdo, extraccdo por solventes e outro tipo de separagdes. Por outro
lado, as operacdes em fluxo permitem a utilizagdo de um maior leque
de sensores e detectores de uma forma muito mais reprodutivel em
relacdo as operacdes efectuadas de modo convencionall”!. A abordagem
de fluxo continuo é a forma mais flexivel de manusear solugdes, pelo

que merece ser estudada em maior profundidade.

Ha dois tipos de métodos de fluxo continuo: a Anélise por Fluxo
Segmentado (SFA) e os métodos de andlise em fluxo ndo segmentado
ou monossegmentado. Entre os métodos nédo segmentados salientam-
se, a Analise por Injeccdo em Fluxo (FIA), a Analise por Injecgdo

Sequencial (SIA) e a Analise por Injeccao com paragem de fluxol”3l,

3.5.1.2.1. Métodos de fluxo continuo segmentado

Nos métodos de fluxo segmentado, as amostras sdo aspiradas
sequencialmente para um percurso tubular e a sua identidade mantida

através da delimitacio dos volumes amostrados por bolhas de ar
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colocados a jusante e a montante, respectivamente. Para minimizar
contaminacio entre amostras sdo intercaladas solugdes de lavagem
entre amostras. A elevada segmentacdo do escoamento levanta
problemas de compressibilidade que, inviabilizam a temporizacao
exacta do escoamento de cada amostra até ao detector. Este aspecto
inviabiliza igualmente a realizagdo de medidas reprodutiveis na
auséncia de equilibrio fisico-quimico, o que limita o ritmo de
amostragem dos sistemasl’ll. Este tipo de métodos concretizou-se no

“Auto Analyser” comercializado pela Technicon®"l,

3.5.1.2.2. Métodos de fluxo continuo nao segmentado

De acordo com Ivaska et al.”® podem-se identificar trés geragdes de
metodologias de injeccio em fluxo de acordo com a constancia e

direccdo de escoamento durante cada determinagao:

a) injeccdo em fluxo continuo, na qual as amostras s&o injectadas num

escoamento unidireccional e continuo de transportador;

b) injeccdo com interrupgdo de fluxo, em que a corrente unidireccional
de transportador é mantida até que uma seccdo adequada da zona
de amostra dispersa se posicione no campo de deteccdo para

medicdo da velocidade de reacgao;

c) injecgdo sequencial, na qual as zonas da amostra e do reagente sdo
posicionadas numa conduta tubular e misturadas por acgéo do fluxo
reverso da corrente transportadora, sendo, entdo, enviadas para o

detector(3l.
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Contudo, os métodos em fluxo continuo sdo uma 4rea em plena
expansdo pelo que é frequente encontrar abordagens diferentes,
nomeadamente a multicomutacéol74 e a Analise por Injeccao em Fluxo

Continuo Monossegmentado (MCFA)I,
3.5.1.3. METODOS ROBOTIZADOS

Os métodos robotizados baseiam-se na utilizagio de robds
miniaturizados e controlados por microprocessadores que simulam a
accdo de um operador humano na aplicacdo de um método analitico.
Estes robos sdo manipuladores constituidos por bragos flexiveis e
articulados com varias configuragdes geométricas possiveis. Os
métodos robotizados constituem uma alternativa aos métodos discretos
em operagdes que pdem em risco a satde humana como a utilizagao de

substancias radioactivas!’0,

3.5.2. Principios de FIA

Dado que o conceito SIA, por um lado nasceu do desenvolvimento
dos sistemas FIA e por outro se rege pelos mesmos principios

fundamentais, é de todo conveniente fazer-lhes referéncia.

A analise por injecgdo em fluxo, inicialmente proposta por Ruzicka e
Hansenl7¢, baseia-se na injec¢ao de uma amostra liquida numa corrente
transportadora continua, em movimento e nio segmentada de um
liquido apropriado. A amostra injectada forma uma zona, que € entao
transportada em direcgdo ao detector que monitoriza de uma forma
continuada uma propriedade fisica relacionada com a espécie a
medirl7ll. Os sistemas FIA caracterizam-se pela sua simplicidade, pelo

facto de o equipamento necessario ndo ser dispendioso, pela facilidade
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operativa e pela capacidade de obter resultados rapidos, exactos e
precisos. O conceito FIA pode ser rapidamente adaptado a qualquer
situacdo analitica de modo eficiente. Por outro lado, o seu modo
operativo pode ser directamente modificado pelo operador com vista a
optimizagdo técnica do sistema e controlo das variaveis quimicas!7l.
Estes atributos vantajosos sdo, em grande parte, responsaveis pelo
enorme desenvolvimento que estes procedimentos atingiram!”7),

estando ja descritos mais de 8.000 artigos da especialidade!”].

Basica e essencialmente, poder-se-a afirmar que o conceito FIA se

rege por trés principios fundamentais70-71l:

a) injeccado directa;

b) dispersdo controlada da zona de amostra;

¢) tempo de operagdo reprodutivel, desde o ponto de injeccao até a

deteccao.

3521. A DISPERSAO PARCIAL, COMO UM DOS PRINC{PIOS
FUNDAMENTALIS DE FIA

Nas condi¢des de caudal constante e reprodutivel habitualmente
envolvidas nos sistemas FIA, a progressiva mistura da amostra
intercalada no transportador segue um padrao definido e reprodutivel
no tempol?l. Deste modo, associada a intercalagéo da amostra surge um
gradiente de concentragdo para os diversos constituintes da amostra, na
corrente de transportador, cujo perfil depende do tempo. A dispersao

pode ser definida como a variagdo do perfil de concentragdo de uma
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espécie na zona da amostra no momento de inser¢ao e em determinado

ponto do sistema sem interromper o fluxol”l.

Para a dispersdo, contribuem o transporte por convecgdo e a difusdo

molecular. Esta altima é fundamental, pois atenua os efeitos do
primeiro, impedindo assim a diluicio mais extensa da zona na corrente
de transportador. O perfil de concentracgdo da amostra na zona
injectada na corrente de transportador é dependente da contribuigao
dos varios tipos de transporte no tempo. Imediatamente ap6s a injeccdo,
predomina o transporte por convecgdo. Ap6s um pequeno intervalo de
tempo, a contribuicdo da difusdo molecular torna-se significativa e
compete com o transporte por convecgao. Se o tempo de transporte for
suficientemente longo, a contribuicdo da difusdo pode exceder a do
transporte por convecgaol0). Varios parametros fisicos podem afectar a

dispersao de um sistema FIA. Assim:

a) A dispersdo ou dilui¢do da amostra aumenta com o aumento dos
tempos de residéncia”™. Logo, aumentardi com a distancia
percorrida através da tubagem[”!l e, em principio, aumenta com a

diminuicao do caudal de escoamentol”0};

b) A dispersdo é afectada pelo volume de amostra injectado. Quanto

maior o volume, menor é a dispersaol’0-71};

¢) A forma e dimensio da tubagem influenciam igualmente a
dispersdo. Assim, para tubos ndo enrolados, quanto maior o seu
comprimento, maior a dispersdo. O mesmo ocorre relativamente ao
seu diametro. No caso de o tubo estar enrolado em forma de hélice,
existe uma tendéncia para a diminui¢do relativa da dilui¢do ou

dispersdo da amostra, factor de extrema importancia em FIAFPO71,
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Quanto mais enrolado estiver o tubo, menor serd a dispersaol”.

Novamente, quanto menor for o didmetro do tubo, menor a

dispersaol”’l;

d) A inclusdo de uma camara de mistura no sistema de fluxo continuo
gera maior dispersio do que a originada num sistema

correspondente sem camara de mistural”ll.

Contudo, ndo se deve avaliar a dispersdo apenas como um fen6meno
fisico. Varios factores de que dependem as reac¢des quimicas podem
afectar a dispersdo. Assim é necessario ter em conta a contribuicao da

reacgdo quimica para o fenémeno da dispersao.

O sinal em FIA (em forma de pico) ¢é o resultado de dois processos
cinéticos que ocorrem simultaneamente: o processo fisico de dispersao
da zona e os processos quimicos resultantes das reacgbes entre as
espécies presentes na amostra e no transportador ou no leito do
sistemal”l. O sinal obtido é dependente do comprimento do reactor e da

velocidade de escoamentol701,
3.5.3. Montagens FIA

Uma montagem FIA comum compreende, habitualmente, as
seguintes unidades: unidade de propulséo, sistema de injeccao, reactor
e sistema de detecgdo (figura 3.5.3.1). Apresentam-se, seguidamente,

algumas das caracteristicas de cada uma destas unidades:

a) Unidade de propulsio. A unidade propulsora assegura o
escoamento, idealmente a caudal constante, de uma ou varias

solucdes, contendo um reagente dissolvido, ou actuando meramente
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como transportador. Esta unidade pode ser uma bomba peristaltica,

um sistema gasoso de pressdo ou a gravidadel™);

Amostra

ransportador

Esgoto !

