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RESUMO

Este trabalho descreve a otimizacdo de métodos de extragdo em amostras de
residuos oleosos de petréleo para posterior fracionamento e analise de especiagao
de mercurio (Hg). Nesse sentido, aquecimento convectivo e solu¢gdes de HNO3 ou HCI
foram avaliadas quanto ao desempenho frente a extragdo de espécies de Hg e
posterior fracionamento (fragdes inorganicas e organicas) em amostras de borra
oleosa utilizando espectrometria de fluorescéncia atdbmica com vapor frio (CV-AFS).
Os fatores massa de amostra, volume de extrator, temperatura, tipo e concentracao
da solugéo extratora (HNO3 ou HCI) e tempo de extragdo foram avaliados. Matrizes
Doehlert e Box-Behnken foram empregadas para a projegdo das superficies de
resposta. Apos tratamento estatistico e inspecado das superficies de resposta, as
condigdes de 100 mg de amostra, 90 °C, 10 mL de HNO3 8,0 mol L' e 10 min de
extracdo foram selecionadas. Para a otimizacdo das condigdes experimentais de
extragcdo com solucdo de HNO3 foi utilizada a funcédo desejabilidade, combinando a
maxima extragao de espécies, a taxa de conversao CHzHg" e a maxima recuperagao
de Hg?* e CH3sHg", para maximizagao da resposta. Nas trés amostras de borra oleosa
analisadas, 45-66% do Hg total foi correspondente a fragao inorganica (Hg?*), com
converséo desprezivel de CH3sHg" e recuperagdes de 49-102% para Hg?* e 89-106%
para CHsHg*. Os resultados analiticos foram comparados com aqueles obtidos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (HPLC-ICP-MS) e nenhuma diferenga estatistica foi
observada em nivel de confianca de 95%. Os limites de deteccdo (LOD) e
quantificagdo (LOQ) alcangados para CV-AFS foram de 0,07 e 0,2 ng g7,
respectivamente, enquanto o LOD e LOQ obtidos usando HPLC-ICP-MS foram de
0,01 e 0,03 mg kg™, respectivamente. A concentragio de espécies organicas de Hg
em amostras de borra oleosa foi inferior ao LOD em ambos os métodos. No que
concerne a analise de especiagdo quimica de Hg nas amostras de residuos oleosos,
as seguintes condicbes de extragdo das espécies foram otimizadas utilizando
planejamento multivariado Doehlert e Box-Behnken: 100 mg de amostra, 1,2 mL de
xileno para a solubilizagdo da amostra, 13,8 mL de L-cisteina 1,3% m/v, submetidos
ao aquecimento em banho (60 °C) e ultrassom na frequéncia de 60 Hz por 30 min. Os
extratos foram analisados por HPLC-ICP-MS utilizando as seguintes condi¢des
otimizadas: composigédo da fase movel de 96% da mistura de L-cisteina 0,26% m/v +
acetato de aménio 0,03 mol L' e 4% de metanol a uma vazéo de 0,8 mL min~' em
uma eluigao isocratica, 1,0 L min~' de vaz&o do gas nebulizador e 1000 W de poténcia
de radiofrequéncia. Apds a analise de diferentes amostras de borra oleosa com
diferentes composigdes de agua, dleo e solidos, extragdes de Hg?* entre 30 e 77%
em relacdo ao Hg total foram obtidas. Testes de adigdo e recuperagdo para Hg** e
CHsHg* apresentaram valores entre 70 e 101%. O LOD e o LOQ obtidos para Hg?*
foram de 0,05 e 0,16 mg kg™', respectivamente, e para CHzHg*, 0,06 e 0,19 mg kg™,
respectivamente.

Palavras-chave: Residuos oleosos de petrdleo. Extracdo de mercurio.
Fracionamento quimico. Analise de especiagao quimica. Otimizagao multivariada.



ABSTRACT

This work describes the optimization of extraction methods in oily sludge samples for
subsequent mercury fractionation and speciation analysis. In this sense, convective
heating and solutions of HNO3 or HCI| were evaluated for performance against Hg
species extraction and subsequent fractionation (inorganic and organic fractions) in
oily sludge samples using cold vapor atomic fluorescence spectrometry (CV-AFS). The
factors sample mass, extractor volume, temperature, type and concentration of the
extractive solution (HNO3 or HCI) and extraction time were evaluated. Doehlert and
Box-Behnken matrices were used for the projection of response surfaces. After
statistical treatment and inspection of the response surfaces, conditions of 100 mg of
sample, 90°C, 10 mL of 8.0 mol L' HNO3 and 10 min of extraction were selected. For
the optimization of the experimental conditions in extraction with HNO3 solution, the
desirability function was used, combining the maximum extraction of species, the
CHsHg"* conversion rate and maximum Hg?* and CHsHg* recoveries. In the three oily
sludge samples analyzed, 45-66% of the total Hg corresponded to inorganic fraction
(Hg?*), with negligible CH3Hg* conversion and recoveries of 49-102% for Hg?* and 89-
106% for CHsHg*. The analytical results were compared with those obtained by high
performance liquid chromatography with inductively coupled plasma mass
spectrometry (HPLC-ICP-MS) and no statistical difference was observed at the 95%
confidence level. The limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) achieved for
Hg?* by CV-AFS were 0.07 and 0.2 ng g, respectively, while the LOD and LOQ
obtained using HPLC-ICP-MS were 0.01 and 0.03 mg kg™, respectively. The
concentration of organic Hg species in oily sludge samples was lower than LOD in both
methods. As regards the chemical speciation analysis of Hg in oily sludge samples,
the following extraction conditions were optimized using Doehlert and Box-Behnken
multivariate planning: 100 mg of sample, 1.2 mL of xylene for the solubilization of the
sample, 13.8 mL of 1.3% (m/v) L-cysteine, submitted to heating bath (60 °C) and
ultrasound at 60 Hz frequency for 30 min. The extracts were analyzed by HPLC-ICP-
MS using the following optimized conditions: mobile phase composition of 96% of the
mixture of 0.26% (m/v) L-cysteine + 0.03 mol L-" ammonium acetate and 4% methanol
at flow rate of 0.8 mL min-" in isocratic elution, 1.0 L min' nebulizer gas flow and 1000
W radiofrequency power. After analysis of different oily sludge samples with different
compositions of water, oil and solids, Hg?* extractions between 30 and 77% in relation
to total Hg were obtained. Addition and recovery tests for Hg?* and CHsHg* presented
values between 70 and 101%. The LOD and LOQ obtained for Hg?* were 0.05 and
0.16 mg kg™, respectively, and for CHsHg*, 0.06 and 0.19 mg kg™, respectively.

Keywords: Oily sludge. Mercury extraction. Chemical fractionation. Chemical
speciation analysis. Multivariate optimization.
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1 INTRODUGAO

Os residuos oleosos de petroleo, tais como lodos e borras oleosas, sao
provenientes da exploracio e do processamento quimico de petréleo. Esses residuos
sdo produzidos em grandes quantidades e sao classificados como perigosos (LING;
ISA, 2006). Normalmente, sdo gerados pela sedimentacdo de 6leo, agua e solidos na
parte inferior dos tanques de armazenamento. Devido a sua natureza, sao
considerados residuos de grande preocupacao ambiental e custos significativos estéo
associados ao descarte apropriado dos mesmos (AL-FUTAISI et al. 2007; KHALIL;
ALGAMAL; SALEEM, 2018; WANG et al. 2017).

O mercurio (Hg) é conhecidamente presente no petréleo em concentragdes
que variam de acordo com a origem geoldgica da produgéao de petroleo (MOJAMMAL
et al. 2019). A toxicidade deste elemento depende, em grande parte, de sua forma
quimica. Dentre as espécies, o metilmercurio (CHzHg") é substancialmente mais
téxico que a espécie inorganica (Hg?*) (UBILLUS et al. 2000). Sugere-se que a maior
parte do Hg do petrdleo e derivados estd na forma particulada, seguido por Hg?*
dissolvido e Hg elementar. As espécies organicas (CHsHg* e CH3CH2Hg*), quando
presentes, estdo em baixas concentragdes nesses produtos (BLOOM, 2000; LIANG;
HORVAT; DANILCHIK, 1996; RITGER; CURTIS; CHEN, 2018; WILHELM; BLOOM,
2000).

Para investigagcao das espécies de Hg, métodos de analise de especiagao
quimica e fracionamento sdo amplamente discutidos. Nesse aspecto, existem
diversas técnicas de preparo de amostras e de analise instrumental aplicadas a
determinacao das espécies de Hg. Os processos mais usuais para fracionamento e
analise de especiagao de Hg baseiam-se na extragao assistida por micro-ondas e
ultrassom, em funcdo da rapidez e redugdo no consumo de reagentes.
Alternativamente, a extragdo com aquecimento convectivo, utilizando bloco digestor,
€ uma abordagem simples e de baixo custo, que também fornece condi¢des
satisfatorias para a determinacado de Hg (FERREIRA et al. 2015).

Em relagdo aos métodos de determinagdo mais empregados na analise de
especiacao quimica, destaca-se o acoplamento da cromatografia a liquido com
diferentes técnicas de deteccdo como espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) ou com a espectrometria de fluorescéncia atdmica
com vapor frio (CV-AFS), os quais garantem baixos limites de deteccao para as
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espécies determinadas (GAJDOSECHOVA et al. 2016; GAULIER et al. 2015; YUN et
al. 2013).

No que concerne o fracionamento de Hg, a CV-AFS e espectrometria de
absorcao atbmica com vapor frio (CV-AAS) tém sido utilizadas para a quantificagéo
de espécies organicas e inorganicas com redugdo seletiva de Hg?* em Hg® usando
um agente redutor. Esses métodos fornecem alta sensibilidade com relativo baixo
custo de manutencéo (CHEN; LAI; MAO, 2019).

Existem discussdes significativas em relagdo a especiacdo de Hg em
amostras de petroleo, principalmente no que se refere as espécies presentes na
fracao oleosa dessas amostras. Entretanto, no que concerne a especiagao quimica e
fracionamento destas espécies em sedimentos do petrdleo provindos de tanques de
armazenamento, poucas investigagdes tém sido realizadas (AVELLAN et al. 2018). A
partir disso, mostra-se imprescindivel a analise de especiagao de Hg nestes residuos
para se ter um conhecimento das espécies presentes nas fases aquosa, oleosa e
sélida, a fim de estabelecer estratégias adequadas para o tratamento e disposigao
final destes residuos.

Convenientemente, ferramentas quimiométricas tém sido utilizadas para
enriquecer os processos de otimizagdo de experimentos e garantir uma melhor
relacdo das variaveis durante estes processos. Nesse sentido, a metodologia de
superficie de resposta (RSM) permite avaliar as condigdes experimentais por inspegao
visual de superficies graficas geradas pela aplicagdo de planejamentos experimentais.
Esse recurso fornece informacgdes relevantes sobre a significancia dos fatores sobre
o processo de otimizagao, assim como exibe as condigdes ideais de trabalho de forma
visualmente clara.

Em vista da demanda de desenvolvimento de métodos voltados para a analise
de especiagdo de Hg em sedimentos oleosos de petroleo, este trabalho tem por
objetivo o desenvolvimento e avaliagdo de métodos de extragdao utilizando
aquecimento convectivo e ultrassom para o fracionamento e analise de especiacao
quimica de Hg nessas matrizes. A otimizacdo das condicbes experimentais foi
efetuada aplicando-se a metodologia de superficie de resposta com matrizes Doehlert

e Box-Behnken.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA E REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RESIDUOS OLEOSOS DE PETROLEO

O petréleo bruto € submetido a diversos processos na industria petrolifera e
durante as etapas de extracao, transporte, armazenamento e refino, sdo produzidos
os residuos oleosos de petroleo (XU et al. 2009). Estes residuos podem ser
provenientes da sedimentacao do petréleo nos equipamentos utilizados na separacgao,
transporte e tratamento, em tanques de armazenamento do 6leo bruto e derivados e
na separagdo agua-oleo nas estagdes de tratamento de efluentes. A quantidade
gerada depende da densidade e viscosidade do 6leo, do método de armazenamento
e da capacidade de refino. Estima-se que uma tonelada de residuo oleoso seja gerada
para cada 500 toneladas de petrdleo bruto processado (BHATTACHARYYA,;
SHEKDAR, 2003; HU; LI; ZENG, 2013; KHALIL; ALGAMAL; SALEEM, 2018;
KRIIPSALU; MARQUES; MAASTIK, 2008; WANG et al. 2017). Os residuos de
petroleo podem apresentar diferentes caracteristicas de acordo com o conteudo de
agua (30-50%), dleo (30-80%) e solidos (halita, calcita, caolinita e quartzo) (10-20%)
por massa (AL-FUTAISI et al. 2007; WANG et al. 2017; XU et al. 2009). Quanto a
composi¢cao, essa mistura complexa contém componentes toxicos como
hidrocarbonetos saturados (40-60%), hidrocarbonetos aromaticos (25-40%), resinas
(10-15%), asfaltenos (10-15%), metais e recalcitrantes, o que a torna um residuo
toxico para a saude e o meio ambiente, caso seu tratamento seja inapropriado
(BOJES; POPE, 2007; DA SILVA; ALVES; DE FRANCA, 2012; HEJAZI; HUSAIN;
KHAN, 2003; HUANG et al. 2014; KHALIL; ALGAMAL; SALEEM, 2018; SHIE et al.
2004).

Particularmente, os hidrocarbonetos de petroleo (PHCs) e os metais séo
potenciais contaminantes presentes nos residuos oleosos. A maioria dos metais tem
efeito cumulativo no organismo e pode bioacumular na cadeia tréfica (HU; LI; ZENG,
2013). Sugere-se que 0s metais estejam presentes em residuos de petroleo na forma
de compostos organometalicos e metaloporfirinas soluveis em 6leo (ALl; ABBAS,
2006). Além disso, apesar da concentragao variavel dos metais de um residuo para
outro, os metais Pb, Zn, Ni, Cr e Cu podem estar em alta concentracdo nestes
residuos (MARIN et al. 2006).
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O mercurio esta presente naturalmente em petroleo e derivados e,
consequentemente, nos residuos oleosos, onde sdo acumulados devido a sua
deposig¢ao na superficie dos equipamentos de refino (WILHELM; BLOOM, 2000). A
concentracdo de mercurio nestes residuos pode variar de acordo com a localizagao
geoldgica de 0,1 ppb a 10 ppm (em massa). Essa quantidade de Hg é suficiente para
colocar os residuos oleosos de petréleo como um dos mais perigosos, tornando
imprescindivel a adogdo de regras rigidas de disposicdo do mesmo (KRIIPSALU;
MARQUES; MAASTIK, 2008; LIANG; HORVAT; DANILCHIK, 1996; MOJAMMAL et
al. 2019; WILHELM; BLOOM, 2000). Devido a natureza recalcitrante dos residuos
oleosos, atribuida a presencga de compostos complexos de alta massa molar tais como
os asfaltenos, estima-se um alto custo no tratamento destes residuos. Os
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) apresentam efeito citotdxico,
mutagénico e carcinogénico de preocupagao ndo apenas ambiental como também de
saude publica (CERQUEIRA et al. 2014; UBANI; ATAGANA; THANTSHA, 2013).
Estes compostos aliados a metais como Cd e Hg prejudicam tratamentos como
biodegradagado destes residuos por processos enzimaticos, restringindo as
alternativas de tratamento e disposigao (BALDRIAN, 2004).

O acumulo destes residuos tem sido de grande preocupacgao para a industria
petrolifera, como consequéncia da significativa quantidade gerada anualmente e da
reducéo da capacidade de armazenamento destes residuos (AL-FUTAISI et al. 2007;
JOHNSON; MADZLAN; KAMARUDDIN, 2015; LING; ISA, 2006). Nesse cenario, as
industrias tém o compromisso de promover a classificagado e correta disposi¢cao dos
residuos, suportados pelas agéncias reguladoras (USEPA e CONAMA).

No Brasil, existem normas técnicas que sao aplicadas para avaliar a
composicao dos residuos oleosos e classifica-los de acordo com a periculosidade em
relacdo ao meio ambiente. De acordo com a NBR ISO 10004 (ABNT, 2004), os
residuos oleosos de petréleo sao classificados como perigosos (classe |) na presencga
de benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX), fendis e hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (PAH), os quais sdo os principais responsaveis por tornar este
residuo periculoso. A norma prevé um limite maximo de 0,5; 0,07; 100; e 2,0 mg L
de benzeno, benzopireno, clorobenzeno e nitrobenzeno, respectivamente, nos
extratos obtidos por ensaios de lixiviagdo. Esta norma também prevé a caracterizagao
dos residuos oleosos de petréleo atraveés da medigao de parametros que incluem pH;
matéria soélida seca; fosforo total; nitrogénio total; carbono total; enxofre; metais e
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semimetais (As, Pb, Cd, Co, Cu, Cr, Ni, Zn, V, Hg), preconizados por esta norma. Os
limites maximos para As, Cd, Pb, Cr e Hg nos extratos obtidos por lixiviagdo sao de
1,0; 0,5; 1,0; 5,0 e 0,1 mg L' (ABNT, 2004).

Existem legislagdes especificas para o gerenciamento de residuos no Brasil.
Dentre estas, pode-se destacar a lei 12.305/2010 (BRASIL, 2010a), que estabelece a
Politica Nacional de Residuos Solidos que institui que os responsaveis por gerar o
residuo solido devem desenvolver acdes para o descarte apropriado dos mesmos.
Além deste, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) através da Resolugao
313/2002 (CONAMA, 2002), institui que o setor industrial deva fornecer informagdes
sobre a geragao, caracteristicas, armazenamento, transporte e disposi¢ao final dos
residuos solidos, visando o controle dos residuos gerados pelas industrias.

A legislagao brasileira prevé o limite maximo de 0,1 mg L' de Hg em extratos
lixiviados através da ABNT NBR 10005:2004, enquanto a legislagdo americana (US
EPA) prevé um limite maximo de 0,2 mg L' para este elemento. Entretanto, ndo ha
valores estabelecidos nas legislagdes em relagdo as diferentes espécies quimicas
deste elemento. Sob este ponto de vista, torna-se de extrema importancia desenvolver
estudos relacionados a analise de especiagdo quimica de Hg em residuos solidos
oleosos, visto que espécies deste elemento podem contribuir para a toxicidade destes
residuos.

Diversos métodos de tratamento e disposi¢do final destes residuos foram
desenvolvidos a fim de minimizar o impacto ambiental e viabilizar a reutilizacdo deste
residuo para a producao de combustiveis. Apesar disso, ainda é dificil encontrar uma
condicdo de compromisso entre cumprir a regulamentagcdo ambiental rigorosa e a
aplicacao de tratamentos com custo acessivel (MAZLOVA; MESHCHERYAKOQV,
1999). Porém, alguns métodos de tratamento podem ter efeito de remocao de PHCs
e apresentarem pouco efeito na remogao de metais (HU; LI; ZENG, 2013). Portanto,
o tratamento de residuos oleosos de petréleo € um desafio, e torna-se imprescindivel
o desenvolvimento de métodos para a analise, a fim de determinar a composicéo e
planejar estratégias para o gerenciamento apropriado (DA SILVA; ALVES; DE
FRANCA, 2012; HU; LI; ZENG, 2013; WANG et al. 2017).
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2.2 ESPECIES DE MERCURIO

As espécies de Hg mais comumente presentes no ambiente e no ciclo
biogeoquimico sdo o mercurio elementar (Hg®), o mercurio inorganico (Hg?*) e as
espécies organicas metilmercurio (CHsHg"), dimetilmercurio ((CHs)2Hg), etilmercurio
(C2HsHg") e fenilmercurio (CsHsHg*) (POPP; HANNA; KOELLENSPERGER, 2010).
Estas espécies podem ser classificadas como volateis (Hg® e (CHs)2Hg), reativas
(Hg?*, CHsHg* e outros compostos organomercuriais) ou espécies nao-reativas,
representadas por Hg(CN). e HgS. Dentre estes grupos, as espécies reativas
correspondem as formas quimicas mais téxicas. (ISSARO; ABI-GHANEM;
BERMOND, 2009). No que diz respeito as espécies de Hg presentes no ambiente,
diferentes espécies determinam a toxicidade, biodisponibilidade, metabolismo,
transporte, persisténcia e ciclo bio-geoquimico (LEOPOLD; FOULKES; WORSFOLD,
2010). O mercurio elementar (Hg®) esta presente no ar devido a sua alta volatilidade,
enquanto Hg?* estd presente na crosta terrestre e nos oceanos, além de estar
adsorvido em particulas em suspensao, sendo acumulado em sedimentos e solos.
Dessa forma, as espécies de Hg de interesse em sedimentos e solos sao tipicamente
Hg?* e CHsHg*. O Hg?* é alvo de estudos para avaliar a mobilidade, ja que tem a
afinidade por diferentes ligantes (OH-, CI, S*) e CHsHg" para avaliagao da toxicidade
(COULIBALY et al. 2016; RAVICHANDRAN, 2004). No ambiente, o CH3sHg* pode ser
formado a partir de biometilagdo de Hg?* por micro-organismos presentes em solos e
sedimentos (TUTSCHKU; SCHANTZ; WISE, 2002).

Os sedimentos e solos tém a capacidade de captar mais metais e, por isso,
sdo objetos de pesquisas sobre especiacdo de Hg, pois podem sofrer reagdes de
metilacédo ou demetilagdo de Hg de acordo com a quantidade de matéria organica,
concentracgédo de Hg e pH. O Hg?* é a espécie predominante em solos e sedimentos,
enquanto a concentracdo de metilmercurio em sedimentos pode ser relativamente
baixa, dependendo das condigdes ambientais. Isto pode ocorrer devido a formagao
de complexos Hg-S, pela interacdo de Hg com grupos sulfeto em alta concentragao,
que passam a controlar a biodisponibilidade do Hg, inibindo a metilagdo devido a
dificuldade de assimilagéo deste complexo pelas bactérias (COULIBALY et al. 2016).
Quimicamente, segundo a classificacdo de Pearson, o Hg € um acido macio com
grande afinidade por bases moles, ligando-se facilmente a compostos contendo
enxofre, por exemplo (MOUSAVI, 2015). No ambiente, solos e sedimentos, ha uma
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grande quantidade de matéria organica contendo S, formando espécies como HgS,
que sdo altamente estaveis (SYSALOVA et al. 2017).

Assim, dependendo da fonte e das condigdes ambientais, o Hg pode ser
transformado em diferentes formas com diferentes toxicidades. Nesse contexto, a
determinacgao do Hg total € insuficiente para fornecer informagdes sobre a mobilidade,
biodisponibilidade e toxicidade deste elemento (ISSARO, ABI-GHANEM; BERMOND,
2009).

2.2.1 Toxicidade das espécies de Hg

O mercurio € encontrado no ambiente devido a fontes naturais, assim como
fontes antropogénicas, sendo considerado altamente téxico, dependendo da sua
forma quimica. Este elemento pode estar presente em rochas e minerais e liberado
no ambiente para o meio aquatico, ar e solo, além de estar presente naturalmente em
combustiveis fosseis e carvao. Atividades antropogénicas como a queima de carvao,
refino de 6leo, atividades de mineracao e industrias de alcalis clorados contribuem
para a emissdo de mercurio no ambiente. As principais formas de exposi¢cdo ao
mercurio sdo oriundas do consumo de peixes com alta concentragdo de Hg e da
exposicao ocupacional (LINDQVIST et al. 1991).

Conhecido como precursor da doenca de Minamata, o metilmercurio € uma
das espécies de mercurio mais toxicas devido a alta afinidade pelo tecido adiposo e a
facilidade com que atravessa membranas biolégicas (RAVICHANDRAN, 2004). Além
disso, sugere-se que o CH3Hg* é substancialmente mais téxico que o Hg?* (UBILLUS,
2000). Este ion acumula-se em concentragbes prejudiciais em organismos,
biomagnificando-se na cadeia alimentar aquatica para concentragbes de relevancia
toxicolégica (RAVICHANDRAN, 2004). O metilmercurio se liga fortemente a grupos
sulfidrila (-SH) em proteinas, justificando seu potencial toxicoldgico e bioacumulativo
em organismos aquaticos altamente proteicos (MICARONI; BUENO; JARDIM, 2000).
A organizagdo mundial da saude classifica o metilmercurio como um dos dez
compostos mais nocivos a saude publica (WHO, 2017). Em vista disso, para proteger
a populacado da alta exposi¢cao a Hg através do consumo de peixes, a organizagao
das nagdes unidas para a alimentagao e a agricultura (FAO), em julho de 2018, criou
novos limites para a quantidade de metilmercurio em diferentes tipos de peixe,
variando entre 1,2 a 1,7 mg kg™' (FAO, 2018).
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Além do risco de contaminagdo humana por Hg através do consumo de peixes
contaminados, a contaminagao por Hg de popula¢des em areas proximas de campos
de exploragdo de dleo tem sido investigada. Nesse contexto, foi observado um
aumento na concentragdo de Hg na urina de mulheres que utilizavam agua de
superficie para afazeres domésticos e homens envolvidos com processo de limpeza
e remediagdo de derramamento de oleo (WEBB, 2016). No organismo humano,
baixas doses de Hg podem causar efeitos deletérios ao sistema nervoso, acarretando
em perda de meméoria, déficit de atencgdo, disturbio sensorial, disturbio da fungao
motora fina, redu¢ao da forga muscular e prejuizo aos sistemas renal, cardiovascular
e imunoldgico (ZAHIR et al. 2005).