Reagente

Reactor

*Fransportador

Reagente

" Reagente | ‘ ~ Hsgoto
' Reactor

Figura 3.5.3.1: Esquema de uma montagem FIA comum. O reagente ¢ adicionado
continuamente a corrente de transportador (topo), o que permite a penetracdo da zona
da amostra (centro). O produto da reaccdo resultante forma um gradiente de
concentracio correspondente a concentragio do elemento a determinar através de
todo o comprimento da zona de amostra. Adaptada de Alitea Instrumentsi™l.

Legenda: D - Detector.

b) Sistema de injecgdo. O sistema de injeccdo devera permitir a insergao
(geralmente através de uma vélvula rotativa) reprodutivel de um

volume de amostra no fluxo, sem o interromper(7;
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¢) Reactor. O reactor é constituido por tubagem e dispositivos
especiais, através dos quais se processa o fluxo, e pode ocorrer a

reaccdo. A tubagem pode estar enrolada ou naol”

d) Sistema de detecgdo. E constituido por uma célula de fluxo colocada
num detector, que pode ser, nomeadamente, um eléctrodo selectivo,
um espectrofotometro ou um  fluorimetro. E registada,
continuamente, uma propriedade fisica cuja grandeza ¢é relacionavel

com a concentracio da espécie a determinar(7},
3.5.4. O conceito SIA

A Anélise por Injeccio Sequencial é uma metodologia de fluxo
continuo, tendo surgido como uma variante de FIA em 199271 Em SIA
é utilizada uma valvula selectora, ao invés da unidade de injecgao de
amostra (em FIA), através da qual, volumes precisamente medidos de
solucdo transportadora, amostra e reagente sao aspirados para uma
conduta tubular de armazenagem (holding coil) por acgdo de uma
bomba capaz de efectuar movimentos precisamente controlados de
rotacdo bidireccional. Apés a primeira etapa de sequenciamento das
zonas, no decorrer da qual as zonas de reagente e de amostra sdo
enviadas para o holding coil, a valvula é trocada para a posicdo do
detector. Seguidamente, o fluxo é revertido, de forma a que as zonas
sejam propulsionadas, através da valvula e do reactor, até ao detector.
No decorrer deste movimento, ¢ criado um gradiente de concentragdes,
no qual as zonas de amostra e de reagente se dispersam
mutuamente”8). Na figura 3.5.4.1 apresenta-se o esquema duma

montagem SIA trivial.
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[ 0D8300N0000005000
Reagente

Reagente Amostra

Figura 3.54.1: Esquema de uma montagem SIA comum. Sao aspirados
sequencialmente pequenos volumes de amostra e de reagente para o holding coil,
sendo posteriormente o fluxo revertido e enviado para o detector. Adaptada de Alitea

Instrumentst”8.Legenda: D- Detector; HC - Holding coil.

Tal como ocorre em FIA, em SIA a injec¢do da amostra, a dispersao
controlada e a temporizagdo reprodutivel sdo os principios
fundamentais caracteristicos desta técnical7280l, dai que muito do que foi
dito para FIA se aplique em SIA. Contudo, em SIA os mecanismos sao
muito mais simples ja que apenas é utilizado um canal onde se move o
liquidol®l. Apesar disso, os gradientes de concentragdo formados pela

penetragdo das zonas em fluxo reverso é mais complexo.

O desempenho dos sistemas SIA depende, de uma forma critica, da
aspiragio reprodutivel de pequenos volumes de liquido, pelo que a
unidade de aspiragdo é particularmente importante em SIA. A este
respeito, Ivaska et al.[®! efectuaram um estudo comparativo entre as
unidades habitualmente utilizadas: uma bomba de pistdo e uma bomba
peristaltica. Chegaram a conclusdo de que a utilizagdo de uma bomba
peristaltica preenche todos os requisitos de SIA, a semelhanga do que
ocorre com as bombas de pistdo, mas com vantagens: o ciclo de

aspiragdo é mais curto, o sistema torna-se mais facil de configurar,
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iniciar e operar, bem como as bombas sio de facil utilizagdo e

encontram-se largamente disponiveis(”3l.

Em SIA, a frequéncia de amostragem é habitualmente menor quando
comparada com a frequéncia de amostragem do correspondente
método FIA. Tal deve-se a utilizagdo de apenas uma bomba para
efectuar a injeccdo de amostra e de reagente e o seu envio para o
sistema de deteccdo. Contudo, o consumo de reagentes ¢€
significativamente menor. Um dos principais atributos dos sistemas SIA
é que, uma vez montado, e em contraste com um sistema FIA, ndo
necessita de ser fisicamente reconfigurado, mesmo se parametros
essenciais como a velocidade de fluxo, o volume de amostra e reagentes
e os tempos de reaccdo tiverem que ser alterados. Todas estas
modificacbes podem ser operadas através do teclado de
computador”38. Mais, os sistemas SIA sdo extremamente versateis(”?],
na medida em que podem ser adicionados reactores e detectores a
valvula selectora, podendo assim ser efectuadas vérias determinagdes
bem como varias reacgdes, sendo o numero de portas da valvula o
Gnico limitel®), Actualmente, j4 sdo comercializadas vélvulas de 26

portas(81l.

A técnica de SIA, ainda que recente, é, potencialmente, capaz de
permitir a realizagdo de todos os ensaios efectuados por FIA. O
equipamento ¢ relativamente pouco dispendioso, facilmente

automatizado e facil de adaptar a um método quimico particular(®2.

3.5.5. Procedimentos automaticos de determinagdo de mercario

A determinacio de mercario realizada por diversos sistemas

automaticos foi anteriormente proposta por vérios autores. O popular
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procedimento de determinagéo baseado na EAA-VF foi modificado por
forma a permitir a realizagdo da determinagio de merctrio de uma
forma continual®>$4, Este método baseia-se num sistema FIA
convencional, diferindo deste, apenas no facto de a insercado da amostra
ter sido efectuada continuamente. Neste método modificado realizou-se
uma digestdo, redugdo e extraccdo das amostras. O limite de detecgdo
obtido foi de 0,15pg/L, com um caudal de amostragem de 180pl/min.
Igualmente conhecida, ¢ a determinagdo baseada num sistema FIA
convencional com deteccio EFA-VF®), tendo-se obtido um limite de
detecgio 0,008ng e uma frequéncia de amostragem de 35 amostras por
hora. A monitorizacdo fluorimétrica do amonio libertado na reaccdo de
conversdo da ureia, catalisada pela urease e inibida pelo mercario, esta
na base de um procedimento FIA®, tendo-se obtido um limite de

deteccdo de 2ug/L.

Os métodos colorimétricos foram vantajosamente aplicados em
montagens FIA, nomeadamente determinados procedimentos
cataliticos com paragem do escoamentol®”$8], tendo-se obtido®”] no
melhor dos casos um limite de detecgdo de 0,025ug/L e frequéncia de
60 amostras por hora. Nestes métodos o escoamento era interrompido
pelo periodo necessario a ocorréncia da reacgio. Esta é uma das
caracteristicas dos métodos com interrupcdo do escoamento, que,
adicionalmente, permitem a obtencdo de sensibilidades mais

elevadas!®l.

A utilizacdo de fluxo revertido foi também proposta na determinagéo
de mercuriol6ll, Neste procedimento, foi efectuada a sua determinagao
através de um sistema FIA com geragdo de vapor frio e deteccdo por
EAA. Obteve-se uma frequéncia de amostragem de 120 amostras por

hora e um limite de deteccdo de 0,050ug/L.
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Igualmente conhecida, é a determinagdo de merctrio baseada em
sistemas SIA, com as vantagens e inconvenientes anteriormente
referidos. Foi recentemente proposto um procedimento SIA com
deteccio por EAA-VF. O limite de detecgdo obtido foi de 0,34ug/L com

um frequéncia de 30 amostras por horal®l.
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E inegéavel que os procedimentos analiticos baseados no conceito SIA
representam uma poderosa ferramenta de analise, sobretudo quando se
pretende obter um elevado ritmo de amostragem, com reduzidos custos
e consumo de reagentes. Estas caracteristicas, aliadas a enorme
versatilidade dos sistemas SIA tornam esta técnica extremamente
atractiva no que concerne ao controlo de qualidade. Por outro lado, os
métodos colorimétricos constituem uma determinagdo de custo
reduzido e relativa simplicidade. Mais, a utilizagdo de reagentes com
elevada afinidade para mercario, concretizada em procedimentos
cataliticos, confere sensibilidade ao procedimento, permitindo assim a
determinacdo do elemento, mesmo quando presente em concentragdes
vestigiais. ~ Adicionalmente, a implementagdo vantajosa de
procedimentos de titulagdo em fluxo € igualmente conhecida, quer seja
em FIAl, quer seja em SIAR. Contudo, a determinagéo de mercdrio em
4guas com base numa titulagdo efectuada em sistema SIA, e tanto
quanto é conhecido, ainda ndo tinha sido proposta e constitui o

objectivo deste trabalho.

O procedimento proposto baseia-se na monitorizagao colorimétrica
da reaccdo de oxidagio da tiossemicarbazona da 4,4’ -di-
hidroxobenzofenona (TDHB). E sabido que as solu¢des amoniacais de
TDHB sdo rapidamente oxidadas a um produto amarelado por acgao
do peroxido de hidrogénio, na presenca do catalisador desta reacgao, o
ido Cu(ll). E igualmente conhecido que o ido Hg(Il) inibe esta oxidagao,
na presenca de Cu(ll). Deste modo, foi anteriormente efectuada a
titulacdo directa de merctirio com TDHB, na presenca de oxidante,
solucdo tampéo e catalisador, num processo conhecido como titulagao
catalitica por inactivagdo do substrato. No inicio da titulacdo, a TDHB

adicionada é consumida por complexagio com Hg(Il). Uma vez

completa a complexacdo, o excesso de titulante inicia a reaccao
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indicadora, i.e., a reaccdo de oxidacdo pelo peroxido de hidrogénio. O
periodo de pseudo-indugdo das curvas de titulagdo correspondentes &
directamente proporcional a concentragio de merctrio (II) nas

amostras34l.

Contudo, e dado que o reagente orginico TDHB nao é
comercializado por nenhuma das empresas da especialidade, houve
necessidade de efectuar a sua sintesell, o que constituiu um objectivo

adicional.
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4. CONDICOES EXPERIMENTAIS

Seguidamente descrevem-se as condigdes experimentais, sob as
quais, decorreu o trabalho efectuado, bem como se enumeram oS
procedimentos seguidos. Apresentam-se igualmente os critérios de

avaliacdo da metodologia implementada.

4.1. NA SINTESE DA TDHB

Nesta seccdo descrevem-se as condigBes gerais sob as quais foi

efectuada a sintese da TDHB.
4.1.1. Equipamento

Os solventes foram evaporados com auxilio de pressdo reduzida,

utilizando um evaporador rotativo Biichi.
As pesagens foram efectuadas em balanca Mettler AE 163.

As temperaturas de fusdo, TF, foram determinadas em microscépio

de pontos de fusdo Kofler.

Os espectros no infravermelho foram registados num

espectrofotometro ATI Mattson Genesis Series FTIR.

Os espectros de Ressondncia Magnética Nuclear, RMN, foram

efectuados num aparelho Bruker AMX 300, a temperatura ambiente. O
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solvente usado para RMN foi o dimetilsulfoxido hexadeuterado,

DMSO-ds, (Uvasol; Merck), com grau de deuteragao superior a 99,0%.

Os espectros de massa foram registados num espectrémetro VG
Autospec (impacto electronico) e foram referidos em m/z (% da

intensidade relativa dos fragmentos).
4.1.2. Solventes e reagentes

Os solventes e reagentes utilizados foram produtos pro analysi ou

“para sintese”, das empresas Merck, Aldrich e Riedel-deHaén.

4.1.3. Sintese da TDHB

Dissolveu-se a 4,4’-di-hidroxibenzofenona (0,5g; 2,33mmol) em
etanol (25mL). Seguidamente adicionou-se uma solugdo de
tiossemicarbazida (0,33g; 3,62mmol) em 4gua quente (25mL). A solugao
foi acidificada (pH 4,5) com HCl concentrado. Aqueceu-se a mistura em
condicoes de refluxo, com agitagio magnética, durante 2 horas. Apds
reaccdo, o solvente foi parcialmente evaporado. A solucdo foi
neutralizada com NaOH a 5% e extraida com éter dietilico (3x50mL). As
fases etéreas foram reunidas, lavadas com agua (3x100mL) e
desidratadas com sulfato de sédio anidro. Ap6s evaporagado do solvente
obteve-se um residuo branco amarelado (680mg), o qual foi purificado
por Cromatografia em Coluna, CC, (gel de silica; éter de petr6leo (60-
80°C)/éter  dietilico, em diferentes propor¢des; fracgdes de
aproximadamente 10mL). Com a fase mével éter de petroleo (60-
80°C)/éter dietilico (3:7) verificou-se a eluicdo da 4,4’-di-
hidroxibenzofenona que ndo reagiu. As fracgdes contendo

predominantemente o composto sintetizado, eluidas com a fase moével
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éter de petréleo (60-80°C)/éter dietilico (2:8), foram reunidas e o
solvente evaporado. O residuo obtido foi cristalizado do sistema éter de
petréleo (60-80°C)/éter dietilico, obtendo-se cristais brancos da TDHB
(179mg; 27%).

A verificacdo da pureza dos reagentes foi efectuada por anélise
comparativa dos dados de ponto de fusdo e de infravermelho obtidos
experimentalmente e os descritos na literatura. Na espectroscopia do
IV, utilizaram-se pastilhas de brometo de potéssio (para espectroscopia;

Merck) contendo aproximadamente 1% de amostra.

Os critérios de pureza adoptados foram a nitidez e o intervalo de
temperatura de fusdo e a observagdo de uma unica mancha em
Cromatografia em Camada Fina, CCF, fazendo variar a composicao da

fase movel.

A evolucio da reaccdo de sintese foi acompanhada por CCF, em

diferentes eluentes, e por espectroscopia no IV.

O controlo cromatografico da reacgdo e das fracgdes da coluna foi

efectuado por CCF nos sistemas:

a) gel de silica; n-hexano/acetato de etilo (1:1);

b) gel de silica; éter de petroleo (60-80°C)/ éter dietilico (2:8);
c) gel de silica; éter dietilico.

4.1.4. Cromatografia

Na CCF usou-se como fase estacionéria gel de silica 60 GF2s4 (Merck)

com uma espessura de 0,25mm e placas pré-revestidas de gel de silica

Desenvolvimento de um procedimento automatico baseado no conceito SIA para a titulagao colorimétrica
catalitica de merctrio em aguas



1. PARTE EXPERIMENTAL (4. Condiges experimentais) 74

60 Fos4 (Merck) com uma espessura de 0,2mm. Os cromatogramas foram

revelados por acgdo da luz ultravioleta de 254 e 366nm e/ou vapores de

iodo.

No processo de purificagdo por cromatografia em coluna (CC) usou-

se como fase estacionéria gel de silica 60 (0,2-0,5mm; Merck).

4.2. NA DETERMINACAO DE MERCURIO

Nesta seccio descrevem-se reagentes, material e equipamento

utilizado na determinagdo de merctrio.

4.2.1. Reagentes e solug¢des

Todos os reagentes utilizados foram adquiridos as empresas: Merck,
Sigma, Aldrich e Riedel-de Haén, e sdo de qualidade pro analisi ou

“para analise”, excepto referéncia em contrario.

Todas as solucoes diluidas foram preparadas imediatamente antes de

ser utilizadas.

Utilizou-se 4gua bidesionizada com uma condutividade inferior a

0,1uS/cm (Lab Ion).

As solugdes padrdo de mercurio foram preparadas por dilui¢do de
solucdes comerciais Spectrosol®, (BDH Chemicals Ltd., Poole, England),

com concentragéo de 1000mg/L de mercurio.
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A TDHB foi armazenada protegida da luz solar, para impedir a sua
fotodecomposicdo. As solucdes stock de TDHB (0,1% m/v) foram
preparadas quinzenalmente por pesagem da TDHB e dissolugdo em
etanol absoluto. As solugdes de trabalho de TDHB foram preparadas

por diluigdo de volumes apropriados da solugdo stock em agua.

A solugdo padrio de Cu(ll) 7,24x10# mol/L foi preparada por
dissolugdo de CuSO4.5H20 em agua.

As solucdes de per6xido de hidrogénio 0,15% (v/v) foram
preparadas por diluicio em dgua a partir de uma solugéo de H20: a

30% (v/v). Estas solugdes foram preparadas diariamente.

A solugdo tampdo (pH 10,2) de amoénia-cloreto de aménio foi
preparada por mistura de solugdes 3,0mol/L NHa e 0,90mol/L NH.4Cl.
Estas foram obtidas por dilui¢do de uma solugdo de amoénia a 17% e por

dissolucédo de cloreto de amoénio em agua, respectivamente.

A solucdo transportadora foi preparada por medigdo de 468,8uL de
solucdo de Cu(Il), 312,5uL de solugdo de H202 e 625,0uL. de solugdo
tampdo. Apés adicionados e agitados estes volumes, adicionava-se o

Hg e diluia-se até 100mL com agua desionizada.

A medicdo de volumes inferiores a 5mL foi efectuada com
micropipetas de volume regulavel da marca Gilson, modelos P20, P100,

P1000 e P5000, com pontas de plastico descartaveis Gilson.

Todo o material utilizado foi de vidro ou de polietileno, tendo sido

previamente imerso em solugdo diluida de acido nitrico (HNOs 15%),
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sendo posteriormente lavado com agua desionizada e seco. A qualidade

de todo o material de vidro graduado utilizado é de Classe A.