2.2.2 Espécies de mercurio em petréleo e derivados

Em hidrocarbonetos de petrdleo, as espécies de Hg estao presentes tanto na
fase organica quanto na fase sdlida. Discute-se que do total de Hg presente, a maior
quantidade seja de Hg associado a particulas sélidas em suspenséao (Hg particulado),
seguido pelo Hg?* dissolvido, Hg® e espécies organicas (mono e dialquilicas) em
concentragdes sub-ppb. Neste caso, o Hg particulado estad presente em 6leo cru
possivelmente na forma de HgS (BLOOM, 2000; FINSTER et al. 2015;
GAJDOSECHOVA et al. 2016; LIANG; HORVAT; DANILCHIK, 1996; WILHELM,;
BLOOM, 2000). Além disso, a espécie Hg?* também pode se ligar a tidis formando
espécies Hg(SR)x na fase oleosa (AVELLAN et al. 2018; CAl et al. 2018).
Particularmente, o Hg® é pouco solivel em o6leo e hidrocarbonetos liquidos, sendo
adsorvido em componentes metalicos de armazenamento do petréleo. Compostos de
Hg organico dissolvidos sao altamente soluveis em oleo e gas condensado, enquanto
o Hg?* idnico é soluvel em dleo e na fase aquosa, podendo ser adsorvido em particulas
suspensas (WILHELM, 1999).

Assume-se que a maior parte do Hg total se concentre na fase mais pesada
do dleo cru, na parte de sedimento de petrdleo, que pode apresentar HgS e HgSe,
insoluveis na fase aquosa e oleosa, em concentracdes significativas. Além disso,
essas espécies tém carater inerte frente a aplicacdo de métodos de lixiviagdo com
solugdes levemente acidas (WILHELM; LIANG; KIRCHGESSNER, 2006). No que diz
respeito ao sedimento de petrdleo, a especia¢ao de Hg a nivel de sélido mostrou que
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a maior parte do Hg esta presente na forma “metacinnabar’ (B-HgS), mais
especificamente (AVELLAN et al. 2018).

A determinacao de espécies de Hg em solos contaminados por derramamento
de Hg elementar e de petréleo mostrou que o Hg permanece detectavel mesmo apos
décadas, predominantemente associado a matéria organica do solo (85%) e em
menor extensdo a fracdo mineral do solo (RENNEBERG; DUDAS, 2001). A partir
disso, a analise de especiacado de Hg € uma ferramenta crucial para propor solugoes
de remediagéo para Hg, tanto em casos de contaminagdo ambiental (RENNEBERG;
DUDAS, 2001), como em casos de disposicdo final dos residuos da industria
petrolifera (GAULIER et al. 2015).

Apesar de existirem estudos relacionados a analise de especiagao de Hg em
amostra de petréleo, em se tratando de borra oleosa e residuos da industria
petrolifera, sdo necessarios estudos investigativos mais aprofundados, que elucidem
a distribuicdo dessas espécies na amostra. Assim, a analise de especiagédo de Hg é
uma ferramenta crucial para propor solugbes para a remocdo de Hg de
hidrocarbonetos (GAULIER et al. 2015).

2.3 FRACIONAMENTO DE MERCURIO

Fracionamento € o processo de classificagdo de um analito ou um grupo de
analitos de uma amostra de acordo com as propriedades fisicas (tamanho,
solubilidade) ou propriedades quimicas (ligacao, reatividade) (IUPAC). Sob esta ética,
o fracionamento das espécies de mercurio pode considerar massa molar das espécies
ou polaridade para avaliar a distribui¢cdo, gerando informagdes sobre a forma quimica
de Hg na amostra (FINSTER, 2015; MARYUTINA; TIMERBAEV, 2017; RAHMAN et
al. 2010). Nesse sentido, o fracionamento pode ser utilizado como uma aproximagéao
da analise de especiacao quimica, quando a instrumentacéo ou solugdes padrdes de
todas as espécies forem indisponiveis (ZHANG; MIRO; KOLEV, 2018).

Este direcionamento pode resultar na diferenciacao de Hg inorganico e Hg
organico por trés formas: (i) utilizando redutores seletivos para Hg inorganico e Hg
total para a determinagdo sequencial por geragdao de vapor frio e calculo da
concentracéo de Hg organico por diferenga (SEGADE; TYSON, 2003; ZHANG; MIRO;
KOLEV, 2018); (ii) empregando métodos de extragao especificos para cada espécie
(SEGADE; BENDICHO, 1999); ou (iii) por determinagao de Hg inorganico e Hg total
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antes e apos o processo de digestdo da amostra, respectivamente. Nesse aspecto, a
digestdo usualmente é feita com o uso de agentes oxidantes capazes de decompor
as espeécies organicas de Hg e pode ser assistida por micro-ondas ou ultrassom
(ALMEIDA et al. 2016; ALONSO et al. 2008; ZHANG; MIRO; KOLEV, 2018).

A vantagem do fracionamento consiste no emprego de métodos robustos,
com menor custo operacional, que proporcionam alta sensibilidade e limites de
detecgado na faixa de ng g”' (CARRASCO; DIEZ; BAYONA, 2009). Na literatura est&o
relatados métodos de preparo de amostras e de analise para o fracionamento de
mercurio em amostras bioldgicas, sedimentos e solos, dentre outros tipos de matrizes,
a fim de investigar a mobilidade e toxicidade das espécies nesses sistemas. As
técnicas de determinagcdo de AAS e AFS operadas com sistemas de geragéo de CV
sdo as técnicas mais sensiveis e de facil operagao empregadas para a determinagéo
de Hg total e Hg?*. Aliado a isso, os efeitos de matriz sdo reduzidos devido ao alto
fator de diluicio da amostra nessas andlises (CARRASCO; DIEZ; BAYONA, 20009;
GAO; LIU, 2011; LIANG; HORVAT; DANILCHIK, 1996; WILHELM; BLOOM, 2000).

Em contrapartida, estes métodos podem fornecer apenas uma estimativa da
quantidade de espécies organicas de Hg na amostra, visto que, em alguns casos, séo
medidas indiretamente, por diferenga, sem emprego de uma solu¢cdo padrdo da
espécie (ZHANG; MIRO; KOLEV, 2018).

A analise por AAS ou AFS requer que o Hg contido na amostra apés
processo de extragdo ou digestdo esteja na forma de Hg?*. Isto é feito, normalmente,
com o auxilio de um oxidante como K2S20s (NIXON; MUSSMANN; MOYER, 1996;
ZHANG; MIRO; KOLEV, 2018), H202 (SHADE; HUDSON, 2005), KMnO4 (ALMEIDA
et al. 2016); (ZHANG; MIRO; KOLEV, 2018), K:Cr.0O7 (PALMISANO; ZAMBONIN;
CARDELLICCHIO, 1993) ou BrCl (CANARIO et al. 2017; SHI et al. 2005). Dessa
forma, apos a liberagao da espécie Hg?* ocorre a redugdo a Hg® com auxilio de um
agente redutor (SnCl> ou NaBHa4) para que o Hg seja quantificado (CHEN; LAI; MAO,
2019).

O uso de SnCl; possibilita a redugao eficaz de espécies Hg?* a Hg®, durante a
determinagdo de Hg?*. Por outro lado, o agente redutor NaBH4 tem potencial para
reduzir tanto Hg?* quanto CHsHg* em seu respectivo hidreto, para a determinacéo
dessa espécie. Entretanto, em relagao a determinagao de CHsHg*, frequentemente, é
necessaria a conversdo de CHszHg* em Hg?* para posterior geragdo do vapor e
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determinacao desta espécie (ALMEIDA et al. 2016; CAPELLO; LAVILLA; BENDICHO,
2000).

Os processos de redugdo empregando SnCl, e NaBH4 estdo mostrados nas
Equacgdes 1 e 2, respectivamente.

Hg2+ + Sn2+(aq) = Hgo(g) + Sn4+(aq) (1)

(aq)

Hg?*  + 2BH gy + 6H20) = Hg"(g) + 7Hz o) + 2H3BO3 (2)

(aq)

Existem diversos métodos de preparo de amostras para a determinacéo de
espécies de Hg, considerando as especificidades deste elemento, tais como a
volatilidade. Métodos baseados em extragao assistida por micro-ondas (NEVADO et
al. 2008; VAZQUEZ et al. 1997) e ultrassom (DENMARK et al. 2018; PARK et al. 2011)
sdo os mais citados quanto a rapidez e eficiéncia. O uso de aquecimento convectivo
em blocos digestores € uma alternativa simples e de baixo custo que, quando operado
em sistema fechado, também fornece condicbes satisfatorias para preparo de
amostras e posterior determinagao de mercurio (FERREIRA et al. 2015). E importante
assegurar nesta etapa a estabilidade das espécies de modo a evitar a conversao entre
as espécies durante o preparo da amostra. Normalmente, durante a otimizagao
desses métodos, diferentes parametros envolvidos com a extragdo sao investigados,
por exemplo, a concentragdo da solugcao a ser utilizada como extrator, massa de
amostra, temperatura e tempo de extragdo (JAGTAP et al. 2011; RAHMAN;
KINGSTON, 2005).

A solugao extratora deve ser cuidadosamente escolhida para contato efetivo
entre o analito e a matriz da amostra de modo a favorecer a extragdo sem a conversao
das espécies (MELLO et al. 2012). Solugdes acidas ou alcalinas como HCI, HNOs,
KOH e TMAH sao as mais empregadas para a extracdo de espécies de Hg
(DENMARK et al. 2018; ISSARO; ABI-GHANEM; BERMOND, 2009; JAGTAP;
MAHER, 2015; JIMENEZ-MORENO et al. 2018; MARGETINOVA; HOUSEROVA-
PELCOVA; KUBAN, 2008).

Na Tabela 1 estdo mostrados alguns métodos de extragcdo e de analise
utilizados para o fracionamento de Hg.
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Tabela 1. Métodos aplicados para o fracionamento de Hg em amostras diversas.
Espécies Solugdes e preparo de Método
Amostra LOD Referéncia
de Hg amostra analitico
Hg total Digestao online (HCI 4
Hg-inorg. ) mol L', 50 mmol L' de
Agua (ZHANG,
Hg-org. NazS e KMnOs 1%) Hg  FIA-CV-AFS 3,0ng L™
lacustre 2018)
(por total
diferencga) (KMnOa4 1%) Hg?*
CV-AFS
(BrCl e 0,10 ng L (Hg
Hg total Agua do ; _ SnClz) Hg total) e CANARIO,
Nao especificado
CHsHg* mar total 0,02 ng L' 2017
GC-CV-AFS (CHsHg")
(CHsHg")
Hg total (digestdo com
Hg total, KMnO4)
0,07 mg kg™
Hg?*, Extragdo em banho a
Solo, ) CV-AAS (Hg total) e (ALMEIDA,
CHsHg" ) 60°C por 30 min
sedimento NaBH4 0,08 mg kg™ 2016)
(por Com solugao (Hg?")
diferenca) Universol® (Hg?*) 9
Hg total, Extracao sequencial:
CV-AFS
Hg-H-20, agua, CHsCOOH 0,1 (Brc))
r
Hg-acido, Sedimento, mol L' + HCI 0,01 mol )
] Hg total e Nao informado  (SHI, 2005)
Hg-org., solo e agua L', KOH 1 mol L,
fracbes de
HgO, HNO3 12 mol L, agua Ho)
Hg-S régia 9
Digestao assistida por
Hg total, micro-ondas (Hg total)
FI-CV-AAS e
Hg?", Extrag&o assistida por 10ng L' (CV-
Frutos do FI-CV- (ALONSO,
CHsHg* micro-ondas com HNO3 AAS)e6ng L
mar ETAAS 2008)
(por 4 mol L' (45°C por 28 ' (CV-ETAAS)
] ) ] (NaBHs.)
diferencga) min) e sonicagé&o por 5
min (Hg?*)
Hg total, ~ -
Ho2* Amostras Extragao assistida por 3,9ngL"
CHgH’ . biologicas micro-ondas (60 W por FI-CV-AAS (Hg?) (SEGADE,
3
( I e 3 min) com TMAH 25% (NaBHa4) 24 ng L' (Hg 2003)
or
P sedimentos m/v ou 6 mol L' de HCI total)

diferenga)
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Tabela 1. Continuacéo.

Espécies Solugoes e preparo de Método L
Amostra . LOD Referéncia
de Hg amostra analitico
Hg total,
e 0,02ug g
Hg?*, CRM de Digestao assistida por
) CV-AAS (Hg?**) e 0,04 (TORRES,
CHsHg* amostra micro-ondas (Hg total),
o (NaBHs4) ug 97" (Hg 2009)
(por Bioldgica TMAH 25% m/v (Hg?*) fotal)
ota
diferenga)

Fonte: elaborado pela autora (2019)

Como evidenciado (Tabela 1), as técnicas analiticas CV-AAS e CV-AFS
permitem avaliar a presenga de espécies inorganicas ou organicas de Hg. Nesse
contexto, parece favoravel o uso destas para avaliar o fracionamento de Hg em
amostra de petroleo e residuos dessa natureza. Inerente a isso, o grande desafio do
fracionamento e analise de especiacdo nessas matrizes € devido a complexa mistura
de hidrocarbonetos e compostos orgéanicos, caracterizada por matriz heterogénea
com alta viscosidade e dificil de ser digerida, incompativel com muitos métodos
analiticos (FINSTER et al. 2015; RAHMAN et al. 2010). Em vista da falta de trabalhos
na literatura sobre fracionamento de Hg em residuos oleosos de petroleo utilizando as
técnicas mencionadas (CV-AAS e CV-AFS), é de grande valia o desenvolvimento de
métodos rapidos e eficientes para a extracdo de espécies e fracionamento do Hg

nestes residuos.

2.4 ANALISE DE ESPECIACAO QUIMICA

A especiagao quimica € definida como a distribuicdo de um elemento entre
espécies quimicas definidas em um sistema. Especificamente, a analise de
especiacao quimica € a atividade analitica utilizada para a identificacdo e/ou medicao
das quantidades de uma ou mais espécies quimicas individuais em uma amostra
(IUPAC).

A analise de especiagdo quimica de um elemento tornou-se uma questao
importante em diversas areas de pesquisa, incluindo quimica verde, ecotoxicologia,
toxicologia clinica, ciéncias meédicas e nutricionais, industrias de alimentos e
petroquimica, pois a toxicidade e a reatividade dos elementos dependem fortemente
da sua forma quimica (LEERMAKERS et al. 2005).
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As principais etapas da analise de especiagdo quimica envolvem a coleta da
amostra, o pré-tratamento da amostra e a preservacao, a extragao das espécies de
interesse a partir da matriz da amostra, a purificacdo e pré-concentracido
(derivatizagdo), quando necessarias, a separacdo das especies de interesse e a
deteccao e quantificacdo das espécies. A etapa de extracdo € um dos passos mais
criticos na analise de especiacao, pois pode-se obter baixa eficiéncia de extracao da
espécie de interesse, além de ocorrer interconversao de espécies durante essa etapa,
caso 0 método de extracado néo seja apropriado (LEERMAKERS et al. 2005). A etapa
de extragdo de espécies pode ser feita utilizando uma extragao seletiva ou unica (uma
etapa de extracdo para espécies especificas do elemento) ou uma extragdo
sequencial (consecutivas etapas de extragdo para um grupo de espécies com
caracteristicas semelhantes) utilizando diversos solventes (ISSARO ABI-GHANEM,
C.; BERMOND, 2009; MICHALKE, 2003). Os métodos de extragdo usados para o
preparo da amostra em analise de especiagdo quimica de Hg baseiam-se nos
mesmos métodos utilizados para o fracionamento de Hg, reportados na segao 2.3.
Além disso, alguns métodos permitem pré-concentrar as espécies aplicando-se
microextracido em fase soélida e extracdo com solvente para melhorar os limites de
deteccéo (LOD) (TSENG et al. 1997).

Com o aumento da demanda pela identificacdo de espécies quimicas de um
elemento a fim de avaliar a biodisponibilidade e toxicidade em diferentes matrizes,
algumas técnicas foram acopladas para aprimorar a identificacdo e quantificagao
dessas espécies.

Os principais métodos mencionados na literatura para a analise de
especiacao quimica baseiam-se em técnicas cromatograficas e ndo-cromatograficas
acopladas a detectores de alta sensibilidade. As técnicas cromatograficas continuam
sendo as mais empregadas e abrangem o acoplamento de cromatografia a liquido a
detectores como AFS, ICP-OES e ICP-MS, assim como a cromatografia a gas que é
utilizada para espécies volateis (WU; SUN, 2016).

Uma das caracteristicas da cromatografia a liquido € a versatilidade associada
ao uso de diferentes fases moveis (eluente) e fases estacionarias para a separagao
das espécies de interesse. Ambas devem atender aos requisitos de assegurar a
estabilidade das espécies e proporcionar a separacao eficiente durante a analise
(MICHALKE, 2003). O mecanismo de separagao mais utilizado na cromatografia a
liquido para a analise de especiacado quimica de Hg é a cromatografia em fase reversa
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(colunas Cg e Cig). Nessa técnica sao aplicados, normalmente, dois eluentes
diferentes, com pelo menos um deles contendo um solvente organico atentando-se
para o controle do pH da fase mével a fim de evitar hidrélise da fase estacionaria. As
desvantagens do uso de solventes organicos no acoplamento com detectores de alta
sensibilidade como ICP-MS sdo a reducdo da energia do plasma, o surgimento de
interferéncias poliatbmicas causadas pelo excesso de carbono interagindo com os
ions do plasma e a deposigédo de carbono nos cones (MICHALKE, 2003; SUTTON;
SUTTON; CARUSO, 1997).

Utilizada para a separagéao de espécies volateis, a cromatografia a gas (GC)
tem a vantagem de transferir o analito na fase gas diretamente para o ICP-MS sem a
necessidade de um sistema de nebulizagdo para a introducdo da amostra,
melhorando os limites de detecgdo. Entretanto, alguns fatores devem ser
considerados como a temperatura da linha de transferéncia que deve estar numa
temperatura compativel com a estabilidade do analito a fim de evitar perda dos
analitos volateis por condensacdo. Outro fator € a morosidade do processo de
derivatizacdo para tornar o analito mais volatil, o qual pode ser pouco seletivo
(QUEVAUVILLER; MAIER; GRIEPNK, 1996).

No que concerne as técnicas nao-cromatograficas, a eletroforese capilar (CE),
a geracgao de hidretos (HG) e a geragao de vapor frio (CV) acopladas a detectores
como ICP OES, AFS e ICP-MS podem ser utilizadas para a andlise de especiagao
quimica (WU; SUN, 2016).

A utilizagdo de ICP-MS em analise de especiagao quimica é vantajosa por ser
uma técnica de grande versatilidade. E possivel obter baixos limites de deteccdo, atua
em uma ampla faixa dindmica e permite acoplamento com outras técnicas como a
cromatografia a liquido (MICHALKE, 2003).

A aplicacdo de ICP-MS, individualmente, permite a determinagdo da
concentragao total de um elemento, sem fornecer informacgdes sobre o estado de
oxidacdo e ligacdo do elemento com moléculas organicas. Por outro lado, o
acoplamento de ICP-MS com a cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC)
permite que espécies individuais de um elemento sejam identificadas através da
determinagao do tempo de retencido das espécies e o uso de padrdes das espécies
quimicas do analito. Nestas circunstancias, o método de extracdo deve garantir a
estabilidade das espécies, impedindo que as espécies sofram interconversao
(KROUKAMP; WONDIMU; FORBES, 2016; MICHALKE, 2003).
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Com a vantagem de fornecer maiores informagdes sobre as espécies
moleculares de um elemento presentes na amostra, a analise de especiacdo quimica
pode ser feita em um sistema online, pelo emprego simultdneo da cromatografia a
liquido com os sistemas de detecgao por espectrometria de massa com ionizagao por
electrospray (ESI-MS) e com ICP-MS. Este sistema fornece a informagéo molecular
necessaria para identificar espécies que geram picos desconhecidos encontrados na
analise por HPLC-ICP-MS. Esse arranjo instrumental permite a detecgéo de espécies
conhecidas por HPLC-ICP-MS através do uso de padrdes das espécies, enquanto a
ESI-MS é utilizada para fornecer informacdes necessarias para identificar compostos
desconhecidos do elemento sem a necessidade de utilizagcdo de padrdes. Dessa
forma, os picos desconhecidos obtidos por HPLC-ICP-MS podem ser identificados por
ESI-MS (FELDMANN, 2005).

A verificagdo da exatiddo inerente a métodos de analise de especiacio
quimica é dificultada pela baixa disponibilidade de materiais de referéncia certificados
que contenham todas as espécies de interesse e que apresentem matriz similar a
amostra em analise. Sabendo desta dificuldade, o material de referéncia de matriz
similar pode ser fortificado com a espécie de interesse antes da extracao para verificar
a exatidao do método. Quando nenhuma outra ferramenta esta disponivel, testes de
adicdo e recuperacdo nas amostras costumam ser uma alternativa (IBANEZ-
PALOMINO; LOPEZ-SANCHEZ; SAHUQUILLO, 2012).

2.4.1 Andlise de especiagao quimica de mercurio

A analise de especiagao quimica de Hg utilizando técnicas cromatograficas
acopladas a espectrometria de massa tem sido amplamente utilizada para as mais
diversas amostras. Apesar de ser um método oneroso, garante uma excelente
identificacdo e quantificacdo das espécies de Hg presentes na amostra, utilizando
solugdes padrdes. Para isso, € preciso que o tratamento da amostra também seja
adequado para a quantificagao das espécies. Portanto, costuma-se otimizar o método
de extragcao que garanta eficaz extragcdo das espécies em estudo, sem perda ou
conversao.

Normalmente, além das solugdes acidas e basicas mencionadas no item 2.3,
para a extragcdo das espécies de Hg na analise de especiagao quimica, solventes
organicos (metanol, tolueno) e solventes contendo grupos sulfidrila, dentre os quais
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se destacam o 2-mercaptoetanol e L-cisteina (KRUG; ROCHA, 2016, p 521; TSENG
et al. 1997) sdo amplamente utilizados. No que concerne as principais fases méveis
utilizadas em LC para a separagao das espécies de Hg, solu¢gdes compostas por 2-
mercaptoetanol (YAO et al. 2017), L-cisteina (RAI; MAHER; KIRKOWA, 2002) e
acetato de amoénio (CATTANI et al. 2008; LIU et al. 2018) sdo as mais utilizadas com
colunas de separagao em fase reversa Cg e C1g (JAGTAP; MAHER, 2015). Além de
prevenir o efeito de memoria, estes compostos impedem a adsorcéo das espécies de
Hg através da formacdo de complexos neutros que sédo eluidos mais facilmente da
coluna cromatografica (JAGTAP; MAHER, 2015; RAl; MAHER; KIRKOWA, 2002).
Ambas colunas cromatograficas garantem uma boa separagdo das espécies,
entretanto, as colunas Cg garantem uma analise mais rapida do que as colunas Cys,
devido a menor interagdo das espécies de Hg com a fase estacionaria (JAGTAP;
MAHER, 2015). Complementarmente a composicdo da fase moével, uma certa
proporcdo de metanol (até 8%) é normalmente empregada para melhorar a
sensibilidade e a separagdo das espécies nas analises por HPLC-ICP-MS (LIN;
CHANG; JIANG, 2008).

Os agentes complexantes L-cisteina e 2-mercaptoetanol sdo os mais
utilizados em métodos de especiagdo cromatograficos e na extragdo de espécies de
Hg, por garantirem um pH adequado e possuirem uma alta afinidade pelas espécies.
Nesse quesito, esses compostos possuem algumas particularidades que influenciam
na separagao utilizando colunas Cs e Cis. Quando a concentragcdo de 2-
mercaptoetanol € elevada na composi¢cao da fase movel, o tempo de retengcédo das
espécies de Hg na coluna de separagao aumenta (CHIOU; JIANG; DANADURAI,
2001). Quando se aumenta a concentragdo de L-cisteina na fase mével, ocorre
redugao do tempo de retencao das espécies de Hg na coluna, diminuindo o tempo de
analise (SOUZA et al. 2010). No que concerne aos efeitos de retengao, os complexos
de 2-mercaptoetanol com as espécies de Hg sao neutros e interagem fortemente com
a coluna de fase reversa; ja os complexos de L-cisteina tém uma carga liquida positiva
que possui menor afinidade com a fase reversa. A partir das caracteristicas
especificas destes complexantes, testes de otimizacdo sdo normalmente efetuados
para garantir adequada separacao das espécies com satisfatéria sensibilidade e
seletividade e um apropriado tempo de analise (JAGTAP et al. 2011).

Esses reagentes tém sido usados amplamente para extracdo das espécies
de Hg aplicando-se diferentes métodos, como extragao assistida por micro-ondas e


https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AW.%20Maher
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AF.%20Kirkowa
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AW.%20Maher
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AF.%20Kirkowa
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ultrassom, e para a separagao das espécies por HPLC. Na Tabela 2 sdo mostrados

alguns dos solventes e métodos baseados em cromatografia a liquido, utilizados na

analise de especiacado de Hg em amostras diversas.

Tabela 2. Aplicacdo de métodos para a analise de especiagao quimica de mercurio
em diferentes matrizes.