4.2.2. Equipamento

As determinacoes de mercario por EAA-VF foram efectuadas em
espectrofotometro Perkin Elmer 3100 (Perkin Elmer, Norwalk, CT,
USA). A geracdo de vapor frio foi realizada num Kit de Geragao de

Vapor Frio MHS-10 (Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA).

A realizacio dos espectros de absorcio foi efectuada em

espectrofotometro de ultravioleta - visivel de duplo feixe Hitachi U2000

(Tokyo, Japan).

As pesagens foram efectuadas em balanga analitica Mettler AE 163,
ou em balanca semi-analitica Kern 572 (Kern & Sohn GmbH, D-72458,
Albstadt, Germany).

As medicdes de pH foram efectuadas em decimilivoltimetro pH-

Meter E520 (Metrohm Herisau, Switzerland).
4.2.3. Constru¢io da montagem SIA

A montagem SIA (figura 4.2.3.1) foi construida com tubagem de
politetrafluoretileno, PTFE, com 0,8mm de diametro interno (Omnifit,
Cambridge, UK). Foi construido um tubo de reaccdo de cerca de 2m
(conferindo configuracdo helicoidal ao tubo de PTFE). As ligagGes entre
os diferentes tubos do sistema foi realizada por intermédio de ligadores

e terminais Gilson.
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A valvula selectora multiposicdo utilizada foi o modelo Cheminert”
C25-3118E (Valco Europe, Schenkon, Switzerland). A impulsdo dos
liquidos nas tubagens foi assegurado por uma bomba peristaltica
Minipuls 3 (Gilson, Villiers-le-Bel, France) de quatro canais. O tubo de
impulsdo era de policloreto de vinilo com 1,14mm de didmetro interno
(Gilson, Villiers-le-Bel, France). A adi¢do da TDHB a corrente
transportadora foi efectuada por intermédio de uma véalvula
comutadora de trés vias, actuada por solendide, NResearch® 161 T031
(Stow, MA, USA). A deteccao era efectuada num espectrofotémetro
Jenway 6300 (Jenway Ltd., Essex, England). A célula de fluxo tinha um
percurso optico de 10,00mm e 8ul de volume Optico (Hellma®
178.713QS - Mullheim/Baden, Germany). A unidade de deteccado
estava conectada a um registador modelo 111 BD (Kipp & Zonen, Delft,
The Netherlands).

O funcionamento da vélvula selectora, da véalvula comutadora e da
bomba peristaltica foi controlado por micro-computador (PC
Compativel), sendo o envio de instrugdes efectuado através de uma
placa PC - Lab Card PCL-818LS (Advantech®, Taiwan). A bomba
peristaltica e a vélvula comutadora eram accionadas atraves dum
circuito que funcionava como interruptor digital. O programa de
controlo do sistema SIA (anexo 1) foi escrito em Microsoft QBASIC® 4.5

(Microsoft Corporation).

Por outras duas portas da valvula selectora aspiravam-se agua
desionizada e solugio de lavagem de HNOs a 15%, por forma a

promover a limpeza do tubo da reacgéo e da célula de fluxo.

Foi desenvolvida uma unidade que permitisse efectuar a geragdo de

vapor frio de merctrio. Contudo, o desempenho desta unidade néo foi
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avaliado, e ocorrera numa segunda fase. Por este motivo, e para avaliar
o desempenho da montagem desenvolvida sem a geracao de vapor frio,

optou-se por adicionar a amostra a solucdo contendo peréxido de

hidrogénio, Cu(Il) e tampao.

Agente redutor

_ .. Amostra

=

H,0,
Cu(ll

Tampito

Figura 4.2.3.1: Esquema da montagem SIA desenvolvida. A tracejado cheio sdo
representadas as ligagoes relativas ao envio de dados. A tracejado mais fino sao
representados os componentes relativos a geracao de vapor frio. Legenda: P - Bomba
peristaltica; D - Espectrofotometro; R - Registador; MC - Computador de controlo do
sistema. A este computador foi adicionada a placa de envio de dados; HC - Tubo de
reacgdo; VS - Valvula selectora multiposicao; VC - Valvula comutadora solenéide;
UGVF - Unidade geradora de vapor frio; W e W2 - Esgoto e esgoto auxiliar.

Para o sistema desenvolvido a relacdo entre a velocidade de
rotacio da bomba peristéltica (aspirar; x; rpm) e o caudal de aspiragao

(y; ml/min) era a seguinte:

Y = 0,0985x + 0,0741 (R? = 0,9987)
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4.3. PROCEDIMENTOS GERAIS DE AVALIACAO DA
MONTAGEM DESENVOLVIDA

Seguidamente, descrevem-se os procedimentos que permitiram

avaliar a qualidade dos resultados fornecidos pela metodologia

proposta.
4.3.1. Modo de medida dos sinais

Os sinais analiticos foram medidos por determinagio da intensidade
do sinal analitico na curva de registo da absorvéncia/tempo. Esta
medicdo era efectuada no ponto da curva correspondente a 490s ap6s o
inicio da determinagdo. Os valores de altura foram posteriormente
convertidos em absorvéncia, sabendo que 500mV na escala de registo

correspondiam a 0,500 unidades de absorvéncia.
4.3.2. Modo do tracado das curvas de calibragio

As curvas de calibracio foram estabelecidas por regressao linear do
sinal dos padrdes em fungdo da concentragao de mercirio nos mesmos,
pelo método dos minimos quadrados. Para o efeito recorreu-se ao
programa Microsoft Excel® 8.0, que devolvia a equagao da recta obtida

e, adicionalmente, os valores do coeficiente de correlagao.
4.3.3. Calculo do limite de deteccao
O limite de detecgdo foi calculado de acordo com a expressaol!4!:

[D=2%
m

7
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em que & é o desvio padrdo dos valores de 20 medidas do branco e m o

declive da curva de calibracdo.
4.3.4. Calculo da reprodutibilidade do método

A precisio do procedimento foi avaliada, aferindo a
reprodutibilidade dos resultados obtidos. Para tal, efectuou-se o calculo
do coeficiente de variacio dos valores obtidos para 10 repeti¢des da
medida de 2 amostras, uma contendo concentragdes de mercurio na
zona superior de resposta linear, e a outra na zona inferior de resposta

linear.
4.3.5. Comparacio dos resultados obtidos com a EAA-VF

Como forma de avaliar a exactiddo do procedimento proposto,
efectuaram-se medidas, em triplicado, de um conjunto de 10 amostras
de aguas pela metodologia proposta e pela EAA-VF. Para cada par de
valores obtidos calculou-se o erro relativo de acordo com a seguinte

equagao:

(RSIA - REAA-VF) %100 ,

Errorelativo (%) = R
EAA-VF

em que Rsia e Reaavr representam o valor de concentragdo obtido pela

metodologia proposta e por EAA-VF, respectivamente.

Com os pares de valores obtidos, tragou-se uma curva em Microsoft
Excel® 8.0, programa que calculou a equagdo da curva obtida, bem

como o coeficiente de correlagdo. Este programa permitia efectuar,
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igualmente, o calculo do valor t de Student, para o teste emparelhado,

com um intervalo de confianca de 95%.
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5. RESULTADOS E SUA DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos no decurso

deste trabalho, bem como se realiza uma discussdo dos mesmos.

5.1. SINTESE E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DA TDHB

A tiossemicarbazona da 4,4’-di-hidroxibenzofenona é um composto
organico no qual esta presente a fungdo imina (R2C=NR). As iminas, ou
bases de Schiff, sio geralmente obtidas através de uma reaccdo de
condensacdo, catalisada por 4cido, de aminas primarias a aldeidos ou
cetonas. No processo de obtengdo das iminas ocorre uma adigao
nucleofilica da amina primaria ao grupo carbonilo (figura 5.1.1), com
formacdo de um intermediario tetraédrico, o qual posteriormente
origina uma carbinolamina. A protonagdo do oxigénio da
carbinolamina favorece o abandono do grupo hidroxilo e a formagéo do
ido iminium. A formacdo da imina ocorre ap6s transferéncia do protao
do ido referido e consequente regeneragéo do catalisador. A reaccdo de
obtencdo de iminas é reversivel, sendo a sua velocidade dependente do
pH do meio reaccional. Estudos efectuados permitiram verificar que

um pH ligeiramente 4cido (pH 4 a 5) favorecia a reacgaol!2.

A sintese da TDHB foi efectuada a vpartir da 4,4"-di-
hidroxibenzofenona e da tiossemicarbazida, de acordo com a técnica
anteriormente descrita por Toribio et al.Pl (figura 5.1.2). O procedimento
descrito para a caracterizagéo e purificagdo da TDHB foi, no entanto,

modificado [ver seccio 4.1.3.]. A purificagdo foi efectuada por

cromatografia em coluna e cristalizagdo. A caracterizagdo do composto
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foi estabelecida através da andlise do produto de sintese, apOs
purificagdo, por espectrofotometria de IV, por Ressonancia Magnética

Nuclear de H e de *C e por Espectrometria de Massa.