Métodos e
Espécies Métodos de
Amostra solventes LOD Ref.
de Hg determinagao
extratores
LC-ICP-MS
Extrac&o ultrassom Coluna Cs
Ho2t (15 min) FM: 0,05% viv
CHgH . Frutos do HCI 0,10% v/v + L- 2-mercaptoetanol 0,1a0,25 (BATISTA,
3
CH :+ mar cisteina 0,05% m/v + 0,4% m/v L-cisteina ng g’ 2011)
2M3
2-mercaptoetanol 0,06 mol L' acetato de
0,10% viv amonio
Vaz&o: 1,0 ml min™
HPLC-ICP-MS
Extragcao micro-
Tecido Coluna Cs
ondas (120°C por 15 0,01 ug g
Hg?* muscular ) FM: 0,5% (v/v) 2- (JAGTAP,
_ min) 1(LOQ)
CHsHg" de peixe e mercaptoetanol, 2011)
) 2-mercaptoetanol
sedimento 0.5% 5% (v/v) metanol
o Vazzo: 1,5 mL min”’
Extragcao micro-
Ha? ondas (500W, 45°C HPLC-CV AFS
g ) por 10 min) Coluna C1s 0,8a4,3 (MARGETI
CHsHg"  Sediment
HCI 3,0 mol L + FM: metanol 65%/35% pg L™ NOVA,
CoHzH* o]
acido citrico 0,2 mol H20 2008)
CeHsH*
L' + metanol 50% Vaz&o: 0,8 mL min™
(v/v)
HPLC-ICP-MS
Extracdo ultrassom Coluna C1s
(45 min) FM: NHsCH3CO:2 (CATTANI,
Hg?* LOD < 15
Solo HCI 7,6% (m/v), 2- 0,06mol L, 0,1% 2- 2008)
CHsHg* ng L™

mercaptoetanol 10%
(v/v)

mercaptoetanol, 3%
(v/v) metanol

Vazdo: 0,35 mL min™*
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. Métodos e i
Espécies Métodos de
Amostra solventes L LOD Ref.
de Hg determinacgao
extratores
HPLC-CV-AFS
Coluna C1s
) Extragéo ultrassom FM: 60 mmol L™
CHsHg* Sediment ) 125 a 250 (GAO,
) (70 °C, 30 min) NH4CHsCOz2, 0,1% (v/v)
C2HsHg* o marinho ng kg’ 2011)
TMAH 25% (m/v) 2-mercaptoetanol, 5%
(v/v) metanol
Vazao: 0,4 ml min™’!
_ HPLC-ICP-MS
Extrac&o ultrassom
_ FM: 92% (0,12% L-
(30 min) o
Hg®* . cisteina (m/v)
Pepino do 0,10% HCI (v/v), 1,6a4,0
CHsHg* + 0,01 mol L' (LIU, 2018)
mar 0,12% L-cisteina ng g’
C2HsHg* NH4CH3CO:2
(m/v) e 0,10% 2-
8% metanol
mercaptoetanol (v/v) . )
Vaz&o: 0.8 mL min™
_ LC-CV-ICP-MS
Extragao ultrassom
) Coluna Cs
(15 min)
Hg?* FM: 97% (0,5% v/v 2-
Plasma HCI 0,10% (m/v) + L- 4a12ng (SOUZA,
CHsHg* . L mercaptoetanol + 0,05%
sanguineo cisteina 0,05% (m/v) o o L 2013)
C2HsHg* v/v acido férmico)
+ 2-mercaptoetanol
3% v/v metanol
0,10% (v/v) ~ )
Vaz&o: 1,2 mL min™
Pré-concentragao
HPLC-ICP-MS
com 3-mercapto-1-
Coluna C1s 0,009 a
Hg* ) propanossulfonato (CHENG,
Agua o FM: 0,5% (v/v) 2- 0,016 ng
CHsHg* de sdédio, 2- 2014)
mercaptoetanol Vazao: L
C2HsHg* mercaptoetanol 3% )
1,5 mL min™!
Hg?* (VIv).
Extragao micro-
ondas (60°C por 5
) HPLC-ICP-MS
min)
Coluna Cs
. 0,6% v/v de 2-
Hg?* Oleo de FM: 0,6% v/v de 2- 0,5-1 ng (YAO,
) mercaptoetanol, 3%
CHsHg* peixe mercaptoetanol, 3% v/v g’ 2017)
v/v metanol, 1% m/v
C2HsHg* metanol

lipase, 2% vl/v triton
X-100 e 1% viv
HNO3

Vazao: 1,5 mL min
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Tabela 2. Continuacéo.

Métodos e
Espécies Métodos de
Amostra solventes LOD Ref.
de Hg determinacgao
extratores
Método EPA 6800
(SIDMS)
Método EPA 3200 HPLC-ICP-MS
Hg®* Extracdo micro- Coluna C1s B
Nao (RAHMAN,
CHsHg* Petréleo  ondas (100°C por 10 FM: 50 mmol L™ .
) e informado 2010)
CoHsHg* min) piridina, 0,5% (m/v) L-
HNOs 4,0 mol L' cisteina, 5% (v/v)
metanol
Vazao: 1,0 mL min™’
HPLC-CV-AFS
Extracdo assistida Coluna C1s
. ___ 0515ng
CHsHg* por micro-ondas FM: 1g L' de L-cisteina (YUN,
Petroleo . g’
C2HsHg* (60W por 5 min) e 0,06 mol L' de 2013)
TMAH 25% (m/v) NH4+CHsCO2 Vazao: 1
mL min™

Fonte: elaborado pela autora (2019)

Existem discussdes sobre a tipificacdo das espécies de Hg presentes em
petroleo e derivados. Essas discussdes focaram no emprego de técnicas
cromatograficas e espectrométricas para identificagdo e quantificagdo de espécies
idnicas como Hg?*, CHsHg* e CH3CH:Hg*, utilizando padroes. As mais variadas
concentragbes dessas espécies tém sido obtidas, em vista das diferentes origens
(etapas do processo ou mesmo localizacdo geografica) (BLOOM, 2000;
GAJDOSECHOVA et al. 2016; PONTES et al. 2014; RAHMAN et al. 2010; WILHELM;
BLOOM, 2000; YUN et al. 2013).

A investigacao de espécies nao extraidas da fragao sélida das amostras tem
evoluido para uso de técnicas de espectroscopia de raios X e microscopia eletrdonica
(AVELLAN et al. 2018; GAULIER et al. 2015). Essas técnicas fornecem informacgdes
relevantes sobre a natureza das espécies de Hg a nivel de particula. As discussdes
acerca destas pesquisas mostram que grande parte do Hg total presente nas
amostras de petréleo e sedimentos oleosos esta na forma de HgS particulado em
dimensdes menores que 10 um (AVELLAN et al. 2018; GAJDOSECHOVA et al. 2016;
GAULIER et al. 2015).
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Embora existam discussodes significativas na literatura sobre a quantificacdo
de espécies de Hg em petroleo e derivados, ndo ha discussdes bem definidas sobre
meétodos para a especiagdo de Hg em amostras de residuos oleosos de petréleo como
borras e lodos, apesar de uma certa paridade entre a composicao destas matrizes.

Inicialmente, Avellan et al. (2018) investigaram a especiagdao de Hg em
amostras de sedimentos de petrdleo em tanques de armazenamento e subprodutos
da cadeia de processamento nas refinarias, utilizando técnicas de espectroscopia de
absorcao de raios X e microscopia eletrénica. Especificamente, essa investigagao foi
feita a nivel de fracdo sélida dos sedimentos. Os autores observaram que a espécie
predominante nos solidos analisados metacinnabar (B-HgS), com didmetros de
particula menores que 100 nm.

A partir disso, torna-se imprescindivel uma investigacdo das espécies
presentes tanto na fase oleosa como no sélido dos residuos de petréleo provindos de
tanque de armazenamento, para desenvolver estratégias de gerenciamentos destes

residuos na cadeia de processos da industria do petrdleo.

2.5 USO DE PLANEJAMENTO MULTIVARIADO PARA A OTIMIZACAO DE
EXPERIMENTOS

O uso de ferramentas quimiométricas para a otimizagdo multivariada de
experimentos tem sido frequentemente reportado (FAKHRI, 2008; SILVA et al. 2019;
UZUN; SAHAN, 2017). Nesse sentido, essas ferramentas permitem avaliar diferentes
fatores ou variaveis independentes, em diferentes niveis, simultaneamente,
fornecendo respostas acerca das interagdes entre todas as variaveis independentes
(BEZERRA et al. 2008).

Os planejamentos fatoriais, os quais sdao estudados em dois niveis, sao
normalmente aplicados no processo de triagem, para avaliar a significAncia dos
fatores sob investigacao. Esse tipo de planejamento de experimentos é representado
por uma fungado de primeira ordem. Por outro lado, quando o objetivo € proceder a
otimizacao dos experimentos utilizando superficie de resposta, modelos de segunda
ordem sao requeridos (FERREIRA et al. 2007).

A metodologia de superficie de resposta (RSM) é uma técnica multivariada
aplicada com muita eficiéncia para otimizagdo de experimentos. Esta técnica

compreende a aplicagdo de planejamentos experimentais com diferentes matrizes,
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escolhidas de acordo com a necessidade e o numero de fatores a serem avaliados. A
matriz de experimentos estd associada a um modelo matematico empirico,
caracterizado por uma curvatura que abrange o dominio experimental, representado
por uma funcdo matematica com coeficientes pré-definidos. Nesse caso, para
descrever o comportamento dos dados experimentais e avaliar se o modelo é valido
para as condicbes experimentais aplicadas, procede-se o ajuste da funcgéo
matematica aos valores experimentais obtidos para estimar os coeficientes ajustados
que modelam a superficie de resposta obtida. E relevante que, para a aplicacdo
eficiente da técnica RSM, sejam aplicadas matrizes de experimentos que garantam o
ajuste de uma fungdo de segunda ordem. Portanto, os fatores devem ser estudados
em no minimo trés niveis para que os dados experimentais se ajustem ao modelo
quadratico e descrevam corretamente o comportamento dos dados experimentais.
Para isso, normalmente se empregam os planejamentos Box-Behnken, Doehlert e
composto central. Dentre estes, os planejamentos de experimentos Box-Behnken e
Doehlert sdo os mais usados, permitindo a avaliacido de dois ou mais fatores em no
minimo trés niveis, favorecendo a modelagem com curvatura (BEZERRA et al. 2008).

Fundamentalmente, os modelos empiricos sao representados pela funcéo de
segunda ordem, mostrada na Equacgao 3, na qual y é a resposta, x; sao os fatores, k

€ o numero de fatores, 5, € o termo constante, S;, f; e B;; séo os coeficientes do

parametro linear, quadratico e de interagao, respectivamente e ¢ € o residuo.
Y= Bo+ TiBixi+ T Buxli + e Bijxix; + € (3)

Para descrever o comportamento dos dados experimentais obtidos, ajustados
com a fungcdo matematica, utiliza-se a analise de variancia (ANOVA). Empregando
esta ferramenta estatistica, avalia-se a significancia dos fatores, a relacdo entre os
fatores e as respostas e o ajuste do modelo.

No que concerne a investigagao de multiplas respostas e a otimizagao de uma
condigdo de compromisso que satisfaga a todas, a funcado desejabilidade, pode ser
utilizada para maximizagao dos resultados. Essa fungdo permite calcular as
desejabilidades individuais das respostas de cada experimento, conferindo pesos de
0 para as respostas indesejaveis e 1 para as respostas desejaveis. A partir disso,
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calcula-se a desejabilidade global, definindo-se uma condi¢do adequada as respostas
avaliadas (PEREIRA FILHO, 2017, p 75).
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3 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo geral desenvolver e avaliar criticamente
estratégias de extragdo das espécies de mercurio em residuos oleosos de petréleo
para posterior fracionamento e analise de especia¢cado quimica, utilizando as técnicas
de espectrometria de fluorescéncia atbmica com geracéo de vapor frio (CV-AFS) e
cromatografia a liquido de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa com

plasma indutivamente acoplado (HPLC-ICP-MS), respectivamente.
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CAPITULO 1

4 FRACIONAMENTO DE MERCURIO EM RESIDUOS OLEOSOS DE PETROLEO
UTILIZANDO EXTRAGAO ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS

Neste capitulo, foram abordados os estudos preliminares relacionados a
extragdo de espécies inorganicas e organicas de Hg das amostras de residuos
oleosos utilizando aquecimento por micro-ondas para o fracionamento de mercurio.
Primeiramente, a conversdo de CHsHg* em Hg?* foi avaliada com as solugdes de
HNO3 e HCI, em diferentes concentragbes e poténcias de micro-ondas.
Simultaneamente, o efeito de permanganato de potassio e cloridrato de hidroxilamina
foram avaliados em relacdo a determinagdo de Hg?* por espectrometria de
fluorescéncia atémica com vapor frio (CV-AFS). Posteriormente, a adequag¢do do
método foi verificada pela analise de materiais certificados sob as condigcbes de
minima converséo de espécies CHsHg* em Hg?*. Os resultados apresentados neste
capitulo serviram como base para os estudos de fracionamento de mercurio

apresentados no Capitulo 2.
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4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Investigar a conversdo de CH3Hg* em Hg?* em processo de extragéo assistida

por micro-ondas utilizando solugdes de HNO3 e HCI.

> Avaliar o efeito de KMnO4 e NH2OH.HCI na determinagdo de Hg?* por CV-AFS.

» Verificar a adequacao dos métodos de extracao assistida por micro-ondas com
as solugdes de HNOs3 e HCI, utilizando amostras certificadas TORT-2 e DOLT-

4 com valores certificados para Hg total e CHzHg".

» Avaliar a extragdo das espécies inorganicas e organicas de Hg nas amostras

de residuos oleosos de petréleo utilizando extracio assistida por micro-ondas.
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4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Instrumentagao

As amostras foram pesadas em balanga analitica M 254Ai (Bel Engineering,
Mildo, Italia). Para a digestao e a extragao das espécies de Hg foi utilizado forno de
micro-ondas MLS 1200 (Mega, Milestone, Bergamo, Italia) com controle de poténcia
e tempo, com seis posi¢des para frascos de PTFE ou PFA. Uma centrifuga (Quimis,
Sé&o Paulo) foi utilizada para a centrifugacao dos extratos.

Para a determinagdo de Hg total e Hg?* por CV-AFS, um espectrémetro de
fluorescéncia atébmica com vapor frio Mercur Duo Plus (Analytik Jena, Jena,
Alemanha), utilizando uma Iampada de baixa pressédo de Hg, operado no comprimento
de onda de 253,7 nm e com detecgédo no angulo de 90°C com o feixe incidente, foi

utilizado.

4.2.2 Amostras e reagentes

Os materiais de referéncia certificados (CRM) TORT-2 hepatopancreas de
lagosta (National Research Council (NRC), Ottawa, Canada) e DOLT-4 figado de
peixe (NRC) com valores certificados para Hg total e CHsHg* foram utilizados para
avaliar a adequacgao do método de extragdo com aquecimento por micro-ondas. As
amostras de residuos oleosos de petréleo foram obtidas em parceria com a industria
de petréleo. Os reagentes utilizados para a digestdo e a extragao foram H202 30%
(Vetec, Rio de Janeiro), HNO3 65% e HCI 37% (Merck, Sdo Paulo). Os acidos foram
bidestilados abaixo do ponto de ebuligdo utilizando um sistema de quartzo (Kurner
Analysentechnik, Rosenheim, Alemanha) e a agua foi deionizada e purificada em um
sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA), para resistividade final de 18,2 MQ cm para
o preparo das solugdes.

Para a geracao do vapor atdbmico de mercurio, a solugao do agente redutor
SnCl2 3% (m/v), preparada a partir de SnCl2.2H20O (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Alemanha), em meio de HCI 0,36 mol L' e a solugdo de HCI 0,36 mol L' foram
utilizadas. As solugdes da amostra e dos reagentes (SnCl> e HCI), foram aspiradas
descontinuamente em um sistema em fluxo a uma vazdo de 8,0 mL min-' e 2,0 mL

min-!, respectivamente, e argénio com 99,997% de pureza (White Martins, Sdo Paulo)
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foi utilizado como gas carreador na vazao de 10 L h™'. Para a medig&o da concentragdo
de Hg?* nas amostras adicionou-se as solugbes de calibragio e da amostra diluida as
solugdes 0,05% (m/v) de KMnOs (Merck, Rio de Janeiro) e 0,025% (m/v) de
NH20H.HCI (Merck, Darmstadt, Alemanha) antes das medi¢des. A solugao padrao de
Hg?* foi preparada a partir de uma solugéo padrao de Hg (Specsol, S&o Paulo), a qual
foi utilizada para o preparo da curva de calibragéo na faixa de 0,05a 1 ugL"', ea
solugdo de CHszHg* a partir do cloreto de metilmercurio 95% (Alfa Aesar,
Massachusetts, EUA), preparado com cuidado rigoroso. Cabe destacar que o
metilmercurio € altamente toxico e seu preparo foi feito utilizando luvas e mascara
especiais para materiais téxicos, sendo manipulado em capela de exaustdo. O
descarte dos residuos foi feito em recipientes especiais para mercurio e os residuos
foram coletados pelo Departamento de Gestdo de Residuos Sdlidos da Universidade

Federal de Santa Catarina (UFSC) para tratamento apropriado.

4.2.3 Procedimento experimental

Para a investigacao das variaveis envolvidas na extragcao das espécies de Hg
utilizando extragao assistida por micro-ondas a concentragao da solucéo e a poténcia
de micro-ondas foram avaliadas. Inicialmente, para investigar o efeito indesejavel de
conversdo de CHsHg* em Hg?*, as solugbes de HNOs 4,0 mol L' (RAHMAN;
KINGSTON, 2005) ou HCI (em diferentes concentra¢des) foram avaliadas aplicando-
se diferentes poténcias de micro-ondas (100 a 700 W). Durante os experimentos, as
solugbes padrdao de CHsHg* na concentragdo de 100 pg L' foram submetidas a
irradiagdo com micro-ondas nas diferentes poténcias pelo periodo de 10 min,
utilizando-se 10 mL da solugao de acido. Este estudo foi feito para avaliar a maior
poténcia de irradiagdo que poderia ser utilizada na extracdo sem que ocorresse
conversdao de CHsHg* em Hg?*. Apds o programa de extragdo, as solugdes foram
diluidas para 1,0 ug L' de CHsHg" e analisadas por CV-AFS para a determinagao da
intensidade de fluorescéncia integrada da espécie Hg?*. Cabe destacar que por esta
técnica nao é possivel determinar a espécie CHsHg* diretamente; por isso, foi
monitorada a intensidade de Hg?* gerada pela conversdo de CHsHg* em Hg?*.
Adicionalmente, as solug¢des padrao foram analisadas com e sem a adicao de KMnOg4
e NH2OH.HCI. Para isso, durante a diluicdo da solucdo a ser analisada, apés
adicionar-se a aliquota do extrato no frasco de polipropileno, adicionou-se KMnO4
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0,05% (m/v) para estabilizar o Hg em solugdo na forma Hg?*. Em seguida, para
eliminar o excesso de KMnOs, adicionou-se NH2OH.HCI 0,025% (m/v), para
posteriormente promover a geragdo do vapor atémico a partir de Hg?* durante a
determinacao por CV-AFS. Cabe destacar que a solugao a ser analisada deve estar
em meio acido (em torno de 1%) para que a reagdo com KMnOs seja eficaz.

Apods a otimizagdo das condi¢cdes de extragdo, aproximadamente 0,1 g de
amostra foi adicionado nos frascos de PTFE do micro-ondas juntamente com 10 mL
de solugdo HNOs3 4,0 mol L' e submetida a extragdo com 400 W de poténcia ou
solugdo de HCI 1,0 mol L' e 300 W de poténcia, durante 10 min. Apds atingir
temperatura ambiente, as solucdes foram filtradas com filtros membrana de 0,45 pm
(Merck Millipore, Carrigtohill, Ireland) e diluidas, adicionando-se KMnO4 e NH.OH.HCI
antes da analise por CV-AFS.

Para proceder o balango de massa de Hg na amostra certificada TORT-2,
apos afiltragéo, os extratos das amostras foram digeridos por aquecimento com micro-
ondas adicionando-se 5,0 mL do extrato, 3,0 mL de HNO3z e 1,0 mL de H202, e
submetidos ao aquecimento em 250 W por 6 min, 400 W por 6 min, 600 W por 6 min
e 250 W por 6 min para avaliar, por diferenga, a concentragdo de espécies organicas
no extrato. O residuo de amostra do filtro também foi digerido por aquecimento com
micro-ondas utilizando 4,0 mL de HNOs3, 1,0 mL de HCl e 1,0 mL de H202, utilizando
0 mesmo programa de digestado, para determinar a quantidade de Hg nao extraido. O
CRM TORT-2 foi utilizado para verificar a adequag¢ao do método de extragao.

O fracionamento de mercurio foi feito a partir da medicdo da quantidade total
de mercurio nas amostras apos digestao assistida por micro-ondas e a aplicagao do
metodo de extragdo assistida por micro-ondas as mesmas amostras para a
determinagdo de mercurio inorganico (Hg?*). A fragao organica de Hg foi determinada
por diferenga entre a concentragcdo de Hg?* no extrato digerido e o Hg?* no extrato

nao-digerido.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.3.1 Avaliagao da conversio de CH;Hg* em Hg?* utilizando solugdes de HNO; e

HCI como extratoras

Solugdes de HNOs 4,0 mol L' e HCI em diferentes concentragdes foram
estudadas como meios extratores nas extragdes assistidas por micro-ondas. Para
isso, avaliou-se o efeito de conversdo de CHsHg* em Hg?* utilizando estas solugdes.
Inicialmente, solug¢des padrdo de CH3Hg* foram submetidas a irradiagdo com micro-
ondas em diferentes poténcias pelo periodo de 10 min, utilizando-se 10 mL da solugao
extratora. Este estudo foi feito para avaliar a maior poténcia de irradiagao que poderia
ser utilizada na extragdo sem que ocorresse conversao de CHsHg* em Hg?*.

Apos a extragdo, as solugdes foram analisadas por CV-AFS para a
determinagdo das intensidades de fluorescéncia integradas relacionadas a Hg?*. E
importante ressaltar que por esta técnica nao € possivel determinar a espécie CHsHg*
diretamente, por isso, foi monitorada a intensidade de Hg?* gerada pela conversao de
CHsHg* em Hg?*. Adicionalmente, as amostras foram analisadas com e sem a adigdo
de KMnO4 e NH>.OH.HCI para avaliar o efeito destes reagentes sobre a intensidade
de fluorescéncia nas medigdes de Hg?* por CV-AFS.

Para o estudo com a solugdo de HNOs, partiu-se de um valor referéncia da
literatura (RAHMAN; KINGSTON, 2005) fixando-se a concentragdo em 4,0 mol L
para o andamento dos experimentos. Segundo os autores, essa condigdo forneceu
melhor extragcdo e recuperagao das espécies de Hg das amostras de solos e
sedimentos, garantindo a estabilidade das espécies. A partir disso, variou-se apenas
a variavel poténcia de micro-ondas na faixa entre 110 e 700 W. As intensidades de
fluorescéncia integrada para Hg?* medidas nas solugdes de CHsHg* (1,0 ug L") sob

influéncia das poténcias aplicadas estdo mostradas na Figura 1.
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Figura 1. Intensidade de fluorescéncia integrada para Hg?* na solugédo contendo 1,0
ug L' de CHsHg* em diferentes poténcias de micro-ondas (110 a 700 W) por 10 min,
sem e com o0 uso de KMnO4 0,05% (m/v) e NH20OH.HCI 0,025% (m/v), utilizando
HNO3 4,0 mol L.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

A partir da Figura 1 pode-se inferir que com 0 aumento da poténcia de micro-
ondas ocorre um aumento das intensidades de Hg?* na solugdo de CHsHg" tanto
sem como com a adicdo de KMnOg. Este aumento foi mais acentuado em poténcias
superiores a 500 W. Isso indica que o aumento de temperatura decorrente da
irradiagdo com as micro-ondas esta sendo suficiente para romper a ligagao entre o
grupo metilico e o Hg, convertendo CHsHg* em Hg?* na solugédo de HNO3 4,0 mol L
1. Além disso, outro aspecto a ser discutido é o efeito do uso do KMnO4 nas medigdes
de Hg?*. Neste trabalho investigou-se o uso deste oxidante sobre a intensidade de
Hg?* ou conversdo de CH3Hg* em Hg?* nas medigdes por CV-AFS (Figura 1). E
relatado que mesmo apds o processo de extragado, o Hg inorganico pode estar ligado
a proteinas ou outras moléculas e ndo ser completamente reduzido a Hg® durante a
analise por CV-AFS (TAO; WILLIE; STURGEON, 1999). Em vista disso, o uso de um
oxidante em baixa concentragdo, pode auxiliar na estabilizagdo do Hg?* na solug3o.
Consequentemente, uma maior quantidade de Hg?* estara disponivel em solugdo
para a geragdo do vapor de HgP. Entretanto, a conversdo de CHsHg* em Hg?*
ocasionada pelo oxidante é indesejavel. Portanto, como pode ser visto na Figura 1,
os extratos foram analisados com e sem KMnOyg a fim de avaliar o efeito deste sobre
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a intensidade de Hg?* e verificar possivel conversido de CHsHg* em Hg?*. Na Figura
1 € mostrado que nas solugdes contendo KMnO4 houve um aumento da intensidade
de Hg?** em todas as condigbes de poténcias de micro-ondas avaliadas com a
solugdo de HNO3 4,0 mol L', comparado a solucdo sem adicdo de KMnOsa.
Aplicando-se teste t para 95% de confianga, foi observada diferenca significativa
entre os valores de intensidade de fluorescéncia integrada de Hg?*, com e sem o uso
de KMnOyg4, nos estudos de poténcias entre 110 e 500 W. Por outro lado, ndo houve
diferenca significativa entre os valores de intensidade de fluorescéncia de Hg?* nos
estudos de poténcia de 600 e 700 W. O aumento de intensidade de Hg?* é evidente
em todas as solugdes contendo KMnO4 (Figura 1) e pode ser decorrente da
conversédo parcial de CHsHg* em Hg?*. Além disso, a solugdo do branco analisado
com KMnO4 apresentou intensidade de fluorescéncia de Hg?* superior (0,01) a
intensidade para a solugao do branco sem a adigcdo de KMnO4 (0,001). Isso sugere
que além de o uso de KMnO. promover conversdo parcial de CHsHg* em Hg?*,
ocorre aumento dos valores de intensidade nas solugdes do branco. Cabe destacar
que os valores de intensidade das solucbes do branco foram descontados das
respectivas intensidades das solug¢des analisadas (Fig. 1). Apesar disso, a provavel
conversdo de CHsHg* em Hg?* é supostamente baixa em comparagido a
concentragdo de CHsHg* em solugado (1,0 ug L") (Fig. 1).

A fim de verificar o efeito do uso de KMnO4 e das poténcias de MW sobre a
intensidade da espécie inorganica (Hg?*) (Figura 2), solugdes de 100 ug L' de Hg?*
foram adicionadas nos frascos de PTFE e submetidas as diferentes poténcias de
micro-ondas com solugdo de HNO3 4,0 mol L. Posteriormente, as solugdes foram
diluidas para 0,5 ug L' de Hg?* e analisadas sem e com adigdo de KMnQO4 e
NH20OH.HCI.
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Figura 2. Intensidade de fluorescéncia integrada para Hg?* na solugédo contendo 0,5
ug L' de Hg?* em diferentes poténcias de micro-ondas (110 a 700 W) por 10 min,
sem e com o0 uso de KMnO4 0,05% (m/v) e NH20OH.HCI 0,025% (m/v), utilizando
HNO3 4,0 mol L.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

E esperado que, mesmo com a aplicagdo de diferentes poténcias de MW,
ndo ocorra variagao na intensidade de fluorescéncia de Hg?* em vista da improvavel
conversao desta espécie em outra, no meio avaliado.

Em relagdo a estabilidade de Hg?* nas medigdes por CV-AFS, as solugbes
sem o uso de KMnO4 mostraram um aumento gradual com o aumento da poténcia
de micro-ondas (Fig. 2). Em contrapartida, exceto para a solugao submetida a
poténcia de 110 W, as solugdes contendo KMnO4 submetidas as poténcias de 200 a
700 W alcangcaram um patamar. Isso sugere que o uso de KMnO4 favoreceu a
estabilizagdo do Hg?* em solugdo e a geragdo quantitativa do vapor de Hg® a partir
de Hg?* aumentando a intensidade. A diferenca estatistica entre os valores de
intensidade de fluorescéncia de Hg?* sem e com o uso de KMnO4 também foi
avaliada aplicando teste t com 95% de confianga. Observou-se que, assim como
para as intensidades de Hg?* na solugédo de 1,0 yg L' de CHsHg*, houve diferenca
significativa para as solucbées submetidas entre as poténcias de 110 e 500 W. Porém,
para as solucbes submetidas as poténcias de 600 e 700 W nao foi observada
diferenga significativa entre as intensidades de Hg?* nas solugbes sem e com
KMnOa.
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Sob estas circunstancias, a poténcia de 400 W foi selecionada para a
continuacdo dos estudos de extracdo das espécies de Hg por ndo resultar em
conversao evidente de CHzHg* com o meio de HNO3 4,0 mol L-'. Além disso, optou-
se por utilizar KMnO4 0,05% (m/v) e NH2OH.HCI 0,025% (m/v) nas analises por CV-
AFS por auxiliar na estabilidade de Hg?* em solug&o.

Para o estudo do método de extracdo assistida por micro-ondas utilizando
HCI, avaliaram-se diferentes concentragdes de HCI (1,0 a 6,0 mol L-') e poténcias de
micro-ondas (100 a 500 W). Neste caso, o efeito do uso de KMnO4 também foi
avaliado, assim como a conversdo da espécie CHsHg* em Hg?*. As intensidades de
fluorescéncia integrada para Hg?* nas solugées de CHsHg* 1,0 ug L' estdo mostradas

na Figura 3.

Figura 3. Intensidades de fluorescéncia integrada para Hg?* na solugdo contendo 1,0
ug L' de CHsHg", sem e com o uso de KMnO4 0,05% (m/v) e NH2OH.HCI 0,025%
(m/v), em a) diferentes concentragées de HCI (1,0 — 6,0 mol L") irradiadas na
poténcia de 200 W por 10 min, e b) em diferentes poténcias de micro-ondas (100 a
500 W) por 10 min na solugdo de HCI 1 mol L' (escolhida a partir de “a)”).
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

O efeito da concentragdo de HCI sobre a conversao de CHsHg* (Fig. 3a) foi
avaliado aplicando-se poténcia de 200 W por 10 min sobre as solugdes de CHsHg*
1,0 yg L. Nota-se na Figura 3a, que o uso de KMnO4 e NH2OH.HCI durante as
analises resultou em aumento sutil da intensidade de fluorescéncia nas diferentes
concentragdes. A diferenca entre as intensidades sem e com KMnO4 parece ser
atenuada ainda mais em concentragdes acima de 4,0 mol L' (Fig 3a).

No que concerne a conversio de CHszHg* em Hg?*, em concentragdes de HCI
superiores a 2,0 mol L' este efeito ja € observado (Fig 3a). Por isso, optou-se pelo
uso da solugdo de HCI 1,0 mol L' para a avaliar uma faixa mais ampla de poténcias
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de micro-ondas, visto que estas variaveis influenciam fortemente a conversao de
CHsHg".

Para investigar a conversdo de CH3sHg* em Hg?* em diferentes poténcias de
micro-ondas com a solugdo de HCI 1,0 mol L' (Fig. 3b), condigdes entre 100 e 500 W
foram avaliadas. As intensidades de fluorescéncia de Hg?* sem e com o uso de KMnQO4
e NH20OH.HCI obtidas nas diferentes poténcias aplicadas estdo mostradas na Figura
3b. Pode-se observar que em poténcias superiores a 300 W (Fig. 3b), CHsHg* é
convertido em Hg?* devido ao aumento da temperatura do sistema causado pelas
micro-ondas, promovendo o rompimento das ligagdes do CHsHg*. A partir deste
estudo, a condigdo de 300 W foi escolhida para a extragdo das espécies de Hg
utilizando a solugao de HCI 1,0 mol L.

Na Fig. 3b, novamente, as solu¢des analisadas na presenga de KMnO4 e
NH2OH.HCI apresentaram um aumento da intensidade de fluorescéncia integrada
possivelmente devido a conversdo de uma fragdo de CHsHg* em Hg?*. Apesar de
existir diferencga significativa entre os valores de intensidade de fluorescéncia de Hg?*
na solucdo de CH3Hg* sem e com a presenga de KMnOs (Fig. 3b), aplicando-se teste
t para 95% de confianga, essa diferenga de intensidade ainda é bastante reduzida,
sugerindo baixa conversdo de CHsHg".

Para avaliar o efeito do uso de KMnO4 sobre a sensibilidade de Hg?* em
solugéo de HCI 1,0 mol L aplicando-se poténcias entre 100 e 500 W, solugdes de
100 yg L' de Hg?* foram adicionadas nos frascos de PTFE e submetidas ao
aquecimento por micro-ondas. Posteriormente, as solug¢des foram diluidas para 0,5

ug L' de Hg?* e analisadas sem e com KMnO4 e NH2OH.HCI (Figura 4).
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Figura 4. Intensidade de fluorescéncia integrada para Hg?* na solugédo contendo 0,5
ug L' de Hg?* em diferentes poténcias de micro-ondas (100 a 500 W) por 10 min,
sem e com o uso de KMnO40,05% (m/v) e NH20H.HCI 0,025% (m/v), utilizando HCI
1,0 mol L.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Observa-se, na Fig. 4, que as solugdes de Hg?* analisadas sem e com o uso
de KMnO4 ndo apresentaram diferenga significativa entre os valores de intensidade
de Hg?*, ao contrario do que foi observado para a solugdo com HNO3 4,0 mol L' (Fig.
2). Isso sugere que a solugdo de HCI é suficiente para estabilizar o Hg?>* em solugao,
sem a necessidade do uso de KMnOg para auxiliar neste processo.

O tempo de extragao utilizado neste trabalho (10 min), mostrou-se suficiente
para a extragcdo das espeécies de Hg nas condi¢gdes experimentais utilizadas por
(RAHMAN; KINGSTON, 2005) para amostras de solo e sedimentos. Por esse motivo,
o tempo de extracédo nao foi avaliado mais especificamente neste trabalho.

A partir dos estudos preliminares supracitados sobre os efeitos de conversao
de CHs3Hg* e do uso de KMnO4 e NH2OH.HCI nas analises, foram avaliadas duas
estratégias para a extracao das fracbes de Hg em residuos oleosos de petréleo:

1) Extracdo assistida por micro-ondas utilizando 10 mL da solu¢ao HNO3 4,0 mol
L' na poténcia de 400 W por 10 min, utilizando KMnO4 0,05% (m/v) e
NH20H.HCI 0,025% (m/v) na analise por CV-AFS; e
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2) Extracdo assistida por micro-ondas utilizando 10 mL da solugdo HCI 1,0 mol
L' na poténcia de 300 W por 10 min e KMnO4 0,05% (m/v) e NH2OH.HCI

0,025% (m/v) durante a analise.

4.3.2 Avaliagao da adequacao dos meios extratores

Ap0ds a definicao das condi¢des de extracao assistida por micro-ondas, fez-se
a digestao (para determinagédo de Hg total) e as extragcbes (para determinacdo de
Hg?*) dos CRMs figado de peixe (DOLT-4) e hepatopancreas de lagosta (TORT-2).
Estes CRMs apresentam valores certificados para Hg total e para CH3Hg*. E evidente
que estas amostras ndo possuem semelhanca com residuos oleosos, mas esta
estratégia foi empregada apenas para verificar se seria possivel quantificar Hg?* e
CHsHg* de maneira coerente com os valores certificados sob as diferentes estratégias
de extragdo. Nesse caso, para estimar a concentragao de Hg inorganico nas amostras
certificadas, subtraiu-se o valor do Hg total pelo valor do CHsHg".

Os valores de Hg total e inorganico medidos apds o preparo das amostras

com os métodos de digestao e extragdo estdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores obtidos para o fracionamento de Hg nos CRMs DOLT-4 e TORT-

2, apos digestao e extragdo em HNO3 4,0 mol L' na poténcia de 400 W ou HCI 1,0

mol L' na poténcia de 300 W, utilizando KMnO4 0,05% (m/v) + NH.OH.HCI 0,025%
(m/v). (n=2)

Extragdo HNO3 Extragao HCI

Hg total Hg total Hg?*
9 9 9 4 mol L 1 mol L

CRM Certificado Medido Certificado

Hg** medido  Concor. Hg* medido Concor.

k -1 k -1 k -1)a
(mgkg?’) (mgkg') (mgkg’) (mg kg) (%) (mg kg™) (%)

DOLT-4 2,58 +0,22 N.D. 1,25+0,25 1,21 £0,01 97 N.D. N.D.

TORT-2 0,27+0,01 0,25+0,01 0,118+0,06 0,125+ 0,062 106 0,015+ 0,004 13

Fonte: elaborado pela autora (2019)
N.D. (ndo determinado)
Valores certificados TORT-2: CHsHg*: 0,152 + 0,013 (mg kg™")
Valores certificados DOLT-4: CHsHg*: 1,33 + 0,12 (mg kg™")
aHg?* (inorganico) estimado por diferenga entre Hg total e CHsHg* (mg kg™)

Como pode ser observado na Tabela 3, as concentragdes de Hg?* obtidas na
extragdgo com HNOs; 4,0 mol L' com as duas amostras certificadas foram
concordantes com os valores certificados. Entretanto, utilizando a solugdo extratora
HCI 1,0 mol L', obteve-se valor de concordancia insatisfatorio para a amostra TORT-
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2. Estudos mais detalhados estdo mostrados a seguir para avaliar este efeito, porém,
acredita-se que a solucado de HCI nesta concentracdo ndo tenha sido suficiente para
extrair o Hg inorganico da matriz da amostra. Adicionalmente, o processo de extracéo
com HCI 1,0 mol L' ndo foi aplicado a amostra DOLT-4 devido a quantidade

insuficiente de amostra disponivel no laboratério para esta investigagao.

4.3.3 Investigacio da extragdo das espécies de Hg utilizando HCI 1,0 mol L

Com o intuito de investigar os motivos que levaram a aparente baixa extragao
de Hg?* utilizando HCI 1,0 mol L', a amostra certificada TORT-2 foi submetida a
extracdo em poténcias de 100, 200 e 300 W. Os extratos foram filtrados e a fase
liquida foi analisada por CV-AFS para a determinagdo de Hg?* nas condigdes descritas
anteriormente. Para verificar o balango de massa para Hg, procedeu-se também a
digestdo do extrato filtrado para avaliar a presenca de espécies extraidas
concomitantemente ao Hg?*, ndo detectaveis por CV-AFS. A partir disso, foi possivel
determinar o Hg total no extrato. Subtraindo a concentragdo de Hg total do extrato
digerido pela concentragdo de Hg?* determinada no extrato néo digerido, estimou-se
a concentracédo de CHsHg". O filtro contendo o residuo também foi digerido para
verificar a quantidade de Hg remanescente no residuo solido da amostra. As
concentragdes de Hg inorganico (Hg?*) e a concentragdo estimada para Hg organico

CHsHg" estdo mostradas na Tabela 4 (n=3).

Tabela 4. Concentragdes de Hg obtidas por CV-AFS apds extracao (utilizando HCI
1,0 mol L") e digestdo do extrato e do residuo da amostra certificada (TORT-2).

R Hg Hg Hg total R
R Hg inorganico i *Hg orgénico
Poténcia extrato filtrado Soélido (extrato
extrato filtrado extrato filtrado
(W) . digerido digerido filtrado + .
(mg kg"') ., . - (mg kg™)

(mg kg™) (mg kg™) solido)

100 0,009 + 0,003 0,141 +0,019 0,119 £ 0,006 0,260 0,132

200 0,009 + 0,002 0,144 + 0,008 0,113 £ 0,006 0,257 0,135

300 0,037 + 0,003 0,184 + 0,021 0,073 + 0,001 0,257 0,147

Fonte: elaborado pela autora (2019)
*Valor estimado por diferenca.
Valores certificados TORT-2:
Hg total: 0,27 + 0,06 (mg kg™)
CHsHg*: 0,152 + 0,013 (mg kg™")
Hg inorg.: 0,118 + 0,060 (mg kg™)
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Como pode ser observado na Tabela 4, a concentragdo de Hg?* no extrato é
consideravelmente reduzida, indicando que a extracéo para esta espécie com solugao
de HCI é ineficaz. Por outro lado, observa-se uma concentragédo superior de Hg no
extrato digerido. Assume-se que esta concentracéo seja referente a fragdo organica
de Hg (essencialmente CH3Hg") extraida, estimada pela diferenga entre o valor de Hg
total do extrato digerido e o valor de Hg?* do extrato ndo digerido. Com o aumento da
poténcia, pode-se observar que a concentragdo de Hg organico estimada alcanca
valores muito préximos ao valor certificado para CHsHg® na amostra TORT-2,
utilizando a poténcia de 300 W. Conclui-se, a partir desses dados, que a solugao de
HCI é relativamente mais eficaz para a extracdo de CHsHg*, mas relativamente
ineficaz para a extragdo de Hg?*. Sob essas condigbes, assume-se que a extragao
conduzida com solugao de HCI é inadequada para o propdsito de uma analise de
fracionamento quimico para Hg, algo potencialmente extensivel a amostras de

residuos oleosos.

4.3.4 Avaliagdo da extracdo de Hg?* nas amostras de residuos oleosos

empregando solugdo de HNO; 4,0 mol L™

As amostras de residuos oleosos de petréleo foram submetidas ao processo
de digestdo assistida por micro-ondas para a determinacdo de Hg total e
posteriormente a extragdo com HNOs 4,0 mol L' para a determinagédo da fragéo
inorganica por CV-AFS. As concentragdes correspondentes a fragdo “organica” ou a
fracdo nao-extraivel foram estimadas por diferenga entre a concentracéo de Hg total
e a concentragdo de Hg inorganico. As concentragdes obtidas estdo mostradas na
Tabela 5.
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Tabela 5. Concentracdes de Hg obtidas por CV-AFS apos digestao (Hg total) e
extragdo com HNO3 4,0 mol L' (Hg inorganico) em amostras de residuos oleosos.

(n=3)
Total Fracao inorganica *Fragdo
Extraca organica +
; 5 xtragao nao-extraivel
Digestao HNO; 4,0 mol L"
Hg total 2+ ;
Amostra  medido T;I)) H?m;f;.=?o ?.;I)D (mg kg™)
(mg kg™
1 649 + 13 2,0 60,8+ 1,3 2,1 588 + 13
2 466 + 10 2,2 529+2,.2 4,2 413 +£10
3 671+ 11 1,6 80,5+6,0 7.4 590 + 13
4 689+ 9 1,3 203,1+£8,7 4,3 486 + 13

Fonte: elaborado pela autora (2019)
*Valor estimado por diferencga.

Como pode ser visto na Tabela 5, apenas de 9 a 29% do Hg total das amostras
de residuos oleosos de petroleo foi extraido e determinado como Hg?* (inorgénico)
utilizando a solugdo de HNO3 4,0 mol L. A frag&o “organica” e ndo-extraivel, estimada
por diferencga, pode ser, ndo exatamente espécies organicas de Hg, mas sim, espécies
qgue nao sao facilmente extraiveis em meio aquoso.

Cabe destacar que, apesar da extracédo ter permitido obter concentragbes
concordantes com as certificadas para amostras de tecido animal (Tabela 3), ndo ha
uma garantia de que este método seja eficaz para a extragao de espécies inorganicas
nas amostras de residuos oleosos. A auséncia de CRMs para este tipo de amostra e
de protocolos de fracionamento oficiais e especificos dificulta sobremaneira a
avaliagao da exatidao para este tipo de aplicagao.

Os resultados relativos a aplicacdo do método de extragao assistida por micro-
ondas forneceram informagdes relevantes quanto ao comportamento das espécies
com as solugdes avaliadas. Entretanto, existem fatores relacionados a extragao
assistida por micro-ondas que nio sao passiveis de serem monitorados devido a uma
limitacdo do instrumento utilizado. Nesse contexto, optou-se por utilizar outro método
para otimizar a extracido das espécies de Hg das amostras de residuos oleosos de
petroleo, o qual fornecesse a afericdo da temperatura do sistema durante o processo
de extragdao. Dessa forma, o método de extracdo com aquecimento convectivo foi
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empregado para a a continuagao dos estudos de fracionamento de Hg em amostras

de residuos oleosos de petroleo, mostrados no Capitulo 2.

4.4 CONCLUSOES PARCIAIS

Os estudos sobre fracionamento de Hg utilizando extragdo asisistida por
micro-ondas s&o ainda preliminares. As primeiras observacdes evidenciaram que
HNO3 tem maior eficacia para a extragdo de Hg?* em amostra TORT-2, enquanto o
uso de HCI parece ser mais eficaz para a extragdo de CHsHg*. No que concerne a
determinagao de Hg?* por CV-AFS, o uso de KMnO4 e NH2OH.HCI parece favorecer
a estabilizagdo das espécies de Hg?* em solugao, e, consequentemente, a quantitativa
geracgao de vapor atdmico. Os estudos possibilitaram uma primeira aproximacgao sobre
a concentragdo de Hg?* extraivel nas amostras de residuos oleosos de petroleo.
Entretanto, é prudente afirmar que um aperfeicoamento nestes estudos € necessario
para avaliar outras variaveis envolvidas com a conversao e extracao das espécies de
Hg, como a temperatura. Para isso, o método de extragcdo com aquecimento
convectivo foi utilizado para a continuagao dos estudos de fracionamento de Hg nas

amostras de residuos oleosos de petroleo.
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CAPITULO 2

5 FRACIONAMENTO DE MERCURIO EM RESIDUOS OLEOSOS DE PETROLEO
UTILIZANDO EXTRAGAO COM AQUECIMENTO CONVECTIVO

Neste capitulo, foram abordados os estudos relacionados a extracdo das
fragcbes inorgénicas e orgénicas de Hg das amostras de residuos oleosos de petrdleo
utilizando aquecimento convectivo. A otimizagdo das condicbes experimentais para a
extragdo das espécies de Hg foi realizada por planejamento multivariado. Nesse
contexto, os fatores massa de amostra, volume de solugdo, temperatura, tipo e
concentragdo da solugdo e tempo de extragdo foram investigados aplicando matriz
Doehlert e Box-Behnken. O fracionamento de Hg nas amostras foi realizado pela
determinagéo seletiva de Hg?* utilizando a técnica de espectrometria de fluorescéncia
atébmica com vapor frio (CV-AFS). A técnica de HPLC-ICP-MS foi utilizado para a

comparagéo dos resultados obtidos apos a extragdo com aquecimento convectivo.
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5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Investigar a conversdo de CHsHg* em Hg?* em processo de extragdo com

aquecimento convectivo.

» Avaliar o efeito da concentragdo de solugdo extratora (HNOs e HCI),

temperatura e tempo de extracao utilizando otimizagdo multivariada.

» Avaliar, durante a otimizagdo das condicdes de extracdo, a conversao de
CHsHg* em Hg?*, a extragéo de Hg?* e Hg organico e as recuperagdes de Hg?*
e CHsHg", a fim de obter um método com baixa conversao de CH3Hg* e maxima

extracao e recuperacao.

» Determinar parametros de mérito e verificar a exatiddo do método de extragéo
com aquecimento convectivo por meio de testes de adicao e recuperacido nas
amostras avaliadas e comparacao dos resultados quantitativos obtidos por CV-
AFS com os resultados obtidos por HPLC-ICP-MS.
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5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Instrumentacao

As amostras foram pesadas em balanga analitica M 254Ai (Bel Engineering,
Mil&o, Italia). Para a digestdo das amostras e dos extratos foi utilizado forno de micro-
ondas MLS 1200 Mega (Milestone, Bergamo, Italia) com controle de poténcia e tempo,
com seis posigdes para frascos de PTFE ou PFA. Uma centrifuga (Quimis, Sdo Paulo)
foi utilizada para a centrifugacéo dos extratos. Para otimizagado do método de extragéo
das espécies de Hg utilizando aquecimento convectivo, um bloco digestor TE 005/50
(Tecnal, Sdo Paulo) com controle de temperatura de 50 °C até 450 °C, contendo
posicao para 15 frascos de PTFE/PFA de 40 mL com tampas rosqueaveis foi utilizado.
A temperatura interna do frasco durante o processo de extracéo foi monitorada através
de um termémetro (Incoterm, Porto Alegre) inserido em um dos frascos de PTFE/PFA,
selado e posicionado na posi¢ao central do bloco digestor. Para homogeneizagao e
enriquecimento da amostra de borra oleosa foi utilizado um agitador mecanico digital
RW 20 (lka, Sao Paulo), operado a 300 rpm.

Para a determinagdo de Hg total e Hg?* por CV-AFS, um espectrémetro de
fluorescéncia atébmica com vapor frio Mercur Duo Plus (Analytik Jena, Jena,
Alemanha), utilizando uma Ilampada de baixa pressao de Hg, operado no comprimento
de onda de 253,7 nm e com detecgédo no angulo de 90°C com o feixe incidente, foi
utilizado. Para comparagao dos resultados obtidos por CV-AFS, um HPLC Flexar
(Perkin Elmer, Massachusetts, USA) controlado pelo software Chromera®, operado
com bomba quaternaria para mistura de solventes, equipado com coluna C1g (Perkin
Elmer, 150 x 4,6 mm, 5 ym), com tolerancia de pH de 2,5-7,5, foi acoplado offline ao
ICP-MS Elan 6000 (Perkin EImer-SCIEX, Thornhill, Canada). O eluato proveniente da
coluna foi inserido diretamente em um nebulizador pneumatico concéntrico de vidro
(Meinhard, Colorado, EUA) acoplado a uma camara de nebulizagao ciclénica de vidro,
utilizando um tubo de PTFE. Para verificagcdo do pH das solu¢cdes analisadas por
HPLC foi utilizado o pHmetro Q-400A (Quimis, Sao Paulo). As condigbes de operagao

do instrumento de HPLC-ICP-MS estdao mostradas na Tabela 6.
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Table 6. Parametros e condi¢gdes usadas para analise de especiagao quimica de Hg
por HPLC-ICP-MS.

Parametro Valor
ICP-MS
Nebulizador Meinhard concéntrico
Vazio de gas (Ar, L min™)
Gas nebulizador 1,08
Poténcia de Radiofrequéncia (W) 1200
Detector
Estagio analogico (V) -1825
Estagio de pulso (V) 1200
Modo Scanning
Dwell time (ms) 50
Isétopo monitorado 202Hg
HPLC
Coluna C1s Perkin Elmer (150 x 4,6 mm, 5 um)
8% metanol
Fase moével 92% H20 (0,12% L-cisteina (m/v) + 0,01
mol L acetato de amonio)?
Modo Isocratico
Vazao (mL min™) 0,8
Volume de injecdo (uL) 20

Fonte: elaborado pela autora (2019)
aLIU et al. 2018.

5.2.2 Amostras e reagentes

As amostras de residuos oleosos de petréleo foram obtidas em parceria com
a industria de petréleo. Os reagentes utilizados para a digestdo e a extragao foram
H202 30% (Vetec, Rio de Janeiro), HNO3 65% e HCI 37% (Merck, Sdo Paulo). Os
acidos foram bidestilados abaixo do ponto de ebulicdo utilizando um sistema de
quartzo (Kurner Analysentechnik, Rosenheim, Alemanha) e a agua foi deionizada e
purificada em um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA), para resistividade final de
18,2 MQ cm para o preparo das solugdes.