N Carbinolaming

Ildo Iminium

R\NS
g Imina
TN

Figura 5.1.1: Mecanismo proposto para a formagdo de iminas, por reac¢do de uma

cetona com uma amina primaria. Adaptada de McMurraylll.
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HO OH

4,4"-Di-hidroxibenzofenona Tiossemicarbazida

Tiossemicarbazona da 4,4'-di-hid roxibenzofeno
Figura 5.1.2: Fsquema da sintese da tiossemicarbazona da 4,4 -di-

hidroxobenzofenona.

Figura 5.1.3: Estrutura modelizada (PC Model) da tiossemicarbazona da 4,4’-di-

hidroxobenzofenona.
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A anélise dos resultados obtidos (tabela 5.1.1) permitiu confirmar a

sintese da TDHB e estabelecer a sua estrutura tridimensional (figura

5.1.3).

Tabela 5.1.1: Resultados referentes ao ponto de fusao, espectrofotometria de IV,
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e de 13C e de Espectrometria de Massa obtidos
na anélise da TDHB sintetizada, ap6s a sua purificagdo. Legenda: PF - Ponto de fusao;
Lit. - Literatura; IV-TF - Infravermelho com transformada de Fourier; v - nimero de
onda, em cm?; RMN 1H - Ressonancia Magnética Nuclear protonica; § - deslocamento
quimico, em ppm; sl - singuleto largo; d - dupleto; ] - constante de acoplamento, em

Hertz; Ar- - Grupo aromatico; RMN 3C - Ressonancia Magnética Nuclear de carbono

treze; EM-IE - Espectroscopia de Massa por Impacto Electrénico; M*- - Iao molecular.

PF: 208-212 °C [Lit.13], 222 °C, ;O]

IV-TF vmsx: 3416-3168 (OH, NH,, NH); 1596 (C=N, NH,); 1484; 1432; 1320; 1265;
1216; 1159 (C=S); 1088; 836.

RMN 1H &: 9,94 (2H; sl; OH); 8,48 (1H; sl; NHy); 8,30 (1H; si; NH); 8,17 (1H; sl;
NH.); 7,49 (2H; d; J= 8,7; H-Car(2 € 6)); 7,10 (2H; d; J= 8,4, H-Ca(2' € 6")); 6,98 (2H; d;
J=8,4; H-Car(3 e 5)); 6,73 (2H; & J=8,7; H-Ca, (3 € 5)).

RMN 5C 3 177,2 (C=S); 159,1 (C-OH); 158,5 (C-OH); 150,0 (C=N); 129,8 (Ca(2 e
6)); 1294 (Car(2 € 6)); 127,7 (Car(1)); 121,6 (Car(1')); 116,4 (Car-(3 € 5)); 1151 (Carl(3' €
5)).

EM-IE: 289 (7; [M+2]"); 288 (20; [M+1]); 287 (57; [M]*); 270 (52); 253 (40); 227 (46, [M-
CSNH,]*); 212 (100, [M-NHCSNH,]*); 197 (37); 185 (13); 152 (10); 134 (19); 120 (27); 93
(19); 65 (42); 60 (20).

5.2. JUSTIFICACAO DA MONTAGEM SIA

O Hg(ll) é complexado pela TDHB em meio alcalino, sendo o
namero de coordenagdo dependente da concentragdo e tempo de
contacto das duas espécies no meio reaccional. A formagdo destes
complexos tem efeito protector da TDHB relativamente a sua oxidagao

catalisada pelo Cu(II). Na auséncia do ido protector, ocorre oxidagdo e
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deste modo formacdo da espécie mais absorvente ao comprimento de
onda de analise. A aplicagdo do método da curva de calibragdo baseado
na adicdo de reagente em excesso (TDHB) a solugdes de concentragéo
crescente em Hg(Il) é de dificil implementagio dada a alteragdo
temporal da estequiometria da reacgdo com a concentragdo dos
reagentes45l. Atendendo aos aspectos atrds citados, optou-se pela
adicdo de TDHB as solugdes de Hg(Il) carreadas pelo agente oxidante e
pelo catalisador, verificando-se a partir de que concentragdo de TDHB

se iniciava a formagédo do produto corado.

Para traduzir de modo automatico a metodologia proposta, foi
necessario criar um mecanismo que permitisse a adigdo de volumes
crescentes de TDHB. Tal foi conseguido através da utilizagdo de uma
valvula comutadora de trés vias controlada por micro-computador
(figura 5.2.1), através da qual escoavam alternadamente para o tubo de
reacgdo, amostra ou solugdo reagente. Através do software de controlo
(Anexo 1) definiu-se o modo de operagdo da valvula como uma
sequéncia de ciclos temporais. A quantidade de TDHB adicionada em
cada ciclo de actuacdo da valvula, era definida por dois pardmetros: um
pardmetro denominado tempo de activagdo, tat, que representa a
percentagem de tempo que, em cada ciclo, a valvula solendide se
encontrava activada, e um outro pardmetro, passo, que representa o
acréscimo do tact entre dois ciclos sucessivos (em segundos). Ambos os
parametros eram introduzidos no conjunto inicial de instrugbes de

defini¢do do procedimento analitico.

Pela outra porta da valvula solenéide era aspirada a solugdo
contendo o per6xido de hidrogénio, o Cu(ll), o tampdo e a amostra.
Apos sairem da valvula solenéide, estas solugdes escoavam através da

véalvula selectora para o tubo de reaccdo. Utilizava-se um tubo de
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reaccio com uma extensdo conveniente para que ocorresse

interdispersdo de ambas as solugdes.

[ _wm]

R S Sl MR Iy *
[~

oy Agente redutor

... Amostra

H,0,
Cu(ll)
st Tampdo

Figura 5.2.1: Esquema da montagem SIA desenvolvida. A tracejado cheio sdo
representadas as ligacdes relativas ao envio de dados. A tracejado mais fino sao
representados os componentes relativos a geragao de vapor frio. Legenda: P - Bomba
peristaltica; D - Espectrofotémetro; R - Registador; MC ~ Computador de controlo do
sistema. A este computador foi adicionada a placa de envio de dados; HC - Tubo de
reacgao; VS - Valvula selectora multiposi¢do; VC - Valvula comutadora solendide;

UGVF - Unidade geradora de vapor frio; W e W2 - Esgoto e esgoto auxiliar.

Finalmente, a absorvéncia das sucessivas sec¢des transversais do
escoamento era monitorizada quando da sua passagem pela célula de
fluxo. O sinal tipico obtido nestas condi¢des, encontra-se representado
na figura 5.2.2. O sinal pode ser caracterizado em trés componentes
temporais. Na primeira, t;, que decorre entre o inicio da adicdo de
TDHB (que ocorre simultaneamente com a injeccio de amostra) e a

alteracdo do valor de absorvéncia. A sua magnitude é proporcional ao
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comprimento do tubo de reac¢do e inversamente proporcional a

magnitude do caudal adoptado, ao ta. inicial e ao passo entre ciclos.

Figura 5.2.2: Exemplo de vérios sinais obtidos na determinacao de merctrio através

da metodologia desenvolvida, nas condi¢des descritas.
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Na segunda componente, t;, a oxidagdo da TDHB em excesso,
determina um aumento da absorvéncia proporcional, do ponto de vista
quimico, a concentra¢io de TDHB e inversamente proporcional a
concentragdo de Hg(Il) na amostra. Sob o ponto de vista hidrodinamico,

é proporcional ao passo determinado, ao tac. e ao caudal de aspiragao.

Em cada ciclo de activacio da valvula solen6ide decresce a
quantidade de oxidante e catalisador que acede ao tubo de reacgao.
Assim, quando o tat €é elevado, observa-se uma diminuigdo da
absorvéncia (t3), tanto mais acentuada quanto maior o passo e menor a

concentragdo de oxidante na solugdo que acede a valvula.

A optimizagdo do procedimento iniciou-se com o estudo do
comprimento de onda a que deveriam ser realizadas as medidas de
absorvéncia. Para o efeito, efectuou-se o registo do espectro das
solugbes que percorrem o sistema efectuando um varrimento dos
comprimentos de onda (figura 5.2.3). As solugdes estudadas foram a
solucdo diluida de TDHB, a solugdo transportadora (contendo Cu(lI),
H202, tampéo e Hg) e a solucdo resultante da mistura destas solugdes, 1.
e., a solugdo contendo a TDHB oxidada. O comprimento de onda ao
qual a diferenga de absorvéncia entre a TDHB oxidada e a absorvéncia
das solugdes presentes fosse maior, originaria medidas de maior
sensibilidade. Seleccionou-se o comprimento de onda de 375nm para
efectuar as determinagdes. Ainda que ndo corresponda ao comprimento
de onda ao qual se observa um maximo de absorvéncia do produto
reaccional, representa um compromisso satisfatério, na medida em que
a comprimentos de onda inferiores, comeca a sentir-se fortemente a
absorvéncia da solugdo de TDHB. Procurou-se deste modo, garantir
uma margem de seguranca nas medi¢des. Este resultado representa

uma modificagdo em relagdo aos procedimentos descritos por Saro e
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Benditol! e por Méarquez et al.Pl, cujas determinagdes eram efectuadas a
415nm. Tal pode dever-se ao facto da TDHB sintetizada apresentar
caracteristicas diferentes da obtida por aqueles autores (eventualmente

maior grau de pureza).
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Figura 5.2.3: Espectros de absorvéncia das vérias solu¢des transportadas ao longo do
sistema SIA desenvolvido. A - Varrimento dos comprimentos de onda entre 200 e

800nm. B - Espectro ampliado da zona entre 352 e 396nm de A.