Para a geracao do vapor atdbmico de mercurio, a solugao do agente redutor
SnCl2 3% (m/v), preparada a partir de SnCl2.2H20O (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Alemanha), em meio de HCI 0,36 mol L' e a solugdo de HCI 0,36 mol L' foram
utilizadas. As solugdes da amostra e dos reagentes (SnCl. e HCI) foram aspiradas
descontinuamente em um sistema em fluxo a uma vazdo de 8,0 mL min-' e 2,0 mL
min-', respectivamente, e argdonio com 99,997% de pureza (White Martins, Sao Paulo)
foi utilizado como gas carreador na vazao de 10 L h-'. Para a medig&o da concentragao
de Hg?* adicionou-se as solugdes de calibracdo e das amostras, as solugdes 0,05%
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(m/v) de KMnO4 (Merck, Rio de Janeiro) e 0,025% (m/v) de NH2OH.HCI (Merck,
Darmstadt, Alemanha) antes das medigdes. Para compor as solugdes empregadas na
técnica de HPLC, metanol (Applichem, Darmstadt, Alemanha), CH3COONH,4 (Carlo
Erba, Mildo, Italia), cloridrato de L-cisteina (Fluka, Neu-Ulm, Alemanha) e NaOH
(Neon, S&o Paulo) foram utilizados. A solugéo padriao de Hg?* foi preparada a partir
de uma solugdo padrao de Hg (Specsol, Sdo Paulo) e a solugdo de CHzHg" a partir
do cloreto de metilmercurio 95% (Alfa Aesar, Massachusetts, EUA), preparado com
cuidado rigoroso devido a sua alta toxicidade. Cabe destacar que o metilmercurio &
altamente téxico e o preparo de solucdes foi feito utilizando luvas e mascaras
especiais para materiais toxicos, sendo manipulado em capela de exaustdo. O
descarte dos residuos foi feito em recipientes especiais para mercurio e os residuos
foram coletados pelo Departamento de Gestdo de Residuos Sdélidos da UFSC para

descarte apropriado.

5.2.3 Procedimento experimental

5.2.3.1 Avaliacdo do método de extracdo com aquecimento convectivo para
fracionamento de mercurio em amostras de residuos oleosos de petréleo empregando

otimizagdo multivariada

Os fatores massa de amostra, volume de solugdo, temperatura, tipo e
concentragdo da solucdo e tempo de extracdo foram investigados aplicando
planejamento multivariado (Doehlert e Box-Behnken) para promover, através da
técnica de metodologia de superficie de resposta (RSM), a inspecgao visual das
superficies de resposta e identificar a melhor condigao para a extracdo das espécies
inorganicas e organicas de Hg com minima conversao durante a extragao. O software
Statistica® 13.0 (Statsoft, Tulsa, EUA) foi utilizado para a projegao das superficies de

resposta e analise de dados apds execugao dos grupos de experimentos.
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5.2.3.1.1 Otimizac&o dos fatores massa de amostra e volume de solucdo extratora

aplicando planejamento Doehlert

Primeiramente, a otimizagdo da massa de amostra e do volume de solugao
foi realizada pela aplicagdo de um planejamento com matriz Doehlert considerando
dois fatores (massa e volume), sendo estudados cinco niveis para o fator volume
(volumes de 5,0, 12,5, 20,0, 27,5 e 35,0 mL) e trés niveis para o fator massa de
amostra (50, 100 e 150 mg) que compuseram sete experimentos efetuados em
duplicata. Para estes experimentos, a condi¢cbes utilizadas para a extracido das
espécies de Hg da amostra de borra foram: temperatura do bloco digestor de 80 °C,
HNO34,0 mol L' e tempo de extracao de 10 min. Estas condigdes foram selecionadas
por resultarem em baixa conversdo de CHsHg" nos estudos iniciais de otimizagdo do

método.

5.2.3.1.2 Otimizagao dos fatores temperatura, [HNO3] ou [HCI] e tempo de extracéo

aplicando planejamento Box-Behnken

Os fatores temperatura do bloco digestor, concentragao da solugéo e tempo
de extragcao foram otimizados utilizando planejamento Box-Behnken. Neste caso, as
solugdes acidas de HNO3z ou HCI foram avaliadas como meios extratores. Nos
planejamentos, trés fatores e trés niveis por fator foram investigados: temperatura (50,
70 e 90 °C), concentragdo de HNO3 ([HNO3]) (0,0, 4,0 e 8,0 mol L") ou concentragéo
de HCI ([HCI]) (0,0, 1,0 e 2,0 mol L") e tempo de extragao (5, 10, 15 min), resultando
em 15 experimentos para cada meio extrator, feitos em duplicata. No decorrer dos
experimentos de otimizagao foram avaliadas a extragédo de Hg?* e da fragdo organica
de Hg, a conversdo de CHsHg* em Hg?* e as recuperagdes de Hg?* e CHsHg*. A
conversao de CHsHg"® foi monitorada tanto em solugdo padrdao em meio aquoso
quanto na amostra de borra oleosa no decorrer dos experimentos. Para os estudos
de otimizacdo, a mesma amostra foi dividida em trés fragcdes: uma delas permaneceu
sem enriquecimento, enquanto as outras duas fragées foram enriquecidas com 20,0
mg kg de Hg?* ou CH3Hg*. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas com
agitagdo mecanica por 60 min a 300 rpm e armazenadas sob refrigeragéo (4 °C) por
até 4 dias. Subsequentemente, as amostras de borra oleosa sem e com
enriquecimento de 20,0 mg kg™! de Hg?* ou CH3Hg* foram submetidas a extragdo com
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aquecimento convectivo para a determinagdo de Hg?* no extrato filtrado. O solido
resultante da filtragdo do extrato foi digerido para verificar a fragdo de Hg nao extraido
e o extrato filtrado também foi digerido para verificar a fragdo organica de Hg extraida
juntamente com o Hg?*. Para a avaliagdo da conversdo de CHsHg* em Hg?* na
solugdo padrdo, uma solugdo composta por 100 ug L' de CHsHg* foi submetida as
condigdes dos experimentos supracitados, e diluida para a concentragédo de 1,0 ug L-
! para a determinagao de Hg?* resultante da conversao.

E importante destacar que apenas Hg?* em solugdo pode ser diretamente
determinado por CV-AFS. Em vista disso, devido a limitagdo da técnica para
determinacao de espécies organicas como por exemplo CH3Hg*, os mesmos extratos
analisados por CV-AFS para a determinacdao de Hg inorganico foram digeridos por
aquecimento com micro-ondas. Dessa forma, a digestdo do extrato fornece a
informacgéo do contetido total de Hg presente na solugéo do extrato, incluindo Hg?*
(inorganico) e outras espécies de Hg (tais como espécies organicas de Hg). Isto posto,
para definir o conteudo de Hg “organico” extraido pelo método otimizado, a
concentragédo de Hg?* determinada no extrato digerido foi subtraida da concentragéo
de Hg?* determinada no extrato ndo-digerido. A recuperagédo para Hg?* foi calculada
pela diferenga entre a concentragédo de Hg?* determinado na amostra enriquecida e a
concentragdo de Hg?* naturalmente extraido da amostra. A recuperagéo de CHsHg*
foi calculada pela diferenga entre a concentragdo de Hg?* determinado no extrato
digerido da amostra enriquecida com CH3sHg* e a concentracdo de Hg?* medido no

extrato digerido da amostra sem enriquecimento.

5.2.3.2 Digestéo da amostra de residuo de petroleo para a determinagéo de Hg total

Para a determinagdo de Hg total nas amostras, aliquotas contendo
aproximadamente 0,1 g de borra oleosa foram digeridas em forno de micro-ondas
utilizando 6,0 mL de HNO3, 1,0 mL de HCI e 1,0 ml de H20.. Apds a adicdo dos
reagentes, os frascos contendo as amostras permaneceram a temperatura ambiente
por uma hora antes da aplicagdo do programa de aquecimento nas seguintes
condicdes: 250 W por 4 min, 400 W por 4 min, 650 W por 3 min e 250 W por 4 min.
As amostras digeridas foram resfriadas até temperatura ambiente e diluidas para

volume final de 30 mL com agua deionizada.
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5.2.3.3 Extracdo das espécies de Hg das amostras de residuos oleosos de petroleo

com aquecimento convectivo para posterior fracionamento

Trés amostras de borra oleosa com diferentes composi¢des de agua, oleo e
sélidos foram utilizadas para a quantificagado da fragao inorganica, organica e a fragao
nao extraivel de Hg pelo método otimizado. Cada amostra de borra oleosa foi avaliada
sem e com enriquecimento para a determinacao da extracio e para testes de adigao
e recuperacao. Neste aspecto, as amostras foram divididas em trés fragcdes. Uma das
fracbes permaneceu sem enriquecimento, enquanto as demais fragdes foram
enriquecidas com 20,0 a 200,0 mg kg' de solugdo padrao de Hg?* e CHsHg*. As
fragdes foram, entdo, homogeneizadas mecanicamente por 60 min e armazenadas
sob refrigeracdo durante quatro dias anteriormente a analise. Para a extragdo das
espécies de Hg da amostra de borra oleosa, aproximadamente 0,1 g de amostra foi
adicionado aos frascos de PTFE juntamente com 10 mL de HNO3 8,0 mol L', fechados
com as tampas rosqueaveis e submetida ao aquecimento a 90°C por 10 min. Para o
monitoramento da temperatura da solucdo no decorrer do aquecimento, um
termdmetro foi posicionado dentro de um frasco selado contendo a mesma solucéo
empregada nas extragdes. Apods o aquecimento, os frascos foram resfriados até
temperatura ambiente, o extrato foi filtrado em sistema a vacuo com filtro de 0,45 ym
e o extrato foi diluido para a determinagdo de Hg?* por CV-AFS. Ao mesmo tempo,
para verificar o balango de massa e determinar a fragcdo de Hg n&o extraida pelo
método, o filtro contendo a amostra sélida residual foi digerido por aquecimento
convectivo com 6,0 mL de HNO3, 1,0 mL de HCI e 1,0 mL de H20O2 e subsequente
aquecimento convectivo a 80 °C por 30 min, 100°C por 40 min e 110°C por 30 min.
Apos o resfriamento até temperatura ambiente, a solugao foi diluida para 30 mL e
analisada por CV-AFS.

Para determinacéo da fracdo organica de Hg no extrato da amostra, 5,0 mL
do extrato foram digeridos em forno de micro-ondas com 3,0 mL de HNO3, 1,0 mL de
HCl e 1,0 mL de H202 e o extrato digerido foi analisado por CV-AFS. Neste caso, a
fracdo organica de Hg foi determinada por subtragdo da concentragdo de Hg?* no
extrato digerido pela concentragcdo de Hg?* no extrato n&o digerido. Dessa forma, o
balanco de massa das fragdes de Hg neste estudo compreende a soma das fragdes
inorganica, organica e nao extraida. O esquema das etapas para o fracionamento do
Hg na amostra de borra oleosa esta mostrado na Figura 5.
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Figura 5: Esquema de procedimentos usados para fracionamento de Hg
determinado por CV-AFS.

FRACIONAMENTO DE MERCURIO

Borraoleosa

Extracao Digestao
(aquecimento convectivo) (aquecimento micro-ondas)

Hg Total
Extrato filtrado Residuo solido

Digestido Digestao
(aquecimento micro-ondas) (aquecimento convectivo)

Hg organico Hg nao extraido

Fonte: elaborado pela autora (2019)

5.2.3.4 Determinagédo de Hg por CV-AFS

As solugdes obtidas a partir dos processos de extragdo com aquecimento
convectivo e digestao foram analisadas por CV-AFS apés diluicdo das solugdes nos
fatores de 500 a 5000 com 0,05% (m/v) de KMnOa4 e 0,025% (m/v) de NH2OH.HCl em
meio de 1% de HNO3 em meio aquoso. A faixa de trabalho empregada na curva de
calibragao de Hg?* foi de 0,050 a 1,0 ug L™". O vapor de Hg foi gerado usando a mistura
de SnCl> 3% (m/v) com HCI 0,36 mol L' como agente redutor e solugédo de HCI 0,36
mol L'. Estas solugdes foram preparadas previamente a andlise e purgadas com
argbénio 99,996% para a eliminagdo de contaminacdo. O limite de detecg¢ao foi
determinado pela multiplicagdo do desvio padrao de 10 medigdes do branco por 3,3,

dividido pela inclinagcado da curva de calibragao.



74

5.2.3.5 Determinagéo das espécies de Hg por HPLC-ICP-MS

As mesmas amostras analisadas por CV-AFS foram submetidas a extracao
com aquecimento convectivo e analisadas por HPLC-ICP-MS. A fase movel
empregada para a separagao das espécies de Hg foi a mesma utilizada por Liu et al.
(2018), e € composta por 92% de uma solugdo aquosa de L-cisteina 0,12% m/v e
acetato de amonio 0,01 mol L' com e 8% de metanol, eluidas em modo isocratico a
uma vazao de 0,8 mL min-'. As condi¢gdes empregadas na analise por HPLC-ICP-MS
estdo mostradas na Tabela 6. O eluato foi introduzido diretamente no nebulizador
pneumatico concéntrico e o sinal transiente gerado pelas espécies de Hg foram
exportados para Excel® e integrados manualmente no Origin® para determinacéo da
area e da concentragao das espécies de Hg na amostra. Antes da inje¢ao do extrato,
o pH foi ajustado com NaOH e diluido no meio da fase movel (L-cisteina + acetato de
amoénio) para pH final de aproximadamente 5,0. A faixa de trabalho da curva de
calibragao foi de 10-100 pg L' para o Hg?* e de 10-80 ug L' para o CHsHg*. Os limites
de detecgao foram calculados pela multiplicagcao do desvio padrao de 10 medicdes do

branco por 3,3, dividido pela inclinagcédo da curva de calibragao.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.3.1 Otimizagcao da massa de amostra e volume de solugao sobre a extragao
das espécies de Hg da amostra de residuo oleoso de petréleo utilizando matriz
Doehlert

A relevancia dos fatores massa de amostra e volume da solugdao sobre a
extragdo de Hg?* foi avaliada com aplicagdo da RSM por meio de experimentos
realizados a partir de uma matriz Doehlert. As superficies de resposta geradas a partir
deste planejamento foram inspecionadas visualmente para otimizar a condi¢cdo de
compromisso entre massa de amostra e volume de solugdo. A matriz de experimentos
utilizada esta mostrada na Tabela 7, e a resposta esta expressa como concentracao
de Hg?* (mg kg™), determinada em duplicatas reais e com o desvio padrdo de quatro

replicatas analisadas.

Tabela 7. Matriz Doehlert aplicada para otimizar o volume de extrator (mL) e a massa
de amostra (mg), valores experimentais reais e valores codificados, entre parénteses,
e respostas expressas como concentragdo de Hg?* (mg kg™') e desvio padrdo (n=4).

Exp. Volume Massa Izssposta y Desvio_padréo

(mL) amostra (mg) Hg** (mg kg™) (n=4)
1 20,0(0) 100(0) 3,30 3,39 0,74
2 35,0(1) 100(0) 2,65 2,85 0,40
3 27,5(0,5)  150(0,866) 2,00 2,82 0,51
4 5,0(-1) 100(0) 5,20 5,50 1,29
5 12,5(-0,5)  50(-0,866) 6,38 6,84 1,41
6 27,5(0,5)  50(-0,866) 4,07 3,77 0,27
7 12,5(-0,5)  150(0,866) 3,82 4,37 0,55

Fonte: elaborado pela autora (2019)

A superficie de resposta originada desta investigagcao € mostrada na Figura 6.
Como visto, a extragédo de Hg?* varia consideravelmente com uma variagdo na massa
da amostra e volume de solucdo. Embora os dados da ANOVA mostrados no
Apéndice A evidenciem que o modelo apresenta falta de ajuste, uma vez que a
superficie foi plotada considerando as réplicas, este efeito pode ser explicado tanto
pela heterogeneidade e complexidade da amostra como por outros fatores

experimentais ndo modelados. Por outro lado, o coeficiente de determinagao obtido é



76

de 0,93. Isso significa que aproximadamente 93% da variabilidade das respostas é
justificada pelo modelo. E uma medida de quanto o ajuste do modelo se aproxima aos
dados experimentais. Neste trabalho, a falta de ajuste do modelo ndo sera
substancialmente discutida, priorizando-se a inspec¢ao visual das superficies de
resposta para verificacdo das condigbes oOtimas e da significancia dos fatores
avaliados. Os dados estatisticos mostrados na tabela ANOVA (Apéndice A)
mostraram que os fatores volume e massa de amostra foram significativos, tanto linear
como quadraticamente, enquanto a interagcdo entre esses dois fatores nao foi
significativa sobre a extragdo da espécie Hg?* nas amostras. Os termos linear e
quadratico sao fatores matematicos envolvidos nos calculos dos coeficientes da
funcdo do modelo que descreve o comportamento dos dados. Normalmente, quando
o termo linear é significativo, a superficie de resposta pode nao apresentar curvatura,
e as respostas tendem para uma regido 6tima. Ja quando o termo quadratico é
significativo, a superficie de resposta tende a apresentar uma curvatura que indique
um ponto maximo ou minimo no qual a condi¢cado 6tima pode estar situada.

Pela inspegao visual da superficie de resposta mostrada na Figura 6a sugere-
se que a extragdo associada a Hg?* diminui quando a massa da amostra e o volume
da solugdo de extracdo aumentam. Isso é de certa forma esperado, ja que massas
mais baixas favorecem o contato intimo entre a solugdo de extracdo e a amostra,
enquanto os volumes maiores resultam em gradiente de temperatura dentro do frasco
de PTFE usado para a extragdo. Uma vez que o aquecimento convectivo foi
empregado e a extracdo é favorecida sob temperaturas mais altas (como sera
discutido mais adiante), a solugdo colocada no fundo do frasco deve ser mais
eficientemente aquecida e, portanto, aumentar a extragao. O gradiente de temperatura
presente quando volumes maiores da solugao de extragao sdo usados provavelmente
prejudica a difusdo do analito. Em geral, massas de amostra e volumes menores séo
condigdes ideais para fornecer a maior eficiéncia possivel de extracdo de Hg. No
entanto, quando a repetibilidade do processo € avaliada, percebe-se que a precisao &
negativamente afetada sob uso dos menores extremos de massa da amostra e
volume da solucdo, como mostrado na Figura 6b. Pode-se supor que a
heterogeneidade natural das amostras € um fator decisivo no uso de aliquotas de
pequena massa que, portanto, exige a sele¢cdo de uma condigdo de compromisso para
atender tanto a extragao 6tima quanto a precisdo adequada. Nestas circunstancias, a



77

condigdo de compromisso de 100 mg de massa de amostra e 10 mL de solugéo foi

selecionada para estudos posteriores.

Figura 6. Superficie de resposta para a) concentragdo de Hg?* (mg kg™') n=2) e b)
desvio padréao (n=4), obtidos a partir da matriz Doehlert para a otimizagdo da massa
de amostra e volume de solugdo (HNO3), obtidos nas condi¢gdes experimentais:
aquecimento convectivo a 80 °C por 10 min e 10 mL de HNO3 4,0 mol L.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

5.3.2 Avaliagao da solugcao extratora utilizando matriz Box-Behnken para

posterior fracionamento de Hg em amostras de residuos oleosos de petréleo

Solugbes acidas diluidas compostas por HNOs (DENMARK et al. 2018;
RAHMAN; KINGSTON, 2005) ou HCI (MARGETINOVA; HOUSEROVA-PELCOVA;
KUBAN, 2008; PARK et al. 2011; REYES; RAHMAN; KINGSTON, 2009) tém sido
descritas na literatura como reagentes para a extracdo de espécies de Hg para
posterior fracionamento e analise de especiacao. Entretanto, ndo ha descrigao de tais
condicdes particularmente para a analise de espécies de Hg extraidas de amostras
de residuos oleosos de petroleo. Oportunamente, solugées contendo HNO3 ou HCI
foram avaliadas neste trabalho empregando grupos de experimentos com matriz Box-
Behnken para a otimizacdo do processo de extragdo. Além das concentragcbes de
HNO3 ou HCI, os fatores temperatura do aquecimento convectivo e o tempo de
extragcdo também foram estudados. Os detalhes relacionados ao planejamento

multivariado estao disponiveis nas Tabelas 9 e 12. Em cada condi¢do, a conversao
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de CHsHg* em Hg?*, extragdo de Hg?* e de Hg organico e as recuperagbes para
ambas as espécies foram avaliadas sistematicamente. Para este planejamento, uma
amostra de borra oleosa sem enriquecimento ou enriquecida com Hg?* ou com

CHsHg* foram consideradas.

5.3.2.1 Otimizagéo da extracdo de espécies de mercurio da amostra de borra oleosa
com solugdo de HCI utilizando planejamento de experimentos com matriz Box-
Behnken

A solucao de HCI foi novamente investigada relativamente a capacidade de
extracdo de espécies de Hg da amostra de borra oleosa, aplicando-se diferentes
critérios de avaliagdo. A extragao e recuperagéo de Hg?* e CHsHg" e a converséo de
CHsHg* em Hg?* foram monitoradas durante experimentos com matriz Box-Behnken.
Diferentes ajustes de temperatura do bloco digestor (50, 70 e 90 °C), concentragbes
de HCI (0,0, 1,0 e 2,0 mol L") e intervalos de extragao (5, 10 e 15 min) foram aplicados,

como mostrado na Tabelas 8 e 9.

5.3.2.1.1 Estudo de conversdo de CHsHg* em solugao padrdo nas otimizagdes com

solucao de HCI

Inicialmente, a conversdo de CHsHg* em Hg?* foi avaliada em diferentes
condigdes de temperatura, concentragcdées de HCI e tempo de extragdo. A matriz do
planejamento Box-Behken com as respectivas condi¢gbes avaliadas esta mostrada na
Tabela 8. Apds submeter a solugao padrao de CHzHg* na concentragao de 100 ug L-
' aos experimentos utilizando a solugdo de HCI, a solugéo foi diluida para 1,0 ug L
CHsHg* e posteriormente analisada por CV-AFS. As respostas destes experimentos
foram expressas como percentual de conversdo de CHsHg* em Hg?** e estdo

mostradas na Tabela 8.



Tabela 8. Matriz Box Behnken utilizada para avaliar a conversdo de CH3Hg" na
solugao padrao durante a otimizagao da temperatura, [HCI] e tempo de extracao,
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com os valores reais e valores codificados (-1, 0, +1). Respostas expressas como
percentual de conversdo de CHsHg".

Temperatura [HCI]

Tempo Conversao CH;Hg*

Exp. (°C) (mol L) (min) (%)
1 50-1)  00(1) 100) 280 247
2 90(+1)  00(1) 100) 189 198
3 50(1)  20(#1) 100) 230 2,51
4 90(+1)  20(+1) 100) 405 3,65
5 50(-1) 100)  5(1) 251 248
6 90(+1) 100)  5(1) 333 502
7 50(-1) 100) 15(+1) 352 485
8 90(+1) 100) 15(+1) 535 419
9 70(0) 00(-1)  5(1) 431 548
10 70(0) 20(+1)  5(-1) 384 235
11 70(0) 00(-1) 15(+1) 292 145
12 70(0) 20(+#1) 15(+1) 2,09 1,90
13 70(0) 100) 100) 142 163
14 70(0) 100)  100) 253 2,23
15 70(0) 100) 100) 171 175

Fonte: elaborado pela autora (2019)

Apods o tratamento estatistico dos dados, as superficies de resposta foram

geradas (Fig. 7), verificando-se, por inspecgao visual, o comportamento da conversao
de CH3Hg" nas diferentes condigdes.

o B WD ORSIBNIODY

Figura 7. Superficie de resposta obtida a partir de matriz Box-Behnken para
conversao de CH3zHg* (%) na solugéo padrao durante experimentos de otimizagao
para a) temperatura e [HCI]; b) temperatura e tempo; c) tempo e [HCI].
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Fonte: elaborado pela autora (2019)
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Os dados estatisticos obtidos da ANOVA, apresentados no Apéndice B,
mostraram que os fatores temperatura (linear e quadratica) e tempo (quadratico)
foram significativos sobre a conversdao de CHsHg*, enquanto a [HCI] ndo foi
significativa. O coeficiente de determinacéo foi de 0,54, indicando que apenas 54%
dos dados justificam o modelo. Na Figura 7a observa-se que na condicdo de maior
temperatura e [HCI], a regido de cor vermelha representa maxima conversdo com
valor aproximado de 4%. Ja na Figura 7b, cuja superficie gerada relaciona os dois
fatores significativos sobre a conversdo, observa-se que na regido central da
superficie de minimo ocorre menor conversao, aumentando para 4 a 5% em valores
maximos de temperatura e tempo de extragdo. Na Figura 7c, a superficie em forma
de telha mostra que a conversdo € menor na regiao central e evidencia que o efeito
da [HCI] n&o foi significativo ao longo dos experimentos. Apesar dos baixos valores
de conversao observados na solugado padrao em meio aquoso com a solugao de HCI,
a conversao deve ser avaliada na matriz da amostra de borra oleosa, a fim de

confirmar este efeito frente a complexa matriz desta amostra.