5.3. OPTIMIZACAO DA DETERMINACAO DE Hg

Ap6s concluir a implementacio da montagem, procedeu-se a

optimizagdo da determina¢do de mercurio, avaliando a influéncia das
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condicdes de operacdo da montagem e quimicas na sensibilidade do
procedimento analitico. Esta, foi, nesta fase, avaliada através da menor
concentracdo de merctrio que originava um sinal distinto do sinal
gerado pela injeccdo do branco. Pretendia-se que a metodologia
desenvolvida permitisse a determinacdo de concentragbes de mercurio
da ordem do 1ug/L, valor limite para o controlo de qualidade de 4guas.
Foi, igualmente, tido em conta a duragdo dos ensaios, na medida em

que quanto menor fosse, maior seria a frequéncia de amostragem.

5.3.1. Optimizag¢ao das condi¢des operacionais do médulo analitico

Os parametros avaliados foram o caudal de aspiragao, o tact, 0 passo e
o comprimento do tubo reactor. A duracdo do ensaio foi sempre tida
em conta, na medida em que se pretendia obter o maior ritmo de
amostragem possivel. Inicialmente, fixou-se o ciclo de activagdo da
vélvula (tact. de 10%, passo de 1%) e o comprimento do tubo reactor de
2m. A aspiragdo era efectuada a um caudal de 1,55mL/min. Nestas
condicdes obtinha-se um sinal muito escalado, com vérios “patamares”,
reflexo de uma dispersdo insuficiente que decorria, quer da adopgao de
um caudal relativamente elevado quer, sobretudo, de um passo elevado,
j& que os “patamares” eram bem evidentes ao fim de alguns ciclos de
operacdo da valvula. Foi-se entdo diminuindo o passo por forma a que
independentemente da TDHB adicionada, a homogeneidade da sua
dispersdo na zona da amostra se mantivesse em todo o ensaio analitico,
evitando a flutuagdo do sinal. O estudo de valores de passo entre 0,01 e
1% permitiu concluir que a diminuigdo do passo para valores até 0,1%
originava sinais com menores flutuacdes. Também a sensibilidade da
metodologia aumentava, na medida em que o acréscimo nas
quantidades de TDHB adicionada eram menores. Para valores de passo

inferiores a 0,1%, o sinal tornava-se bastante irregular.
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No que concerne ao t.. inicial, efectuaram-se varias determinagGes
para valores compreendidos entre 0,1 e 20%, tendo-se confirmado que
com a sua diminui¢do, diminuia a concentracdo de mercario que

originava um sinal distinto do sinal do branco (figura 5.3.1.1).

[Hglas (ng/L)

T

5 10 15 20
tact.(%)

Figura 5.3.1.1: Efeito da varia¢do do t.«. na concentragio de mercirio, cujo sinal

analitico se distingue do sinal do branco ([Hg]as).

De facto, o efeito inibidor do mercario s6 se faz sentir quando este se
encontra presente em quantidades tais que seja capaz de complexar
toda a TDHB presentel®l. Por outro lado, e para valores de tact. menores
que 1%, o sinal tornava-se bastante irregular, a semelhanga do que
ocorria com a adopgdo de um passo inferior a 0,1%. Este fenémeno
decorria provavelmente de um comportamento menos reprodutivel da
valvula solenéide nestas condi¢des. Refira-se, ainda, que a diminuigdo
deste parametro (a semelhanca do que ocorre com o passo) origina um
aumento na duragdo dos ensaios, ja que diminui a quantidade de TDHB
adicionada. Por este motivo, procurou-se diminuir o comprimento do
tubo reactor, tendo-se testado os comprimentos de 1,5m e 0,7m.
Contudo, a reducdo do comprimento, originava sinais bastante
flutuantes, sinénimo de que a dispersdo era insuficiente. Assim,

manteve-se 0 comprimento em 2m.
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A optimizagdo destes paradmetros, por si s6, ndo permitia a
determinacdo de concentra¢des de mercario inferiores a 100ug/L.
Tornou-se entdo evidente a necessidade da utilizagdo de caudais mais
reduzidos, ja que a variacdo do caudal provocava efeitos semelhantes a
variagao do passo e do tact, na medida em que ambos, e até certo ponto,
provocavam uma redugdo na concentracdo de mercirio, cujo registo se
distinguia do sinal do branco. Foram entio efectuados sucessivos
ensaios utilizando diversos caudais. Verificou-se que a diminuigdo do
caudal originava um aumento da sensibilidade (figura 5.3.1.2) e do
tempo de execugdo dos ensaios. Da necessidade de estabelecer um
compromisso, entre ambos os factores, seleccionou-se o caudal de
0,47mL/min, o qual permitia a determinagdo de concentragbes de

merctrio na ordem do 1pg/L.

[Hglap (ug/L)
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Figura 5.3.1.2: Efeito da variacdo do caudal na concentragdo de merctrio, cujo sinal

analitico se distingue do sinal do branco ([Hg]av).

Esta optimizacdo instrumental resultou no estabelecimento das
condicdes posteriormente utilizadas para efectuar a calibragdo do
procedimento, bem como os estudos de precisio e exactiddo da
metodologia. Estas condicdes foram igualmente utilizadas nas
determinag¢des de merctrio efectuadas para diversas amostras (tabela

5.3.1.1).
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Tabela 5.3.1.1: Condicdes instrumentais optimizadas e utilizadas na realizagdo das
determina¢des de merctrio. O sentido “a” refere-se a aspirar e o sentido “b” a

bombear.

Tempo Caudal Sentido
Etapa analitica
(s) (mL/min) (aoub)
Adicdo de TDHB a amostra 400 047 a
Transporte de amostra 100 0,47 a
Lavagem com HNO; 10 1,16 a
Lavagem com 4gua desionizada 90 1,16 a

tace. (%)=1 passo (%) =0,3

Nas condi¢bes anteriormente descritas (tabela 5.3.1.1), gastavam-se
23,38ug de TDHB (1,87mL de uma solugdo 0,00125%) e 2,39mL de
amostra. A metodologia proposta permite uma frequéncia de 6
amostras por hora, o que se pode considerar satisfatério atendendo ao

facto de que este procedimento se baseia numa titulagao.

5.3.2. Optimizag¢do das condi¢6es quimicas

Apos objectivar as condi¢des instrumentais a utilizar, efectuou-se o
estudo da influéncia das condi¢bes quimicas, i. e., as concentragdes de
TDHB, de peréxido de hidrogénio, de cobre e o volume de solugdo
tampao na intensidade do sinal analitico. Partindo da concentracdo de
TDHB de 0,01% descrita na literaturalPl, e com o decorrer da
optimizagdo analitica, esta concentracdo foi sendo reduzida, ja que
deste modo se reduzia a concentragdo de mercurio cuja determinagéo
originava um sinal distinto do sinal do branco. A redugdo da
concentracdo de TDHB provocava um efeito semelhante a reducédo do
tact, do passo e do caudal, anteriormente descritos. Simultaneamente a
redugdo da concentracdo de TDHB, reduziram-se, proporcionalmente,

as concentragdes de H202, Cu(ll) e o volume de solugdo tampao. Desta
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reducdo, resultou a utilizagdo de uma concentragdo de TDHB de
0,00125%, isto é, uma concentragdo 8 vezes menor que a inicialmente
utilizada. Consequentemente, a concentracdo das restantes espécies era
8 vezes menor em relagdo as inicialmente utilizadas (tabela 5.3.2.1). A
constatacdo de que a diluigdo das espécies provocava um aumento de
sensibilidade do procedimento pode encontrar explicagdo no facto de o
mercurio inibir a reac¢do de oxidagdo da TDHB, pelo que quanto menor
for a quantidade desta espécie, menor serd a quantidade de mercario

necessaria para provocar a sua inibigao.