5.3.2.1.2 Estudo de conversdao de CHsHg* em Hg?* na amostra de borra oleosa

durante as otimizacdes com solucéo de HCI

Neste estudo, a amostra de borra oleosa sem enriquecimento e a amostra
enriquecida com CHsHg* (20 mg kg™') foram submetidas a extragdo nas diferentes
condigdes experimentais utilizando a solugcéao de HCI (Tabela 9). Uma vez que CHsHg*
nao é detectado pelo método de determinagéo, a concentragdo de Hg?* resultante da
conversao de CHsHg" foi determinada pela subtragdo do Hg?* detectado no extrato da
amostra enriquecida pela concentragdo de Hg?* naturalmente extraido da amostra ndo
enriquecida. Dessa forma, em relacdo ao total de CHsHg* adicionado foi possivel
estimar o percentual de conversao de CHsHg". As respostas de conversao de CHzHg*
(%) estao mostradas na Tabela 9. As superficies de resposta geradas pela matriz de

experimentos Box-Behnken estdo mostradas na Figura 8.
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Figura 8. Superficie de resposta obtida a partir de matriz Box-Behnken para
conversao de CHsHg" (%) na amostra de borra oleosa durante experimentos de
otimizacao para a) temperatura e [HCI]; b) temperatura e tempo; c) tempo e [HCI].
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

No Apéndice C esta mostrada a tabela ANOVA referente as superficies de
resposta apresentadas na Figura 8. Estatisticamente, 76% da variabilidade nas
respostas € explicada pelo modelo. Em contraste com o que foi observado nos
estudos da conversao de CHzHg* com a solugao padrao, os fatores que se mostraram
significativos para a conversao na amostra de borra oleosa foram a temperatura e a
[HCI]. Além disso, a interagao entre os fatores temperatura e [HCI] foi significativa. Nas
superficies mostradas na Fig 8, notavelmente, o fator tempo de extracdo nao foi
significativo sobre a conversao no decorrer dos experimentos. Por outro lado, nas
Figuras 8a, 8b e 8c, observa-se que para os fatores temperatura e [HCI] a maxima
conversao foi atingida nas condi¢cdes experimentais mais drasticas. Apesar disso, a
maxima conversao alcancada foi de 2% nas condi¢des de 90 °C e 2,0 mol L' de HCI,

consideradas baixas e aceitaveis para proceder a extragao das espécies de Hg nestas
condigoes.

5.3.2.1.3 Avaliacao da extragdo de Hg?* e de Hg organico da amostra de borra oleosa
durante as otimizagdes com solugéo de HCI

Para estes estudos apenas a amostra de borra oleosa sem enriquecimento foi
submetida a extracao nas diferentes condi¢des experimentais da matriz Box-Behnken
(Tabela 9). Para verificar a extragdo de Hg?* (inorgénico), o extrato filtrado foi
analisado por CV-AFS. Adicionalmente, para estimar a concentragdo de Hg orgéanico
presente no mesmo extrato, o extrato filtrado foi submetido a digestdao com

aquecimento por micro-ondas, para determinagao do Hg total no extrato. Subtraindo-
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se a concentragdo total de Hg no extrato pela concentracdo de Hg inorganico é
possivel aferir a concentragdo de Hg organico extraida e medida indiretamente. As
respostas das extragcdes de Hg inorganico e Hg orgéanico estdo mostradas na Tabela
9. As superficies de resposta geradas para a extragdo de Hg?* estdo mostradas na

Figura 9.

Figura 9. Superficie de resposta obtida a partir de matriz Box-Behnken para a
extragédo de Hg?* (%) na borra oleosa durante experimentos de otimizagao para a)
temperatura e [HCI]; b) temperatura e tempo; c) tempo e [HCI].
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Na Figura 9 os valores maximos de extragdo de Hg?* alcangados nas
condigdes experimentais mais drasticas foram excessivamente baixos, atingindo um
maximo de 3%. Isto corrobora com informacdes da literatura de que espécies de Hg
em sedimentos de petrdleo sdo quimicamente inertes a acidos diluidos (WILHELM;
LIANG; KIRCHGESSNER, 2006). Além disso, a concentracdo de HCI avaliada foi
relativamente baixa e possivelmente o uso de concentragdes superiores poderiam
apresentar maior efeito sobre a extragcdo. Entretanto, como visto nos estudos
preliminares sobre conversdo com aquecimento assistido por micro-ondas,
concentragdes superiores a 2,0 mol L' resultaram na conversao de CHsHg* em Hg?*
aplicando poténcia de 200 W por 10 min (Fig. 3a). No Apéndice D, esta mostrada a
tabela ANOVA com os parametros estatisticos relativos a superficie de resposta da
Figura 9. Apesar da ineficacia do HCI na extracdo das espécies de Hg,
estatisticamente, 96% da variabilidade das respostas € justificada pelo modelo. Em
relacdo a extragdo de Hg?*, todos os fatores foram significativos em uma mesma
proporgao, exceto o tempo de extragao.

Em conformidade com as respostas obtidas para Hg?*, na Figura 10 est&o
mostradas as superficies de resposta obtidas para a extragao de Hg organico.
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Figura 10. Superficie de resposta obtida a partir de matriz Box-Behnken para a
extracdo de Hg organico (%) na borra oleosa durante experimentos de otimizagéo
para a) temperatura e [HCI]; b) temperatura e tempo; c) tempo e [HCI].
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Os dados estatisticos da ANOVA para a extragdo de Hg orgénico (%) estao
mostrados no Apéndice E. Apesar de as superficies geradas na Figura 10 serem de
maximo, apenas 73% da variabilidade das respostas justificam o modelo.
Complementarmente, os trés fatores foram significativos. Como pode ser observado
nas superficies, nas condicbes de maxima temperatura (Figura 10a e 10b) e nas
condigdes médias de [HCI] e tempo (Figura 10a, 10b e 10c), a maxima extragéo de
Hg orgéanico foi de 0,4% do total de Hg presente na amostra. Estes resultados
mostram, novamente, que HCI ndo teve potencial para extrair Hg inorganico da
amostra de borra oleosa, assim como n&o extraiu espécies de Hg organico. Estas
espécies podem estar presentes na amostra em baixas concentragées dificultando a
deteccéo por CV-AFS.

5.3.2.1.4 Avaliagao da recuperagao das espécies Hg?>* e CHsHg* da amostra de borra

oleosa durante as otimizagdes com solugao de HCI

Para avaliar a recuperagdo de Hg?* e CHsHg* adicionados na amostra
previamente durante as diferentes condicdes experimentais (Tabela 9) e avaliar a
eficiéncia do método, as amostras enriquecidas com as duas espécies foram
analisadas. Para avaliar o percentual de Hg?* recuperado, tanto a amostra sem
enriguecimento como a amostra enriquecida com Hg?* foram submetidas a extragao
e posterior determinagdo de Hg?* por CV-AFS. Assim, o Hg?* determinado na amostra
enriquecida foi subtraido da concentragédo de Hg?* extraido naturalmente da amostra.
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Dessa forma, foi estabelecido o percentual de recuperagdo de Hg?* adicionado, nas
diferentes condigdes experimentais.

Por outro lado, para avaliar a recuperagao de CHzHg" adicionado, a amostra
enriquecida com CHsHg" foi submetida a extracdo e posteriormente procedeu-se a
digest&do do extrato. Subtraindo-se a concentragdo de Hg?* determinada no extrato
digerido da amostra enriquecida com CHsHg* pela concentragédo de Hg?* presente no

extrato digerido da amostra sem enriquecimento, foi possivel estimar a concentragao

de Hg?* proveniente do CHsHg* adicionado. As respostas correspondentes aos

percentuais de recuperagdo de Hg?* e CHsHg® obtidos em cada condigdo
experimental com HCI estdo mostradas na Tabela 9.

A Figura 11 mostra as superficies de resposta geradas para a recuperacgéao de

Hg?* adicionada na amostra de borra oleosa. A tabela ANOVA associada a estes
dados esta mostrada no Apéndice F.

Figura 11. Superficie de resposta obtida a partir de matriz Box-Behnken para
recuperagao de Hg?* (%) na borra oleosa durante experimentos de otimizagdo para
a) temperatura e [HCI]; b) temperatura e tempo; c) tempo e [HCI].
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

O tratamento estatistico revela que 94% da variabilidade nos resultados é
justificada pelo modelo ajustado (Fig. 11). Além disso, os fatores significativos sobre
a recuperacédo de Hg?* foram temperatura, [HCI] e a interagdo da temperatura com
[HCI]. Nestas superficies, o tempo de extracdo nao foi um fator significativo. Na Figura

11a, a qual mostra a superficie gerada para os dois fatores significativos, o valor

maximo encontrado para recuperagdo de Hg?* foi de 7%. Este valor é

significativamente baixo e demonstra que HCI na concentragdo de 2,0 mol L' n3o foi
suficiente para promover a recuperacgdo de Hg?* adicionado na matriz. Isto reforga o
comportamento observado nos estudos sobre a extragdo de Hg?* (Fig. 9).
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Na Figura 12 sdo mostradas as superficies de resposta obtidas para a
recuperacao de CHsHg" adicionado na amostra de borra oleosa. No Apéndice G estédo

mostrados os dados estatisticos referentes a este estudo, fornecidos pela ANOVA.

Figura 12. Superficie de resposta obtida a partir de matriz Box-Behnken para
recuperagado de CHsHg" (%) na borra oleosa durante experimentos de otimizagao
para a) temperatura e [HCI]; b) temperatura e tempo; c) tempo e [HCI].
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Nessas superficies (Fig. 12), o coeficiente de determinacgao foi de 0,98, sendo
que todos os fatores foram significativos, exceto tempo de extragdo. Como observado
(Fig. 12), a recuperagao de CHsHg* na condigdo mais drastica (90 °C, 2,0 molL'e 15
min) foi de 17%, um valor superior ao encontrado para a recuperagdo de Hg?* (Fig.
11). Neste caso, é evidente que o HCI| tem uma capacidade ligeiramente maior de
extrair CHsHg* quando comparada a Hg?*. Um efeito semelhante foi observado nos

estudos com extragcéo assistida por micro-ondas (Tabela 4), entretanto com amostra
biolégica (TORT-2). Todavia, espécies organicas, incluindo CHsHg*, ndo foram

eficientemente extraidas (Fig. 10), possivelmente, pelo fato de estarem em baixissima
concentragdo na amostra de borra oleosa.
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Tabela 9. Matriz Box-Behnken e respostas da extragdo de Hg?*, extragcao de Hg
organico, conversdo de CHsHg* e recuperagdes de Hg?* e CH3Hg*, referentes a
otimizagao da temperatura, [HCI] e tempo de extragao.

Exp. T [HCI] Tempo Extracao Extracao Conversao Rec. Rec.

(°C) (mol L") (min) Hg* (%) Hgorg (%) CHsHg* (%) Hg* (%) CHsHg* (%)
1 50 0,0 10 0,12 0,12 0,07 003 000 o000 00 00 04 04
2 90 0,0 10 0,01 0,03 0,07 009 007 010 01 00 52 51
3 50 2,0 10 044 042 029 025 001 o001 15 15 84 82
4 90 2,0 10 33 337 037 044 210 1,18 6,7 69 173 17,3
5 50 1,0 5 0,13 013 019 021 003 003 04 04 55 55
6 90 1,0 5 164 166 037 060 0,11 003 3,7 30 121 121
7 50 1,0 15 0,30 030 03 029 009 009 05 05 90 90
8 90 1,0 15 226 249 032 044 000 0,15 35 34 16,1 16,9
9 70 0,0 5 0,04 0,04 0,07 0,07 003 000 00 00 09 09
10 70 2,0 5 0,60 060 0,21 004 065 066 18 18 92 88
11 70 0,0 15 0,01 0,01 0,96 009 003 001 00 00 08 09
12 70 2,0 15 1,27 129 002 002 021 025 17 29 105 10,7
13 70 1,0 10 0,55 060 047 048 004 003 10 10 78 78
14 70 1,0 10 0,63 060 040 041 001 004 11 11 86 82
15 70 1,0 10 0,58 060 034 019 004 002 10 10 80 8,1

Fonte: elaborado pela autora (2019)

5.3.2.2 Otimizagdo da extragdo de espécies de mercurio da amostra de borra oleosa

com solugéo de HNOs utilizando planejamento de experimentos Box-Behnken

As solugdes diluidas de HNO3 foram avaliadas devido a conhecida eficiéncia
para a extracao de espécies de Hg (RAHMAN; KINGSTON, 2005). A otimizagao das
condigdes de extragdo considerando diferentes temperaturas (50, 70 e 90 °C),
concentragdes de HNOs3 (0,0, 4,0 e 8,0 mol L") e intervalos de extragéo (5, 10 e 15
min) foi feita usando planejamento de experimentos Box-Behnken.

Apos o tratamento estatistico dos dados e producdo das superficies de
resposta, a conversao de CHzHg*, extragao e recuperagao das espécies de Hg foram
investigadas. Os dados associados a esses experimentos serdo mostrados nas

secgdes seguintes.
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5.3.2.2.1 Estudo de conversdo de CH3Hg* em solugdo padrdo nas otimizagdes com

solucao de HNO3

Inicialmente, a conversdo de CH3sHg* em Hg?* foi avaliada sob diferentes
condicdes de temperatura, concentragcao da solucdo de HNO3 e tempo de extragcdo. A
matriz do planejamento Box-Benhken esta mostrada na Tabela 10. Apds submeter a
solugéo padrédo de CHsHg" na concentragéo de 100 ug L' aos experimentos utilizando
a solugdo de HNOs3, a solugao foi diluida para 1,0 uyg L' CHsHg* e posteriormente
analisada por CV-AFS. As respostas obtidas por meio destes experimentos foram
expressas como percentual de conversdo de CHsHg" e estdo mostradas na Tabela
10.

Tabela 10. Matriz Box Behnken utilizada para avaliar a conversdo de CHzHg" na
solucao padrao durante a otimizagao da temperatura, [HNO3] e tempo de extragao,
em diferentes condi¢gdes. Respostas expressas como percentual de conversio de

CHsHg".

Exp. Temperatura  [HNO3] Ten_1 po Conversao

(°C) (mol L) (min) CH;Hg" (%)
1 50 0,0 10 2,80 2,47
2 90 0,0 10 1,89 1,98
3 50 8,0 10 2,13 2,12
4 90 8,0 10 3,61 2,32
5 50 4.0 5 2,03 2,41
6 90 4.0 5 2,72 2,59
7 50 4.0 15 2,87 2,65
8 90 4.0 15 2,77 2,71
9 70 0,0 5 4,31 5,48
10 70 8,0 5 3,76 2,60
11 70 0,0 15 2,92 1,45
12 70 8,0 15 2,75 1,83
13 70 4.0 10 1,77 1,64
14 70 4.0 10 1,77 1,72
15 70 4.0 10 1,67 1,89

Fonte: elaborado pela autora (2019)

Os dados estatisticos da ANOVA estdo mostrados no Apéndice H. As

superficies de resposta foram geradas para verificar, por inspecgao visual, as regides
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que englobassem as condigdes nas quais houvesse maior ou menor conversao de
CHsHg*. Na Figura 13 estdo mostradas as superficies de resposta obtidas para

conversado de CH3Hg" na solugéo padrao utilizando solu¢gdo de HNOs.

Figura 13. Superficie de resposta obtida a partir de matriz Box-Behnken para
conversao de CH3Hg" (%) na solugéo padréo nos experimentos de otimizagao para
a) temperatura e [HNO3]; b) temperatura e tempo; c) tempo e [HNO3].
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Estatisticamente, as superficies de resposta mostradas na Figura 13,
apresentaram um coeficiente de determinacao de 0,56. Nesse contexto, as respostas
mostram-se insatisfatoriamente ajustadas ao modelo. Além disso, a partir dos dados
da ANOVA, os fatores significativos foram tempo, [HNO3], a interagao de temperatura
e [HNOg], a interacdo entre [HNO3] e tempo. A inspecéo visual das superficies de
resposta revela que a conversdo maxima encontrada foi de aproximadamente 4% em
solugao padrao de CHsHg* (Fig 13a, 13b e 13c). Em vista da obtencéo de respostas
imprecisas, a verificagdo da conversao de CHzHg* na amostra de borra oleosa é

imprescindivel para obter informagdes mais esclarecedoras sobre este efeito na matriz
complexa.

5.3.2.2.2 Estudo de conversdao de CH3Hg* na amostra de borra oleosa durante as
otimizagdes com solugao de HNOs3

Para avaliar o efeito de conversao de CHsHg* na borra oleosa, a amostra sem
enriquecimento e a amostra enriquecida com CH3sHg* (20 mg kg™') foram submetidas

a extracao nas diferentes condi¢cdes experimentais utilizando a solucdo de HNO3
(Tabela 12).
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As respostas de conversdo de CHsHg* em Hg?* (%) estdo mostradas na
Tabela 12, e as superficies de resposta geradas pela matriz de experimentos Box-

Behnken estdo mostradas na Figura 14. No Apéndice | estdo mostrados os dados

estatisticos da ANOVA.

Figura 14. Superficie de resposta obtida a partir de matriz de design Box-Behnken
para conversao de CHsHg" (%) na amostra de borra oleosa durante os experimentos
de otimizagéo para a) temperatura e [HNO3]; b) temperatura e tempo; c) tempo e
[HNO3].
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

A Figura 14 mostra, o efeito de conversdo de CH3Hg* na matriz da amostra.
Estatisticamente, a partir dos dados da ANOVA, 72% da variabilidade das respostas
€ explicada pelo modelo. Adicionalmente, os fatores temperatura, [HNO3], tempo e a
interacao de temperatura e [HNO3] foram significativos. Visualmente, pode-se inferir,
pela Figura 14a, que o uso combinado de HNO3 8,0 mol L' e extragdo a 90 °C gerou
maxima conversao de CH3Hg*, ainda assim atingindo apenas 4%. Em relagéo ao fator
tempo, nas Figuras 14b e 14c, evidencia-se que 10 min de extracado foram suficientes
para alcangar maxima conversao (4%) nas condigdes mais drasticas de temperatura

e [HNOs3]. Este valor de conversdo, ainda assim, é baixo, e pode ser considerado

aceitavel para aplicagdo de um meéetodo de extracdo, visto que na amostra de borra
oleosa nao foram detectadas espécies organicas de Hg.

5.3.2.2.3. Avaliagéo da extragéo de Hg?* e de Hg organico da amostra de borra oleosa
durante as otimiza¢des com solugdo de HNO3

A extracao das espécies de Hg foi determinada pela medig¢ao no extrato (para

Hg?*) e no extrato digerido (para CHsHg*) e verificagdo da proporgdo extraida em
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relagdo a concentracdo total de Hg na amostra. Para verificar a extracdo das espécies
de Hg, a amostra de borra oleosa sem enriquecimento foi submetida a extragdo nas
diferentes condigdes experimentais da matriz Box-Behnken utilizando a solu¢do de
HNO3 (Tabela 12). Para determinar a concentracdo das espécies, 0s mesmos
processos aplicados para a solugdo de HCI, descritos na secdo 5.3.2.1.3, foram
empregados neste estudo. As respostas de extragdo de Hg inorganico e Hg orgéanico
estdo mostradas na Tabela 12. As superficies de resposta geradas para a extragao

de Hg?* estdo mostradas na Figura 15.

Figura 15. Superficie de resposta obtida a partir de matriz Box-Behnken para
extragédo de Hg?* (%) na borra oleosa durante os experimentos de otimizagdo para a)
temperatura e [HNO3]; b) temperatura e tempo; c) tempo e [HNOs].
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

O tratamento estatistico dos dados a partir da ANOVA (Apéndice J), gerou um
coeficiente de determinagcdo de 0,89, enquanto todos os fatores mostraram-se
significativos. Através das superficies de resposta mostradas na Figura 15, pode-se
observar que ocorre um aumento da extragao de Hg?* com o aumento da temperatura
e [HNOs], principalmente (Fig. 15a). Visualmente, ocorre um aumento abrupto na
quantidade extraida de Hg?* proximo das condigdes 90 °C e 8,0 mol L. Nessa
condigdo, 60% do Hg total da amostra foi extraido como Hg?*. Em relagdo ao fator
tempo (Fig. 15b e 15c), 10 min de extragao foram suficientes para fornecer a maxima
extracdo de Hg?* observada, nas condigbes maximas de temperatura e [HNO3]
avaliadas. Essa condig&o parece satisfatoria para extrair espécies de Hg?* da amostra
de borra oleosa, em vista da complexidade da matriz oleosa e das diferentes formas
de Hg que podem estar presentes nesta amostra.
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No que concerne a extragao de Hg organico, na Figura 16 sdo mostradas as
superficies de resposta geradas apds o tratamento dos dados. As respostas sao

expressas em percentual de Hg organico e estdo presentes na Tabela 12.

Figura 16. Superficie de resposta obtida a partir de matriz Box-Behnken para
extracdo de Hg organico (%) na borra oleosa durante os experimentos de otimizagao
para a) temperatura e [HNO3]; b) temperatura e tempo; c) tempo e [HNO3].
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Os dados estatisticos da ANOVA (Apéndice K) mostraram que 90% da
variabilidade dos dados séao justificadas pelo modelo. Além disso, todos os fatores
foram significativos, exceto a interagdo de [HNO3] e tempo. Na Fig. 16a, a condigéo
maxima de temperatura, garantiu maior extracdo de Hg organico da amostra (5%),
tanto na concentracédo de 4,0 como de 8,0 mol L' de HNOs. Na Fig. 16b, observa-se
que na temperatura de 90 °C e 10 min em torno de 4% do Hg total foi extraido como
Hg orgénico, enquanto nesta mesma temperatura e tempo de 15 min 5% de Hg total
foi correspondente a fragcao organica. Ja na Fig. 16c, apesar de a interagao dos fatores
tempo e [HNOs3] ndo ser significativa, mostra-se que nas condi¢des mais drasticas
destes fatores, a maxima extracédo de Hg “orgénico” obtida foi de 5% em relagdo ao
Hg total. Destes 5% referentes ao Hg “orgénico”, ndo sdo conhecidas as espécies

presentes nesta fragao.

5.3.2.2.4 Avaliagdo da recuperacao das espécies Hg?>* e CHsHg* da amostra de borra

oleosa durante as otimizagdes com solugdo de HNO3

Para avaliar a recuperagéo das espécies de Hg?* e CHsHg* adicionadas na
amostra sob as diferentes condigdes experimentais (Tabela 12), as amostras

enriquecidas com ambas espécies foram analisadas. As respostas correspondentes
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aos percentuais de recuperagdo das espécies de Hg?* e CHsHg* obtidos em cada

condicdo experimental com HNO3 estdo mostradas na Tabela 12.

Na Figura 17 estdo mostradas as superficies de resposta obtidas para a
recuperagdo de Hg?* adicionado na amostra de borra oleosa.

Figura 17. Superficie de resposta obtida a partir de matriz Box-Behnken para
recuperagao de Hg?* (%) na borra oleosa durante os experimentos de otimizagao
para a) temperatura e [HNO3]; b) temperatura e tempo; c) tempo e [HNO3].
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Os dados estatisticos da ANOVA (Apéndice L) revelaram que 93% da
variabilidade das respostas € explicada pelo modelo ajustado e todos os fatores foram
significativos, exceto o fator tempo. Como mostrado nos demais estudos com a
solucao de HNOg, a falta de ajuste é significativa. Isso é esperado, visto que se busca
uma condigao de maior extragao ou recuperagao das espécies, e com o0 aumento das
condic¢des, é natural um aumento da resposta para condi¢des mais drasticas. Dessa
forma, as respostas experimentais acabam tendo valores distintos dos preditos pela
funcdo quadratica de uma superficie de maximo, desejavel, resultando em falta de
ajuste do modelo. Apesar disso, a variabilidade dos dados com o0 modelo ainda € bem
justificada e, neste trabalho, foi suficiente para validar as respostas obtidas e proceder
com a inspecgao visual das superficies de resposta. Na Fig. 17a pode-se observar que
nas maximas condigdes de temperatura e [HNOs] (90 °C e 8,0 mol L7,
respectivamente) a recuperagdo de Hg?* adicionado na amostra foi de 80%, o qual foi
0 maximo obtido nos experimentos. Ja nas Fig. 17b e 17c, pode-se observar que em
10 min de extragao foi alcangada a recuperagdo maxima de 80% do Hg?* adicionado.
Isto mostra que a condigdo de 90 °C, 8,0 mol L' de HNO3 e 10 min gerou melhor

recuperacdo de Hg?*, sendo considerada aceitavel para ser empregada como

estratégia de extragdo. Coincidentemente, Nevado et al. (2008), encontraram
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recuperagdes proximas a 100% para espécies de Hg em amostras de sedimento,
empregando extragdo assistida por micro-ondas a 80 °C com HNO3 6,0 mol L.

Referente a recuperagdo de CHsHg*, na Figura 18 estdo mostradas as
superficies de resposta obtidas com a solucdo de HNO:s.

Figura 18. Superficie de resposta obtida a partir de matriz Box-Behnken para
recuperagao de CHsHg* (%) na borra oleosa durante os experimentos de otimizagao
para a) temperatura e [HNO3]; b) temperatura e tempo; c) tempo e [HNO3].
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Neste caso, como mostrado na Tabela ANOVA (Apéndice M), 96% da
variabilidade das respostas justificam o modelo. Para as superficies da Figura 18, os
fatores temperatura, [HNO3], a interacdo de temperatura e [HNO3] e a interagédo de
temperatura e tempo foram significativos. O fator tempo nao foi significativo, como
mostrado nas Fig. 18b e 18c, nao resultando em variagao significativa das respostas
no decorrer dos experimentos. Pode-se observar nas superficies de resposta que uma
recuperacdo maxima de 75% foi atingida na maxima condicdo de temperatura e
[HNO3].