Tabela 5.3.2.1: Concentracdes das vérias espécies quimicas, presentes em solugéo. So

apresentadas as concentragdes utilizadas inicialmente (descritas) e as concentragdes

resultantes da optimizagao.
[TDHB] | [Cu(Il)] [H20.] Vol. solugdo tampido
Concentragdes
(m/v) (mol/L) (v/v) (mL tampao/mL)
Descritasl! 0,01% 1,17x105 {  3,75x103% 0,05
Optimizadas
0,00125 % | 1,46x10 | 4,69x10+4 % 6,25x10-3
(Descritas/8)

Posteriormente, avaliou-se a influéncia que a variagdo da
concentra¢do de cada uma das espécies provocava na intensidade do
sinal analitico. Verificou-se que a redugdo da concentragdo de peréxido
de hidrogénio (Y2 e %2 da concentragdo optimizada) provocava uma
diminuigdo da intensidade do sinal analitico, com consequente perda
de sensibilidade. Este efeito devia-se a insuficiente quantidade de
peroxido de hidrogénio, o que reduzia a quantidade de TDHB oxidada,
com consequente diminui¢do da intensidade do sinal. Quando a sua
concentra¢do aumentava (2, 4 e 8 vezes) observava-se um incremento

do t3, anteriormente definido, i. e., um aumento do tempo que o sinal

analitico demorava para atingir a linha de base.
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A redugéo do volume da solu¢do tampdo (nas mesmas proporgdes
descritas para o H202) provocou um efeito semelhante a redugdo da
concentragdo de peroxido de hidrogénio, ou seja, uma diminuigdo da
intensidade do sinal analitico, reflexo de perda de capacidade de
manutenc¢do do pH préoximo de 10. Por outro lado, a utilizagdo de
volumes superiores aos descritos (nas propor¢des descritas para o
peroxido de hidrogénio) de solugdo tampdo, ndo provocava nenhum

efeito aparente.

A variacdo da concentracdo de cobre (Y, %2, 2, 4 e 8 vezes a
concentracdo optimizada), ndo resultou em nenhum efeito na
intensidade do sinal analitico. O cobre encontrava-se presente em
excesso, ndo sendo assim alterada a sua actividade de catalisador da

reacgdo por diminuicdo da sua concentragdo.

5.4. AVALIACAO DA QUALIDADE DOS RESULTADOS OBTIDOS

Finda a optimizagdo do procedimento efectuaram-se as etapas
conducentes ao estudo da precisdo, da exactiddo (por comparagdo dos
resultados com a Espectrofotometria de Absorcdo Atdémica por geragao
de vapor frio, utilizando um conjunto de amostras de 4gua) e calculo do

limite de detecgdo do procedimento.

5.4.1. Modo de medida dos sinais analiticos

De acordo com Saro e Benditol4, o efeito inibidor de mercario s6 é
aparente quando ha mercurio suficiente para complexar toda a TDHB,
motivo pelo qual, quando a TDHB esta presente em largo excesso, este

efeito ndo é visivel. Adicionalmente, e conforme anteriormente referido,
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a aplicagdo do método da curva de calibragdo baseado na adigdo de
reagente em excesso (TDHB) a solugdes de concentragdo crescente em
Hg(ll) é de dificil implementagdo dada a alteragio temporal da
estequiometria do complexo com a concentragio dos reagentes.
Contudo, e apesar dos aspectos acima citados, e sob as condigSes
experimentais anteriormente descritas, em determinada zona da curva
de registo analitico, existe uma relacdo linear entre a concentragéo de
mercario e a intensidade do sinal analitico. O ponto da curva em que se
registaram as alturas corresponde ao periodo de 490s ap6s o inicio da
determinacdo. Este foi o instante seleccionado, por ser aquele que
permitia a obten¢do da melhor correlagdo entre a intensidade do sinal
analitico e a concentracdo de mercario. A intensidade dos sinais
analiticos foi medida pelo registo da altura das curvas de absorvéncia, e

subsequentemente convertida em absorvéncia.

5.4.2. Calibracao da metodologia proposta

Ap6s ter estabelecido o modo de medicdo dos sinais analiticos,
efectuaram-se diversas calibracdes, por forma a determinar a zona da
curva em que existia uma proporcionalidade entre a intensidade do

sinal analitico a concentragdo de merctrio (figura 5.4.2.1).

Verificou-se que para concentracdes de mercario superiores a
7,5ug/L a intensidade do sinal analitico se mantinha praticamente
constante. Por este motivo, o limite superior de linearidade do
procedimento situava-se proximo deste valor. Obteve-se uma resposta
linear entre a intensidade do sinal analitico e a concentragdo de

mercurio entre 0 e 7,5ug/L.
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Figura 5.4.2.1: Calibragdo da metodologia proposta por injeccdo dos padroes de 0,0;
1,5 3,0; 4,5; 7,5; 8,0; 9,0 e 10,0ugHg/L. Foi estabelecida de uma correlagdo entre a

concentracio de merctrio e o sinal analitico (R2=0,999; Legenda da figura).

Verificou-se, igualmente, uma elevada correlacio entre a
concentracio de merciurio e o sinal analitico obtido, para concentragdes
de mercuario entre 0 e 7,5ug/L. Nestas condigdes, a sensibilidade do
procedimento (declive da curva de calibragdo) ¢ de 0,0173(ngHg/L)?,

sendo a correlagdo (R2=0,999) traduzida pela equagao:

y =-0,0173x + 0,1785

5.4.3. Limite de detec¢do do procedimento

O limite de deteccdo do procedimento foi calculado com base nos
valores de sinal analitico obtidos para 20 medidas do branco. Obteve-se
o valor de 1,0ugHg/L. Este valor pode considerar-se satisfatorio, na
medida em que serve os intentos propostos, i. e, o controlo da
qualidade de 4guas para consumo humano, cujo VMA ¢ de 1,0pgHg/L.

Cumpre-se igualmente o objectivo relativo a dguas residuais, cujo VMA
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é de 50ug/L. Nestas condi¢bes, haveria necessidade de recorrer a uma

diluicao da amostra.

5.4.5. Precisdo do método proposto

A precisio do método proposto foi avaliada aferindo a
reprodutibilidade da metodologia em questdo. Para o efeito, efectuou-
se o calculo do coeficiente de variacio dos valores obtidos em 10
medidas repetidas de 2 amostras, uma com concentracdes de mercuario
na zona superior de linearidade e outra na zona inferior de linearidade.
No primeiro caso obteve-se um coeficiente de variagao de 2,05%, e no
segundo caso de 4,50%. Estes resultados ndo surpreendem, na medida
em que quanto menor a concentragado de mercirio determinada, maior

sera o erro associado a essa medida.

5.4.6. Exactiddo do método proposto, por comparacdo dos resultados

obtidos com os obtidos através da EAA-VF

Os resultados obtidos para 10 amostras injectadas no sistema
desenvolvido, foram comparados com os fornecidos pela EAA-VF para
as mesmas amostras (tabela 5.4.6.1). Estes valores foram
correlacionados entre si, por forma a aferir a exactiddao do procedimento

(figura 5.4.6.1).

O elevado erro obtido na determinagao da concentragdo de mercurio
da amostra D ndo deve ser desvalorizado. Contudo, esse valor elevado
decorre do facto de as concentragdes de mercario serem bastante
reduzidas. Para outras amostras contendo reduzidas concentra¢des de
merctrio, obtiveram-se erros reduzidos (<10%). De um modo geral,

pode-se afirmar os resultados obtidos revelam uma boa concordéncia
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com os valores obtidos pela EAA-VF. Esta constatagao é reforcada pela
correlagdo (R2=0,9985) obtida entre o procedimento proposto e a EAA-
VE.

Tabela 5.4.6.1: Resultados obtidos na medicdo de 10 amostras de aguas naturais e

residuais através da metodologia proposta e por EAA-VF (ugHg/L). Apresenta-se

igualmente o erro relativo de cada determinagéo.

Amostra EAA-VF SIA Erro relativo (%)
A 0,43 0,41 -3,47
B 0,46 049 6,45
C 0,89 0,82 -8,15
D 1,16 0,79 -32,03
E 1,54 1,68 9,32
F 1,81 1,79 -0,87
G 1,82 1,82 -0,25
H 3,03 3,04 0,39
I 5,33 5,48 2,69
J 10,94 11,23 2,60

12,00

y = 1,0346x - 0,0815
c,s, R*=0,9985
8,00 -

4,00 -

0,00 [ T
0,00 4,00 8,00

EAA-VF 12,00

Figura 5.4.6.1: Correlagdo dos valores obtidos por EAA e pela montagem SIA

desenvolvida. Em legenda é apresentada a equacdo da recta e o valor de R2.

Adicionalmente, efectuou-se o teste t de Student emparelhado aos

valores obtidos por ambas as metodologias, podendo-se concluir que
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ndo se verificam diferengas significativas entre a metodologia proposta

e a EAA-VF, com um intervalo de confianga de 95%.
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Através de uma montagem de custo reduzido, foi possivel
automatizar um procedimento de determinagdo colorimétrica de
merctrio, o que se traduz numa metodologia pouco dispendiosa, e que
ndo requer instrumentacdo dispendiosa, nomeadamente quando

comparada com a Espectrofotometria de Absor¢ao Atémica.

Adicionalmente, os volumes utilizados eram bastante reduzidos, e
diminuiu-se o risco de manuseamento de compostos téxicos e de
contaminacgio externa, na medida em que a determinagdo se processava

em circuito fechado.

A montagem SIA implementada permitia ainda o desenvolvimento e

implementacdo de outras determinagdes.