E prudente inferir que a complexidade e hidrofobicidade das amostras de
borra oleosa contribuem significativamente para os valores de recuperagao baixos
encontrados nestes estudos. Sugere-se que o Hg?* tem a capacidade de se ligar a

diferentes compostos na matriz organica, tais como tidis, formando espécies de Hg
estaveis e hidrofébicas que nao sao eficientemente extraidas para a fase aquosa
(AVELLAN et al. 2018; GAULIER et al. 2015).
Apos os estudos da avaliagao das solugbes HCIl e HNOs3 sobre a extragao das
espécies de Hg com aquecimento convectivo, ficou claro que a extracdo usando
solugdo de HNO;3 foi mais eficiente tanto para Hg?* quanto para CHsHg* do que a

extragdo com HCI. Ao mesmo tempo, a conversdo de CH3sHg* em Hg?* foi limitada a
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4%, sob a mesma condigdo (90 °C, HNOs 8,0 mol L' e 10 min) e este valor foi
considerado aceitavel para os estudos posteriores, almejando aplicagdo da fungéo

desejabilidade.

5.3.2.2.5 Aplicacdo da funcao desejabilidade para otimizagdo do método de extragao

das espécies Hg?* e CHsHg* de borra oleosa utilizando a solugdo de HNO3;

Em estudos que apresentam diversas respostas para um mesmo grupo de
experimentos, a otimizagao de uma condicio que satisfaca a todas as respostas, pode
ser efetuada pelo uso de calculos matematicos.

Como visto anteriormente, nos estudos com a solugao de HNOs3, obteve-se
respostas para a extragdo, taxa de conversdo de CHsHg* em Hg?* e recuperagao das
espécies. Apesar de a maioria dessas respostas convergirem para uma mesma
condigao experimental, a fungcéo de desejabilidade foi utilizada neste estudo, para a
determinagcdo de uma condi¢gdo de compromisso para extragao das fragdes de Hg e
fornecer uma maximizagao da resposta. Os calculos foram realizados considerando a
conversdao de CHsHg* em Hg?* (o percentual de 4% de conversdo na maxima
condigado foi considerado aceitavel), a maxima extragédo para Hg?* e Hg orgénico e a
maxima recuperacgdo para Hg?* e CHsHg", parametros muito relevantes na otimizagéo
da condigcdo experimental. Nesse processo, a desejabilidade individual foi calculada
para todas as respostas obtidas, classificando-se como 0 as respostas indesejaveis e
como 1 as respostas desejaveis. E importante considerar que a conversdo minima de
CHsHg* em Hg?* é desejada durante o processo de extragdo. Mesmo que a condigdo
mais severa (90 °C por 10 min, 8,0 mol L' de HNO3) tenha apresentado uma
conversao de 4%, este valor foi considerado insignificante e foi classificado como
resposta desejavel. (Tabela 12). A Equacgao 4 foi usada para os calculos considerando
as respostas maximas como desejaveis, na qual (di) é a desejabilidade individual, (y)
€ a resposta monitorada, (L) € a menor resposta aceitavel, (T) € a resposta alvo e (s)
€ um peso dado a resposta. Posteriormente, a desejabilidade global (D) foi calculada
usando a Equacéao 5, que combina as desejabilidades individuais para uma condi¢ao
de compromisso (PEREIRA FILHO, 2017, p 75). Os dados calculados pela ANOVA
gerada pelo tratamento estatistico e as desejabilidades individuais e globais sao
mostrados na Tabela 11 e Tabela 12, respectivamente. Os dados da ANOVA

mostraram que os fatores temperatura e [HNO3] e tempo foram significativos quanto



95

a funcdo quadratica. Isso indica que a superficie de resposta tende a apresentar
curvatura em relacio aos niveis estudados para estes fatores. A interacao dos fatores
também foi significativa, como mostrado na Tabela 11. Esses dados mostraram que o
fator tempo foi significativo nas respostas apenas quando interagindo com outros
fatores. Particularmente, o fator mais significante nas respostas para fungéo
desejabilidade considerando p<0,05 é a [HNOs3], seguida pela interagdo da
temperatura e [HNO3] e apds pela temperatura, como mostrado na Tabela 11. Outro
aspecto relevante é que 85% da variabilidade a resposta é explicada pelo modelo,
independentemente da falta de ajuste encontrada.

As superficies de resposta mostradas na Figura 19 demonstram que a fungéo
de desejabilidade da melhor resposta para extragao das espécies de Hg culmina com
a condicdo maxima avaliada para temperatura e [HNO3s], 90 °C e 8,0 mol L,
respectivamente, e o tempo de 10 min de extracéo. E interessante notar que os fatores
temperatura e concentracdo de HNO3 e suas interagdes apresentaram maior efeito na
extracao e estabilidade das espécies de Hg do que o tempo de extragdo, conforme
apresentado na Tabela 11 e na Figura 19. Devido a complexidade das amostras de
borra oleosa, um maximo de 4% de conversdo de CHzHg" foi considerado aceitavel
neste estudo, pela adogdo de HNO3 8,0 mol L' e 90°C por 10 min como condigao
otimizada. Esta condi¢cdo proporcionou melhor extragado e recuperagao de espécies
de Hg considerando a conversao aceitavel de CHsHg" apds célculos de desejabilidade
individual. Cabe destacar que testes de estabilidade e recuperagao para espécies de

Hg foram sistematicamente realizados para todas as amostras analisadas.

Osey <L
. y-L\*
di = (—T_L)) seL<y<T (4)
lsey>T

D= "d1d2..dm (5)
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Figura 19. Superficies de resposta da desejabilidade global para conversao de
CHsHg*, extragdo de Hg?* e Hg organico e recuperagio de Hg?* e CH3Hg* durante a
otimizacao dos fatores (a) [HNO3] e temperatura (b) tempo e temperatura (c) tempo

e [HNOs3] na extragédo das espécies de Hg da borra oleosa com aquecimento
convectivo para posterior fracionamento.

Fonte: elaborado pela autora (2019)
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Tabela 11. ANOVA para a desejabilidade global de conversédo de CHsHg* em Hg?*,
extragdo de Hg?* e Hg orgénico e reuperagdo de Hg?* e CH3Hg* para a otimizagéo da
extracao das espécies de Hg da amostra de borra oleosa com solugédo de HNOs.

R? = 0,84593.
Fator SQ Gl MQ F P
Temperatura (L) 0,104265 1 0,104265 1346,963 0,000742  Significativo
Temperatura (Q) 0,015003 1 0,015003 193,814 0,005120  Significativo
[HNO3] (L) 0,276923 1 0,276923 3577,466 0,000279  Significativo
[HNO;] (Q) 0,077408 1 0,077408 1000,001 0,000999  Significativo
Tempo (L) 0,000070 1 0,000070 0,901 0,442792
Tempo (Q) 0,025809 1 0,025809 333,419 0,002986  Significativo
Temperat. x [HNO;] 0,184293 1 0,184293 2380,820 0,000420  Significativo
Temperat. x Tempo 0,003926 1 0,003926 50,720 0,019152  Significativo
[HNO3] x Tempo 0,001534 1 0,001534 19,815 0,046941  Significativo
Falta de ajuste 0,126413 3  0,042138 544,361 0,001834  Significativo
Erro puro 0,000155 2 0,000077
SQ total 0,821488 14

Fonte: elaborado pela autora (2019)
L = linear, Q = quadratico, gl = graus de liberdade, SQ = soma quadratica, MQ = média quadratica.
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Tabela 12. Matriz Box-Behnken, respostas e desejabilidades individuais e global calculadas para extragédo de Hg?* (%), extragdo de Hg
organico (%), conversdo de CHsHg* (%), recuperagdes de Hg?* e CHsHg* (%) para otimizagdo do método de extragéo de espécies de Hg em
amostras de residuos oleosos de petroleo.

Resposta Desejabilidade individual _
Exp. T(°C) (E:Igll(l)_s'!) T((:rr\?r’\))o E 2+ (0 0 Conversido Recuperagdo Recuperagio Hg?* Hgorg CHaHg* Hg? CHsHg* Déls:g?.
xt. Hg™ (%) Ext.-Hgog (%) cpipgs (%)  Hg?* (%)  CHaHg* (%)  ext. (%) ext. (%) S rec. (%) rec. (%)
1 50 0,0 10 0,12 0,12 0,07 0,03 0,00 0,00 0,0 0,0 0,4 0,4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 90 0,0 10 0,01 0,03 0,07 0,09 0,07 0,08 0,0 0,0 52 52 0,00 0,01 0,02 0,00 0,06 0,00
3 50 8,0 10 4,31 4,47 0,44 0,54 0,23 0,21 6,1 6,1 17,3 17,8 0,07 0,09 0,05 0,08 0,23 0,09
4 90 8,0 10 58,34 61,38 4,07 3,74 5,15 3,13 80,0 80,1 76,4 741 1,00 0,77 1,00 1,00 1,00 0,95
5 50 4,0 5 0,44 0,44 0,13 0,18 0,00 0,00 1,0 1,0 9,5 9,3 0,01 0,02 0,00 0,01 0,12 0,00
6 90 4,0 5 10,01 9,96 0,25 0,56 0,03 0,00 20,7 229 38,3 38,5 0,17 0,07 0,00 0,27 0,51 0,09
7 50 4,0 15 1,39 1,41 0,62 0,74 0,00 0,05 1,7 1,6 11,6 11,8 0,02 0,13 0,01 0,02 0,15 0,04
8 90 4,0 15 15,65 1540 5,48 4,65 0,00 0,00 30,3 38,3 38,9 34,3 0,26 1,00 0,00 0,43 0,48 0,00
9 70 0,0 5 0,04 0,04 0,07 0,07 0,03 0,00 0,0 0,0 0,9 0,9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00
10 70 8,0 5 8,99 9,67 1,48 1,56 0,36 0,46 13,0 12,6 23,3 231 0,16 0,29 0,10 0,16 0,30 0,19
1 70 0,0 15 0,01 0,01 0,16 0,09 0,03 0,01 0,0 0,0 0,8 0,9 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00
12 70 8,0 15 12,15 12,54 1,98 2,01 0,57 0,93 231 19,8 249 25,3 0,21 0,39 0,18 0,27 0,33 0,26
13 70 4,0 10 2,85 2,85 0,00 0,33 0,93 0,00 3,9 3,7 10,8 10,5 0,05 0,02 0,11 0,05 0,14 0,06
14 70 4,0 10 2,60 3,13 0,28 0,14 0,00 0,10 4,2 3,6 121 12,4 0,05 0,03 0,01 0,05 0,16 0,04
15 70 4,0 10 2,73 2,94 0,12 0,15 0,43 0,00 41 4.1 12,0 12,2 0,05 0,02 0,05 0,05 0,16 0,05

Fonte: elaborado pela autora (2019)
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5.3.3 Fracionamento de Hg em amostras de borra oleosa

As condic¢des otimizadas para extragao e fracionamento do Hg, obtidas a partir
da otimizagdo multivariada, foram 90 °C, HNO3 8,0 mol L' e 10 min de extragdo. Trés
amostras de borra oleosa foram estrategicamente escolhidas para o fracionamento,
com base na diferenca de composicdo em relagcao as fases soélida e liquida. Todas as
amostras foram analisadas sem e com adigao prévia de Hg?* e CH3Hg* para avaliar a
converséo de CHsHg", a extragdo de Hg?* e de espécies organicas e a recuperagao
apos extragdo com aquecimento convectivo em bloco digestor. Devido a incapacidade
da técnica empregada (CV-AFS) para determinar diretamente as espécies organicas
de Hg (por exemplo, CH3sHg*), o extrato foi digerido por aquecimento com micro-ondas
e o contelido de Hg “organico” foi definido subtraindo a concentragdo de Hg?*
determinada no extrato digerido pela concentragdo de Hg?* determinada no extrato
nao digerido.

A Tabela 13 mostra o Hg total determinado nas trés amostras, obtidas apds
digestao assistida por micro-ondas. Dados sobre a extragdo de Hg?* e Hg orgénico e
recuperacdes obtidas apds o enriquecimento da amostra com os analitos também
estdo disponiveis na Tabela 13. A amostra A é mais rica em agua e 6leo, com menor
teor de solidos. A amostra B, por outro lado, tem uma propor¢ao pequena de agua e
Oleo e alta quantidade de sodlidos, enquanto a amostra C € pobre em agua e rica em
0leo e em solidos. A amostra A foi coletada da camada superficial do tanque de
residuos e as amostras B e C foram coletadas da camada inferior do tanque. A
recuperacgao de Hg?* foi menor nas amostras com maior teor de 6leo (amostras A e
C), o que reforga a hipotese de menor extragao devido a interagao desfavoravel entre
a amostra e a solucéo de extragao aquosa. Pode-se também supor que o maior teor
de 6leo agregue complexidade a composi¢ao da amostra, o que leva a uma extragao
ainda menor para espécies de Hg hidrofobicas estaveis (AVELLAN et al. 2018;
GAULIER et al. 2015). Observa-se, na Tabela 13, que apenas 49% do Hg?* adicionado
foi recuperado da amostra A. Consequentemente, supde-se que ha uma
subestimagao do valor de Hg?* extraido dessa amostra (45% - Tabela 13). E sugerido
que grande parte do Hg presente em amostras similares esteja fortemente associado
a matéria organica na matriz da amostra, em formas dificeis de serem extraidas
(RENNEBERG; DUDAS, 2001).
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A observagdo acima referida contrasta com os resultados derivados da
amostra B. Devido provavelmente a baixa quantidade de 6leo nesta amostra,
aproximadamente 100% de Hg?* e CHsHg* adicionados puderam ser recuperados
com sucesso. Além disso, as espécies de mercurio organico naturalmente presentes
nas amostras ndo foram detectadas apds os processos de extragdo e digestéo
aplicados neste trabalho, corroborando com informacgdes da literatura (BLOOM, 2000;
YUN et al. 2013).

O presente método aplicado para o fracionamento das espécies de mercurio
em borra oleosa evidenciou que de 45 a 66% do Hg presente na amostra corresponde
a fragao inorganica. Os testes de recuperagao variaram de 49 a 102% para Hg?* e 89
a 106% para CHsHg*. O teor restante de mercurio presente na amostra de borra
oleosa €, portanto, classificado como ndo extraivel (Tabela 13). Sabe-se que a
distribuicdo de Hg em dleo bruto ndo € concentrada somente nas formas ibnica
(organica e inorgénica), mas também como Hg® e Hg particulado, mesmo na forma de
HgS particulado (BLOOM, 2000; GAJDOSECHOVA et al. 2016; GAULIER et al. 2015;
LIANG; HORVAT; DANILCHIK, 1996; WILHELM; BLOOM, 2000). E razoéavel supor
que essa mesma distribuicdo possa ser encontrada em residuos oleosos.

Foi previamente constatado em amostras de sedimentos de petroleo
provenientes de tanques de armazenamento que cerca de 90% do Hg total estava
associado a fase sdlida dos sedimentos na forma de Hg particulado (B-HgS)
(AVELLAN et al. 2018). Apesar desses valores variarem de uma amostra para outra,
dependendo da composigao, essas informagdes complementam os resultados obtidos
neste trabalho e fornecem uma previsdo da composi¢cao das amostras de residuos
oleosos de petroleo.

Assim, a extracdo sob as condi¢des realizadas neste estudo é limitada a
quantidade real de Hg orgénico e inorganico nessas amostras, uma vez que Hg® e Hg
particulado provavelmente permanecerao na amostra e dificiilmente no meio extrator

(aquoso).



101

Tabela 13. Amostras analisadas por CV-AFS para fracionamento de Hg apés
extragcdo com aquecimento convectivo na condi¢do: 90 °C por 10 min com HNO3 8,0

mol L.
Extracéo Extrato digerido Hg néo-
Hg total = = ‘
Amostra (mg kg™) Hg* Hg?* Recuperagio Hg org. Recuperagido extraivel
(mgkg") (%)  Hg*(%)  (mgkg"') CHsHg"(%) (%)
A
Q 243+0,3 11,0+0,6 45 49 <LOD 100 55
! 4
B
‘ 63,7+0,1 420+0,3 66 102 <LOD 106 34
C
% 354 +9 186+4 52 86 <LOD 89 48

Fonte: elaborado pela autora (2019)

5.3.4 Determinagao de Hg?* e CH3;Hg* por HPLC-ICP-MS

Como forma de estabelecer uma comparacao, as trés amostras de borra
oleosa foram submetidas a extracdo por aquecimento convectivo e os extratos foram
posteriormente analisados por HPLC-ICP-MS usando 8% de metanol e 92% de uma
solugéo aquosa contendo L-cisteina 0,12% (m/v) e NHsCH3CO2 0,01 mol L' como
fase movel (LIU et al. 2018). O ajuste do pH das solugbes da amostra foi feito com
NaOH e a diluicdo das solugdes no mesmo meio que a fase mével (pH final de
aproximadamente 5,0). Os resultados sao apresentados na Tabela 14. A vantagem
imediata do uso de HPLC-ICP-MS em comparacao a CV-AFS é a possibilidade de
realizar uma determinagao especifica das espécies com o uso de padrées. Os
resultados quantitativos séo apresentados na Tabela 14.

O teste t para um nivel de confianga de 95% revelou, estatisticamente, a
auséncia de diferenca significativa (p>0,05) entre os resultados obtidos para Hg?* por
CV-AFS e os obtidos por HPLC-ICP-MS. Deve-se ressaltar, ainda, que o CH3Hg* ndo
foi detectado nos extratos analisados por HPLC-ICP-MS, o que reforga a auséncia de
concentragao significativa desta espécie nos extratos da amostra. A auséncia de picos
ndo atribuidos a Hg?* e CHsHg* também sugere que outras espécies de Hg estavam
abaixo do limite de detecc¢ao ou ndo puderam ser extraidas. Os valores de LOD e LOQ
obtidos para Hg?* por CV-AFS foram 0,07 e 0,2 ng g, enquanto para HPLC-ICP-MS
o LOD e LOQ foram de 0,01 e 0,03 mg kg™', respectivamente. As vantagens de usar
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a CV-AFS séo claras, pois o método em si € mais rapido, significativamente mais
sensivel e tem custos operacionais muito mais baixos comparados ao uso de HPLC-
ICP-MS.

Tabela 14. Comparagéo das concentragdes de Hg?* nas amostras de borra oleosa
determinadas por CV-AFS e HPLC-ICP-MS apéds extragdo com aquecimento

convectivo.
CV-AFS HPLC-ICP-MS
Hg*" Hg org. Hg*' CH:;Hg"*
Amostra . v RSD (% . d RSD (%
(mgkg") (mg kg") %) (mgkg") (mgkg") (%)
A 11,0+0,6 <LOD 55 11,7+0,8 <LOD 6,8
B 42,0+0,3 <LOD 0,7 448 +2.7 <LOD 6,0
C 186 + 4 <LOD 2,3 187 £ 6 <LOD 3,2

Fonte: elaborado pela autora (2019)

5.4 CONCLUSOES PARCIAIS

A partir das otimizagbes da extragdo com aquecimento convectivo e
determinacao por CV-AFS, observou-se que massas de amostras e volumes menores
de extrator foram mais favoraveis para a extragdo de Hg?*, considerando as
particularidades do aquecimento convectivo. Os estudos mostraram que melhores
respostas de concentragdo de Hg?* foram obtidas nas condigdes mais drasticas
estudadas e que a solugdo de HNO3 mostrou maior extragdo de Hg?* do que HCI. O
uso da abordagem multivariada, funcdo desejabilidade, foi considerada adequada
para encontrar uma condicdo de compromisso entre a maxima extragcao, aceitavel
conversao de CH3Hg*, e maximas recuperagbes das espécies. O método adotado
mostrou adequada extragdo de Hg?* para maioria das amostras, apesar de uma
grande quantidade do Hg presente na amostra nao ser extraido. Isso se deve,
provavelmente, a presenca de complexos hidrofébicos, HgS e/ou HgP insoluveis, que
sdo considerados menos toxicos que as espécies idnicas aqui estudadas (Hg?* e
CHsHg"). Em suma, o método desenvolvido permite detectar baixas concentragoes de
Hg?* por CV-AFS, com alta sensibilidade e precisdo, comparado ao uso de métodos
mais tradicionais como HPLC-ICP-MS. Este método demonstrou ser simples, rapido
e de baixo custo, permitindo adequada aplicagao para o fracionamento de Hg em
amostras oleosas, particularmente na auséncia de técnicas especificas para analise

de especiagéo.
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CAPITULO 3

6 ANALISE DE ESPECIAGAO QUIMICA DE MERCURIO EM RESIDUOS OLEOSOS
DE PETROLEO POR HPLC-ICP-MS

Neste capitulo foram efetuadas as investigacbes para separagdo e
determinagédo das espécies de Hg por HPLC-ICP-MS e para a otimizagdo do método
de extragdo das espécies de Hg das amostras de residuos oleosos de petrdleo
utilizando banho de ultrassom e de aquecimento. Para estes estudos, planejamento
de experimentos de matriz Doehlert e Box-Behnken foram utilizados para a otimizagdo
multivariada e para a inspec¢do visual das condi¢cbes otimas de trabalho aplicando
metodologia de superficie de resposta. A extracdo das espécies, conversdo de
CHsHg* em Hg?** e a recuperagdo das espécies foram monitoradas durante a
otimizagcdo do método de extragcdo, a fim de comprovar a eficacia e exatiddo do

método de extragdo otimizado.
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6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Otimizar os fatores envolvidos na separagdo das espécies de Hg no

cromatégrafo a liquido com coluna C1g (composicéo e vazéo da fase mével).

» Otimizar a vazao do gas nebulizador e a poténcia de radiofrequéncia do ICP-

MS para a detecgao de espécies de Hg.

> Investigar o efeito de diferentes solugdes e solventes na extragéo de espécies

de Hg da amostra de borra oleosa.

» Otimizar as condi¢cdes experimentais para extracdo das espécies de Hg da
amostra de borra oleosa utilizando extragao assistida por ultrassom e

aquecimento.

» Avaliar, durante a otimizacéo dos fatores envolvidos na extragao, a conversao
de CHsHg* em Hg?*, a extragdo das espécies e as recuperagdes de Hg?* e
CHsHg".

» Proceder a digestdo assistida por micro-ondas e a extragao assistida por
ultrassom e aquecimento para quantificagdo das espécies Hg?* e CHsHg* nas

amostras de borra oleosa com diferentes composicoes.

» Verificar a exatiddo do método com testes de adicdo e recuperagao das
espéecies em cada amostra avaliada e comparar com os resultados obtidos pelo
método oficial 3200 da US EPA.
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6.2 MATERIAIS E METODOS

6.2.1 Instrumentacao

As amostras foram pesadas em balanca analitica (Bel Engineering, M 254A,
Mildo — Italia). Para a digestdo das amostras de borra oleosa foi utilizado forno de
micro-ondas (MLS 1200 Mega, Milestone, Bergamo — Italia) com controle de poténcia
e sem controle de temperatura do sistema, equipado com seis posi¢des para frascos
de PTFE ou PFA. Para a extragao das espécies de Hg das amostras de borra oleosa
foi utilizado um banho ultrassénico com aquecimento, operado na frequéncia fixa de
60 Hz e poténcia fixa de 1800 W, (Thornton, 30 LTS, S&o Paulo). Para extragédo pelo
método EPA 3200 um vértex (V1, IKA, Staufen, Alemanha) foi utilizado para a agitagao
e homogeneizagdo da amostra com a solugdo extratora. Para centrifugagdo dos
extratos uma centrifuga (Quimis, Sdo Paulo - Brasil) foi utilizada.

Para a determinagdo de Hg total nas amostras de borra oleosa foi utilizado
um espectrémetro de fluorescéncia atdbmica com vapor frio (Mercur Duo Plus, Analytik
Jena, Jena - Alemanha), utilizando uma lampada de baixa pressao de Hg, operado no
comprimento de onda de 253,7 nm e com detecgao no angulo de 90 °C com o feixe
incidente.

Para a determinagao das espécies de Hg, um HPLC (Perkin Elmer, Flexar,
Massachusetts, USA) controlado pelo software Chromera®, operado com bomba
quaternaria para mistura de solventes, equipado com coluna C+g (Perkin Elmer, 150 x
4,6 mm, 5 ym) foi acoplado offline ao instrumento de ICP-MS (Perkin EImer-SCIEX,
Thornhill, Canada).O eluato proveniente da coluna foi inserido diretamente em um
nebulizador pneumatico concéntrico de vidro (Meinhard, Colorado, USA) acoplado a
uma camara de nebulizagao ciclonica de vidro, utilizando um tubo de PTFE. Para
verificacdo do pH das solugdes analisadas por HPLC foi utilizado o pHmetro (Quimis,
Q-400A, Sao Paulo).

6.2.2 Amostras e reagentes

Amostras de borra oleosa com diferentes composicbes e coletadas em

diferentes regides dos tanques de armazenamento de residuos foram obtidas em

parceria com a industria do petréleo. Os reagentes utilizados para a digestdo e a
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extragao foram H202 30% (Vetec, Rio de Janeiro), HNO3 65% e HCI 37% (Merck, Sao
Paulo). Os acidos foram bidestilados abaixo do ponto de ebulicdo utilizando um
sistema de quartzo (Kurner Analysentechnik, Rosenheim, Alemanha) e a agua foi
deionizada e purificada em um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA), para
resistividade final de 18,2 MQ cm para o preparo das solugoes.

Metanol grau HPLC (Applichem, Darmstadt, Alemanha), NHsCH3CO- (Carlo
Erba, Mildo, Italia), cloridrato de L-cisteina (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha),
xileno (Applichem, Darmstadt, Alemanha), KOH (Neon, Sdo Paulo), 2-mercaptoetanol
(Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha), etanol absoluto grau HPLC (Applichem,
Darmstadt, Alemanha), cloroférmio (Applichem, Darmstadt, Alemanha) de grau
analitico foram utilizados. As solugcdes que compunham a fase moével foram
previamente filtradas utilizando filtros membrana de 0,22 ym (Merck Millipore,
Carrigtohill, Ireland), e os extratos obtidos da extragdo assistida por ultrassom foram
filtrados com filtros seringa de PTFE (0,22 um) (Analitica, Sdo Paulo).