O reagente organico TDHB foi sintetizado e utilizado na

determinacdo de merctrio.

O limite de detecgao da metodologia proposta permite o controlo de

qualidade de dguas naturais e residuais, no que concerne ao mercurio.

Os resultados obtidos pelo método desenvolvido revelaram boa
concordancia com os obtidos por Espectrofotometria de Absorcao
Atémica com geracdo de vapor frio. Adicionalmente, esses resultados

revelaram-se reprodutiveis.
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ANEXO1

P

Neste anexo é apresentado o programa que foi utilizado para

controlar o sistema SIA desenvolvido.

PROGRAMA DE CONTROLO DO SISTEMA SIA
|
|

REM Fekkek fekeddekok TR AR A A Ao devedeke ek
REM * *
REM * *
REM * Jodo VSA "software” *
REM * *
REM * *
REM kot Ak kel kdiclok
DECLARE SUB porta (p, tesp)

|

| DECLARE SUB aspirar (VEL, T1, p, tact, flag)
DECLARE SUB bombear (VEL, T1, flag)
\
\

10 CLS

port% = &H300 |
SCREEN 9

COLOR, 8

REM ""DEFINI(;AO DO ECRAMW*MWMM

WINDOW (1000, 1000)-(0, 0)

LINE (0, 0)-(1000, 1000), 14, B

LINE (10, 900)-(990, 985), 14, B

LINE (640, 50)-(965, 320), 14, B

COLOR 14 |

LOCATE 2, 24: PRINT "PROGRAMA DE CONTROLO DO SISTEMA SIA" ‘

LOCATE 4, 4: PRINT "POSICAO (1 a 6)" |
|
|
|

Desenvolvimento de um procedimento automatico baseado no conceito SIA para a titulagio colorimétrica
catalitica de mercurio em aguas




ANEXOS (Anexo 1) 106

LOCATE 4, 25: PRINT "TEMPO (s)"
LOCATE 4, 40: PRINT "CAUDAL (0-45)"
LOCATE 4, 60: PRINT "SENTIDO (a ou b)"
LOCATE 19, 57: PRINT "tempo"

LOCATE 22, 63: PRINT "ciclo"

LOCATE 19, 69: PRINT "posigao"

REM etttk CARACTERISTICAS DO QUADRO**+ ik

COLOR 7
DIM col(4) 'define um vector de colunas para os dados no ecré
DATA 10,27,45,65

FORc=1TO4

READ p

col(c)=p

NEXT ¢
RESTORE

REM HINICIALIZACAO DE VARIA VEIG ik

DIM qua(15, 4) 'este quadro vai conter os valores das variaveis
FORi=1TO15

FORK=1TO4

qua(i, K)=0

NEXT K
NEXT i

REM ENTRADA DE DADOS

klin=6

DO

LOCATE klin, col(1): INPUT " ", dado$
IF dado$ ="" THEN EXIT DO

dado = VAL (dado$)

qua(klin - 5, 1) = dado

LOCATE Klin, col(2): INPUT " *, x
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qua(klin - 5, 2) =x
LOCATE Kklin, col(3): INPUT " ", y
qua(klin - 5, 3) =y
LOCATE Kklin, col(4): INPUT " ", B$
IF LCASE$(B$) = "a" THEN qua(klin - 5,4) =1
IF LCASES$(B$) = "b" THEN qua(klin - 5, 4) =0
klin = klin + 1
LOOP
1 BEEP
COLOR 15
LOCATE 18, 5: INPUT "alterar dados? (s/n) ", d$
IF LCASE$(d$) <> "n" AND LCASE$(d$) <>"s" THEN 1
IF LCASE$(d$) = "s" THEN
cont=klin -1
GOTO 4000
END IF
LOCATE 19, 5: INPUT "tempo de activagdo (%)", tact
LOCATE 20, 5: PRINT "ntimero de repetigdes do ciclo:"
LOCATE 20, 35: INPUT " ", CICLO
LOCATE 20, 35: PRINT " "

REM it *EXECUGAQO DAS INSTRUGOES ikt

FOR cic =1 TO CICLO
LOCATE 23, 64: PRINT cic
FOR lin =1 TO (klin - 6)
flag=0
p =qua(lin, 1)
IF lin >1 OR lin =1 THEN
VN = qua(lin, 1)
VA =qua(lin-1, 1)
END IF
IF VN > VA THEN tesp = (VN - VA) * 80000
IF VN < VA THEN tesp = ((8 - VA) + VN) * 80000
CALL porta(p, tesp)
VEL = qua(lin, 3)
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T1 = qua(lin, 2)

IF qua(lin, 4) = 0 THEN CALL bombear(VEL, T1, flag)

IF qua(lin, 4) =1 THEN CALL aspirar(VEL, T1, p, tact, flag)
IF flag =1 THEN 333

NEXT lin

port% = &H300

OUT port% + 3,17

FOR q =1 TO 2000: NEXT

OUT port% +3,23-16

FOR z =1 TO 9000: NEXT

NEXT cic

333 OUT port% + 3,23

FOR q =1 TO 2000: NEXT

OUT port% +3,23-16

FOR z =1 TO 9000: NEXT

2 BEEP

LOCATE 22, 5: INPUT "alterar quadro, novo ou sair (a/n/s)? ", n$
IF LCASE$(n$) <> "n" AND LCASE$(n$) <> "a" AND LCASE$(n$) <> "s" THEN 2
IF LCASE$(n$) = "a" THEN 4000

IF LCASE$(n$) = "n" THEN 10

IF LCASES$(n$) ="s" THEN END

STOP

21 e *SUB ROTINA DA PORT Asrsstnsonminnsioniniiris
REM +SUB ROTINA BOMBEA R*+sstscnnisnirnminsinmnons
REM 4GB ROTINA ASPIRAR*+sorssinionsiscnnmoeins
REM okorsieos: AT TER AGAO DE QUADRQO srsrnisonmnsieriiii

4000 FOR hh =1 TO cont - 5

LOCATE hh + 5, col(1): INPUT " ", dado$
IF dado$ <>"" THEN

dado = VAL(dado$)
qua(hh, 1) = dado
END IF
LOCATE hh + 5, col(2): INPUT ", x$

IF x$ <>"" THEN
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|
|
|
\
|
\
x = VAL(x$)
quachh, 2) = x
ENDIF
LOCATE hh + 5, col(3): INPUT " ", y$
IF y$ <> "' THEN
y = VAL(y$)
qua(hh, 3) = y
ENDIF
|

LOCATE hh + 5, col(4): INPUT " ", B$
IF B$ <> " THEN
IF LCASE$(B$) = "a" THEN qua(hh, 4) =1
IF LCASE$(B$) = "b" THEN qua(hh, 4) =0
END IF
NEXT hh
GOTO1

SUB aspirar (VEL, T1, p, tact, flag)
port% = &H300

tt = TIMER
c=0
DO
TENSAO = INT(VEL / 48 * 4096) |
Ib% = TENSAO - INT(TENSAO / 16) * 16
hb% = (TENSAO - 1b%) / 16
OUT port% + 4, Ib%
OUT port% + 5, hb%
OUT port% +11, 6
IF p =3 THEN
| c=c+1
LOCATE 20, 65: PRINT ¢
OUT port% + 11, 14
FORi=1TO 40000 * tact / 100
NEXT i
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OUT port% + 11, 6
FORi=1TO 40000 * (100 - tact) / 100
NEXT i
END IF
IF p =4 THEN
c=c+l
LOCATE 20, 65: PRINT ¢
OUT port% + 11, 22
FOR i=1TO 40000 * tact / 100
NEXT i
OUT port% + 11, 6
FOR i=1TO 40000 * (100 - tact) / 100
NEXT i
tact = tact + .3
END IF

LOCATE 20, 56: PRINT USING "###.##"; TIMER - tt
[F UCASES$(INKEYS$) = "P" THEN
flag=1
EXIT DO
END IF
LOOP WHILE TIMER - tt <=T1
OUT port% +11,0
END SUB

SUB bombear (VEL, T1, flag)
port% = &H300

tt=TIMER

DO

TENSAO = INT(VEL / 48 * 4096)

Ib% = TENSAO - INT(TENSAO / 16) * 16
hb% = (TENSAO-1b%) / 16

OUT port% + 4, Ib%

OUT port% + 5, hb%

OUT port% + 11, 2
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LOCATE 20, 56: PRINT USING "###.##"; TIMER - tt
IF UCASE$(INKEY$) = "P" THEN
flag=1
EXIT DO
END IF
LOOP WHILE TIMER - tt <=T1
OUT port% + 11,0
END SUB

|

SUB porta (p, tesp)
port% = &H300
LOCATE 20, 71: PRINT p
OUT port% +3,23-p |
FOR i =1 TO 5000: NEXT
OUT port% +3,23-p-16
FOR G =1 TO tesp: NEXT
OUT port% + 3,17
FOR h =1 TO 2000: NEXT
END SUB
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