Para a determinagéo de Hg por CV-AFS, solucao do agente redutor SnCl> 3%
(m/v), preparada a partir de SnCl>.2H>O (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha), em
meio de HCI 0,36 mol L' e a solucéo de HCI 0,36 mol L' foram utilizadas. As solugbes
da amostra e dos reagentes (SnCl2 e HCI), foram aspiradas descontinuamente em um
sistema em fluxo a uma vazao de 8,0 mL min™ e 2,0 mL min-'. Argénio com 99,997%
de pureza (White Martins, Sao Paulo) foi utilizado para as analises por CV-AFS e ICP-
MS. Para a medigdo da concentragdo de Hg?* nas amostras por CV-AFS, adicionou-
se as solugdes de calibragdo e das amostras KMnOs 0,05% (m/v) (Merck, Rio de
Janeiro) e NH20OH.HCI 0,025% (m/v) (Merck, Darmstadt, Alemanha).

A solugao padrio de Hg?* foi preparada a partir de uma solugao padrao de Hg
(Specsol, Sao Paulo) e a solugdo de CH3Hg" a partir do cloreto de metilmercurio 95%
(Sigma-Aldrich, Buchs, Suiga), preparado com cuidado rigoroso devido a sua alta
toxicidade. O descarte dos residuos foi feito em recipientes especiais para mercurio e
os residuos foram coletados pelo departamento de gestdo de residuos soélidos da

UFSC para descarte apropriado.

6.2.3 Procedimento experimental



107

6.2.3.1 Otimizag&do das condigbes instrumentais para a determinagéo das espécies de
Hg por HPLC-ICP-MS

6.2.3.1.1 Otimizacdo da fase movel do instrumento de HPLC

Para esta otimizacao, a fase mével utilizada por Liu et al. (2018) foi empregada
como ponto de partida para o estudo da composicdo da fase moével. Para isso,
diferentes concentracées de L-cisteina e acetato de aménio foram variadas em um
planejamento de matriz Doehlert. A concentragéo de L-cisteina foi variada em trés
nives (0,12, 0,26 e 0,4% (m/v)) e a concentracao de acetato de aménio foi variada em
cinco niveis (0,01, 0,02, 0,03, 0,04 e 0,05 mol L'). Somaram-se 7 experimentos
efetuados em duplicata, avaliando-se o aumento de contagens das espécies de Hg
em cada composicdo. Nessas condicbes, uma solugdo padrdao contendo
concentragdes individuais de 50 ug L' de Hg?* e 35 ug L' de CHsHg*, preparada na
solugdo da fase movel (L-cisteina 0,12% m/v + acetato de amonio 0,01 mol L") para
ajuste do pH, foi analisada para verificar as contagens e a separagao das espécies de
Hg nos diferentes experimentos, avaliando-se, também, o pH das solugbes
investigadas. Os sinais cromatograficos das espécies foram integrados em relagéo a
area, e as respostas foram expressas como contagens de Hg?* e CHsHg* (a.u.,
arbitrary unit).

A proporg¢ao ideal de metanol, e, consequentemente, a propor¢éo da mistura
de L-cisteina e NH4CH3CO- e da vazao da fase movel sobre as contagens de Hg?* e
CHsHg* (a.u.) e a separacdo das espécies, foram avaliadas com uma matriz de
planejamento Doehlert. Assim, o fator propor¢ao de metanol foi avaliado em 3 niveis
(0,0, 4,0 e 8,0%) enquanto o fator vazao da fase moével foi avaliado em cinco niveis
(0,6,0,7,0,8,0,9 e 1,0 mL min'). Para isso uma solugdo padrio de 50 ug L' de Hg?*
e 35 ug L' de CH3Hg* preparada com a solugao da fase mével (L-cisteina 0,26% m/v
+ acetato de amoénio 0,03 mol L") foi analisada em duplicata, num volume de 20

microlitros.

6.2.3.1.2 Otimizacao da vazao de gas nebulizador e da poténcia de radiofrequéncia
do ICP-MS
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Para a otimizagdo dos parametros do ICP-MS um planejamento de matriz
Doehlert foi aplicado variando-se as condi¢ées de vazdo do gas nebulizador em 5
niveis (0,8, 0,9, 1,0, 1,1 e 1,2 L min"") e as condi¢des de poténcia de radiofrequéncia
em 3 niveis (900, 1000 e 1100 W). As contagens das espécies foram monitoradas
através da andlise de uma solugéo padrdo de 50 ug L-' de Hg?* e 35 ug L' de CH3Hg*,

em duplicata, diluida na solugédo da fase mével.

6.2.3.2 Otimizagdo da extracdo assistida por ultrassom e por aquecimento sobre a

extragdo das espécies de Hg da amostra de borra oleosa

6.2.3.2.1 Avaliagado de diferentes solugbes sobre a extracdo das espécies de Hg da

amostra de borra oleosa

Inicialmente, para avaliar o comportamento de diferentes solugdes sobre a
extragao das espécies de Hg da amostra de borra oleosa, diferentes reagentes foram
avaliados. As solugbes L-cisteina 0,1% m/v, acetato de amoénio 0,01 mol L', a
composigao da fase movel (L-cisteina 0,26% m/v + acetato de aménio 0,03 mol L"),
metanol 1% v/v, HNO3 0,1 mol L', HCI 0,1 mol L', KOH 0,1% m/v e 2-mercaptoetanol
0,1% vlv, individualmente, foram utilizadas como meios extratores.

Para este estudo, aproximadamente 0,25 g de amostra de borra oleosa foi
pesada em frascos de polipropileno, adicionando-se 10 mL de solugéo. Para avaliagéao
do efeito de extragao por temperatura e por ultrassom, individualmente, as amostras
foram submetidas a extragcdo em banho de ultrassom por 30 min ou a extragdo com
aquecimento em banho na temperatura de 60°C por 30 min. Os extratos foram filtrados
com filtro seringa de 0,22 um e diluidas num fator de 10 com a solugéo da fase movel
para ajuste do pH, e analisadas por HPLC-ICP-MS nas condigbes instrumentais
otimizadas. As amostras foram analisadas em duplicata, fazendo-se trés medicdes da

solugao para cada replicata.

6.2.3.2.2 Otimizacao da massa de amostra e volume de solugao para a extragao das

espéecies de Hg

Para avaliar a massa de amostra e o volume de solugao na extragao foi

aplicado um planejamento de matriz Doehlert. A massa de amostra foi avaliada em
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trés niveis (0,1, 0,3 e 0,5 g), enquanto o volume foi avaliado em cinco niveis (5, 10,
15, 20 e 25 mL). A concentragdo da solugao foi de 0,1% m/v de L-cisteina para os
diferentes volumes. Durante os experimentos aplicou-se temperatura do banho de 60
°C e ultrassom por 30 min. As solugbes do extrato foram filtradas, diluidas e

analisadas, em duplicata, efetuando-se trés inje¢des para cada replicata.

6.2.3.2.3 Avaliagdo do uso de solvente organico para o aumento do contato da

amostra com a solugao extratora sobre a extracdo das espécies de Hg

Os solventes organicos, xileno, cloroférmio e etanol foram incluidos nos
estudos de extracdo das espécies de Hg para verificar o efeito da solubilizacdo da
fracao oleosa da amostra e aumento do contato com a solucéo extratora, para verificar
a melhora da extragdo das espécies de Hg.

Para estes experimentos, aliquotas contendo aproximadamente 0,1 g de
amostra foram adicionadas em frasco de polipropileno juntamente com 0,5 mL do
solvente (xileno, cloroférmio ou etanol) e 15 mL de L-cisteina 0,6% m/v. Os frascos
foram submetidos a aquecimento em banho na temperatura de 60°C e ultrassom por
40 min. Apds resfriamento as solug¢des foram filtradas com filtro seringa, diluidas num

fator de 10 e analisadas imediatamente por HPLC-ICP-MS.

6.2.3.2.4 Aplicagdo de um planejamento fatorial fracionario 252 para triagem dos

fatores significativos na extragdo das espécies de Hg

Alguns fatores foram incluidos no planejamento de experimentos, incluindo o
uso de xileno para o aumento do contato da amostra com a solugao extratora, e da
solugcdo de 2-mercaptoetanol, para verificar o aumento da extragao das espécies de
Hg da amostra de borra oleosa. Em vista do grande numero de fatores envolvidos na
otimizacao da extragao, foi aplicado um planejamento fatorial fracionario para avaliar
a significancia dos fatores estudados. Neste planejamento, os fatores volume de
xileno, concentragao de L-cisteina, concentracdo de 2-mercaptoetanol, temperatura
do banho e tempo de ultrassom foram avaliadas para teste de significancia em relagcao
a extragdo de Hg?* utilizando grafico de Pareto.

Nesse planejamento foram realizados 11 experimentos ao total, avaliando-se

pontos de minimo (-1) e de maximo (+1) com triplicata do ponto central (0). Na Tabela
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15 estdo mostradas as condigdes utilizadas nesta matriz de experimentos. 0,1 g de
amostra foram adicionados em frascos de polipropileno, com volume final de 15 mL
em relagdo aos volumes de xileno avaliados e volume de L-cisteina em diferentes

concentragdes.

Tabela 15. Fatores e niveis (-1, 0, +1) avaliados aplicando-se planejamento fatorial
fracionario 252 na triagem dos fatores significativos envolvidos no método de
extracido das espécies de Hg da amostra de borra oleosa.

Ponto minimo Ponto central Ponto maximo

Fatores
(-1) (0) (+1)
Xileno, mL 0,1 0,4 0,7
L-cisteina, % m/v 0,1 0,7 1,3
2-mercaptoetanol, % v/v 0,0 0,3 0,6
Temperatura do banho, °C 40 60 80
Tempo de ultrassom, min 5 35 65

Fonte: elaborado pela autora (2019)

6.2.3.2.5 Otimizacgao dos fatores envolvidos com o método de extragao

Para a otimizacao dos fatores significativos na extracdo das espécies de Hg
(concentragao de L-cisteina, volume de xileno e temperatura do banho) foi aplicado
um planejamento Box-Behnken. Nesse caso, aliquotas contendo aproximadamente
0,1 g de amostra de borra oleosa foram pesadas e adicionadas em frascos de
polipropileno, aplicando-se as diferentes condigbes apresentadas na Tabela 16. Cabe

destacar que o tempo de aplicagao de ultrassom foi fixado em 30 min.

Tabela 16. Fatores e niveis (-1, 0, +1) avaliados aplicando-se matriz Box-Behnken
na otimizacdo do método de extragao das espécies de Hg da amostra de borra
oleosa.

Ponto minimo Ponto central Ponto maximo

Fatores
(-1) (0) (+1)
[L-cisteina], % m/v 0,1 0,7 1,3
Xileno, mL 0,5 0,9 1,3
Temperatura do banho, °C 40 60 80

Fonte: elaborado pela autora (2019)

Para estas condigdes, em cada experimento foi avaliada a extragdo das

espécies de Hg, a conversdo das espécies de CHsHg* em Hg?* e a recuperacgdo de
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Hg?* e CHsHg* adicionados. A amostra de borra oleosa foi separada em trés fragoes,
dentre as quais uma permaneceu sem enriquecimento enquanto as demais foram
enriquecidas com as espécies. Essas fragdes foram enriquecidas com 100 mg kg™' de
CHsHg* ou 200 mg kg"' Hg?, individualmente, homogeneizadas, e apds 24 h
submetidas ao estudo de otimizagdo. Nesse aspecto, a recuperagdo de CHsHg" foi
avaliada considerando-se a concentragcado de CH3Hg™ adicionada e a concentragéo de
CHsHg* determinada apods a aplicagédo das condi¢des mostradas na Tabela 16. A
converséo de CH3sHg* em Hg?* foi avaliada pelo aumento da concentragdo da espécie
Hg?* na amostra enriquecida com CHsHg* em comparagédo com a concentragéo de
Hg?* da amostra sem enriquecimento, e pela observagdo da diminuigdo da
concentragédo do CHsHg* adicionado. Enquanto a recuperagao de Hg?* foi monitorada
pela diferenga entre a concentragao de Hg?* na amostra enriquecida e a concentragao
de Hg?* na amostra sem enriquecimento, apds a aplicagédo das condigbes mostradas
na Tabela 16.

6.2.3.3 Analise de especiagdo quimica de Hg em amostras de borra oleosa

Apos a otimizacdo do método de extragcdo assistida por ultrassom e
aquecimento e da determinagcdo das espécies de Hg por HPLC-ICP-MS, treze
amostras de borra oleosa de diferentes composi¢des foram analisadas.
Aproximadamente 0,1 g de amostra foram pesados em frascos de polipropileno,
adicionando-se 1,2 mL de xileno, sob agitagdo manual, para a solubilizacdo da
amostra. Em seguida, 13,8 mL de uma solugao de L-cisteina 1,3% m/v foi adicionada
aos mesmos frascos. Os frascos foram colocados em banho de aquecimento, e,
quando a temperatura de 60 °C foi alcangada, ultrassom com frequéncia de 60 KHz
foi aplicado por 30 min, mantendo-se a temperatura em 60°C + 2°C neste periodo.
Durante a extracao, os frascos foram agitados manualmente, de 5 em 5 min, para a
mistura das fases e aumento da extragdo. Apods o resfriamento da solugao, os extratos
foram filtrados com filtro-seringa de 0,22 uym e diluidos num fator de 10 a 20, com a
solugdo da fase movel (L-cisteina 0,26% m/v + acetato de aménio 0,03 mol L"). As
solucdes foram analisadas por HPLC-ICP-MS empregando as condi¢cdes descritas na
Tabela 17.
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Tabela 17. Parametros e condi¢cdes usadas para analise de especiagao quimica de
Hg por HPLC-ICP-MS.

Parametro Valor
ICP-MS
Nebulizador Meinhard concéntrico
Vazio de gas (Ar, L min™)
Gas nebulizador 1,0
Poténcia de Radiofrequéncia (W) 1000
Detector
Estagio analdgico (V) -1937
Estagio de pulso (V) 1000
Modo Scanning
Dwell time (ms) 50
Isétopo monitorado 202Hg
HPLC
Coluna C1g Perkin Elmer (150 x 4,6 mm, 5 um)
4% metanol
Fase movel 96% H-0 (0,26% L-cisteina (m/v) + 0,03
mol L' acetato de amonio)
Modo Isocratico
Vazao (mL min™) 0,8
Volume de injegao (uL) 20

Fonte: elaborado pela autora (2019)

Cabe ressaltar que os instrumentos foram acoplados no modo offline, o que
exigiu que os sinais cromatograficos fossem exportados para um arquivo Excel® e,
posteriormente, para o Origin® para que os sinais cromatograficos plotados fossem
integrados. Diante disso, as curvas de calibragéo das espécies de Hg?* e CH3Hg* nas
concentragbes de 10 a 100 uyg L' foram feitas pela injecdo de cada ponto em
quadruplicata para posterior determinacdo da concentragdo das espeécies nas
amostras analisadas. Nessas condi¢des, os limites de detecgao e quantificacdo (LOD
e LOQ, respectivamente) foram estimados pelo desvio padrao de 10 medidas da
solugao do branco, multiplicado por 3,3 (para o LOD) ou por 10 (para o LOQ), dividido

pela inclinagado da curva de calibragao.

6.2.3.4 Avaliagdo da exatiddo do método de extracdo das espécies de Hg

Em vista da falta de um material de referéncia certificado similar a matriz das
amostras em estudo, a exatiddo do método de extragao foi avaliada principalmente
por testes de adigdo e recuperagio das espécies de Hg?* (300 mg kg™') e CHsHg* (200
mg kg') nas treze amostras quantificadas. Além disso, trés destas amostras, as quais

apresentaram matrizes com diferentes composicées de agua, 6leo e soélidos, foram
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submetidas a testes de adicdo e recuperacdo em trés diferentes niveis de
concentragdes de Hg?* (50, 100 e 300 mg kg'). O enriquecimento foi feito pela
homogeneizagao da solugédo padrao nas amostras e armazenamento por pelo menos
24 h previamente ao estudo.

Como uma alternativa, a comparacdao com o método EPA 3220 foi realizada.
Apesar de este método ser recomendado para amostras solidas como solos e
sedimentos, foi aplicado para duas das amostras em estudo para fins de comparacéo.
No método EPA, aproximadamente 0,5 g de amostra foram adicionados em frascos
de 50 mL de polipropileno com 2,5 mL de solu¢ao (HCI 2,0% v/v + etanol 10% m/v),
submetidos ao vortex por 1 minuto, sonicagdo por 7 min a 60 °C e centrifugagao por
5 min a 3200 rpm. O extrato foi transferido para frasco de 50 mL, e a amostra foi
repetidamente submetida a extracdo por mais trés vezes. Ao final, os extratos foram
coletados juntamente, diluidos para 25 mL e posteriormente analisados por HPLC-
ICP-MS.
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.3.1 Otimizagao das condi¢6es instrumentais para a determinagao das espécies
de Hg por HPLC-ICP-MS

6.3.1.1 Otimizagdo da composicdo da fase movel para a separacédo das espécies de
Hg

Inicialmente, um método da literatura (LIU et al. 2018) foi reavaliado neste
trabalho para a determinacéo das espécies de Hg em amostras de borra oleosa por
HPLC-ICP-MS.

Para tanto, a composicado da fase movel, constituida por L-cisteina e acetato
de amobnio foi investigada em diferentes concentragdes, aplicando-se um
planejamento Doehlert. Durante este estudo, uma solugao padrao composta por 50
ug L' de Hg?* e 35 ug L' de CH3Hg* foi analisada para avaliar as contagens das
espécies (a.u.), em relacédo a area integrada dos sinais cromatograficos. Na Tabela
18, estdo mostradas as condigdes experimentais avaliadas na matriz Doehlert e as
respostas, em duplicata, referentes as contagens das espécies Hg?* e CHsHg*. Nas
diferentes composicoes de L-cisteina e acetato de amobnio os valores de pH das

solucdes variaram entre 2,8 a 5,5.

Tabela 18. Matriz Doehlert, condi¢gdes experimentais e respostas das contagens de
Hg?* e CHsHg" obtidas nas otimizagdes das solugdes de L-cisteina e acetato de
amonio na composicao da fase movel.

Acetato de i Contagens (a.u.)?
L-cisteina
Exp. amoénio
(% mlv) Hg* CH;Hg*

(mol L)
1 0,03 0,26 2705 2782 1938 1924
2 0,05 0,26 1946 2020 1335 1399
3 0,04 0,4 2354 2362 1675 1647
4 0,01 0,26 2077 2370 1530 1690
5 0,02 0,12 2362 2406 1710 1695
6 0,04 0,12 1885 1957 1345 1374
7 0,02 0,4 2236 2268 1553 1566

Fonte: elaborado pela autora (2019)
2(a.u.) arbitrary unit
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Nos experimentos descritos na Tabela 18, apenas as contagens das espécies
foram monitoradas. Visto que a variagao das concentragdes das solugdes nao resultou
em alteragédo do tempo de retengdo das espécies de Hg?* e CHzHg*, tampouco na
variagao do perfil do sinal cromatografico, a resolugéo dos sinais nao foi avaliada nas
respostas.

Na Figura 20 esta mostrada a superficie de resposta obtida para as contagens
de Hg?* nas diferentes condigdes experimentais. Nesse caso, a superficie de resposta
para as contagens de CH3sHg" ndo foi mostrada pois apresentou o mesmo perfil que
a superficie de resposta para a espécie Hg?*.

Figura 20. Superficie de resposta obtida de uma matriz Doehlert na otimizagao dos
componentes da fase mével (L-cisteina e acetato de ambnio) sobre as contagens
para a solucdo padrao de 50 ug L' de Hg?*.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Os dados estatisticos obtidos pela ANOVA (Apéndice N) mostraram que o
modelo ndo apresenta falta de ajuste. Isso indica que os valores experimentais estao
concordantes com os valores preditos pelo modelo. Para a superficie da Figura 20,
94% da variabilidade nas respostas ¢é justificada pelo modelo. Estatisticamente, foi
determinada a significancia para todos os fatores. Como observado na Fig. 20,
visualmente, a condigdo 6tima de contagens de Hg?* esta indicada no ponto central
da superficie de maximo, composta pela solugdo de 0,26% m/v de L-cisteina e 0,03

mol L' de acetato de aménio. Adicionalmente, o pH desta solugdo manteve-se em
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4,7, o qual estda num valor intermediario a faixa de tolerancia recomendada para a
coluna de separagédo em fase reversa (C1g) de 2,5 a 7,5, além de favorecer o aumento
das contagens das espécies das espécies de Hg. A partir disso, optou-se por utilizar

essa composicao de fase mével durante a separagéo das espécies de Hg.

6.3.1.2 Otimizagdo da propor¢cdo de metanol e da vazdo da fase movel sobre as

contagens e separagéo das espécies de Hg

Neste estudo, fatores envolvidos diretamente com a separacao das espécies
de Hg foram avaliados por planejamento Doehlert. Para isso, diferentes condigdes de
vazao da fase mével (0,6 a 1,0 mL min™") e proporgées de metanol (0 a 8%) foram
avaliadas, tanto para verificagdo das contagens das espécies de Hg como para os
fatores resolucdo e coeficiente de seletividade, necessarios para a separagao
adequada das espécies.

Nesse contexto, o coeficiente de seletividade (a) é a capacidade de separagao
entre duas espécies e quanto maior o valor desse coeficiente, para valores superiores
a 1,0, melhor a separacao. Ja a resolucao (Rs), prevé a separagédo de duas espécies
levando em consideragao os tempos de retencéo entre as duas espécies e a largura
da base dos sinais, fornecendo com maior confiabilidade a qualidade da separacéo
entre duas espécies. A resolugcdo e a seletividade sao calculadas, normalmente,
empregando as equagdes 6 e 7, respectivamente. Na equacgao 6, o tempo de retengao
liquido (ts) € igual ao tempo de retengéo bruto (tr) menos o tempo morto (tm). Na
equacao da resolugdo (Eq. 7), wi e w2 sdo as larguras de base dos sinais

cromatograficos das espécies Hg?* e CHsHg* (EITH et al. 2006).

t
a= =2 (6)
ts1
__ tra—tR1
RS - (W1+W2) (7)

A Tabela 19 mostra as condi¢gbes experimentais da matriz Doehlert e as
respostas, em duplicata, para as contagens das espécies Hg?* e CHsHg", e os valores
de resolugéo e seletividade, calculados utilizando as Equagbes 6 e 7.



Tabela 19. Matriz Doehlert aplicada para otimizacao da vazao da fase mével e
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proporcao de metanol na fase movel, respostas para as contagens referentes a
solugao padrdo de 50 ug L' de Hg?* e 35 ug L' de CH3Hg*, resolugéo e

seletividade.
Vazdao FM  Metanol Contagens (a.u.)?
Ex Resolugdo Seletividade

(mL min) (%) Hg* CH;z;Hg*
1 0,8 4 4540 4574 3126 3119 4.6 1,9
2 1,0 4 3759 3770 2567 2578 4.4 1,9
3 0,9 8 2778 2795 1944 1816 3,0 1,6
4 0,6 4 5694 5737 3826 3811 4,2 1,9
5 0,7 0 4285 4279 2760 2785 4.9 2.1
6 0,9 0 3552 3546 2292 2280 4.6 2,0
7 0,7 8 4078 4076 2787 2740 2,6 1,6

8(a.u.) arbitrary unit

Fonte: elaborado pela autora (2019)

A partir dos dados da Tabela 19, a superficie de resposta para as contagens

de Hg?* foi projetada e estd mostrada na Figura 21. A superficie de resposta para as

contagens de CH3zHg* novamente ndo foi mostrada na Figura 21, pois apresentou o

mesmo perfil que a superficie de resposta para a espécie Hg?*. Os dados estatisticos

da ANOVA para as respostas da Figura 21 estdo mostrados no Apéndice O.

Figura 21. Superficie de resposta para as contagens referentes a solugéo padrao de

50 ug L' de Hg?* apos aplicagao de planejamento Doehlert para otimizagéo da

vazao da fase movel e proporcdo de metanol.

Fonte: elaborado pela autora (2019)
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Para a superficie de resposta relacionada as contagens de Hg?* (Fig. 21), o
coeficiente de determinacao obtido foi de 0,99, mostrando que 99% da variabilidade
dos dados ¢ justificada pelo modelo ajustado e todos os fatores foram significativos.

Como pode ser visto na Figura 21, as contagens foram superiores quando
utilizadas proporcdes de 4% de metanol e vazées de fase movel inferiores a 0,8 mL
min-'. Em proporgdes de metanol de até 4% na fase mével houve um aumento da
sensibilidade das espécies de Hg, o qual pode ser decorrente da reagao de
transferéncia de carga do carbocation (C*) para as espécies de Hg; pelo aumento na
eficiéncia de nebulizacdo; ou pelo deslocamento da zona de densidade ibnica
(SOUZA et al. 2010). Em contrapartida, em propor¢des mais elevadas de metanol
(8%) e em vazbes superiores a 0,8 mL min', as contagens reduziram
consideravelmente. Particularmente, em propor¢cdes de metanol superiores a 5%
ocorre reducao da estabilidade do plasma e aumento da deposi¢cao de carbono nos
cones do ICP (SOUZA et al. 2010). Além disso, em vazdes e proporgdes de metanol
mais elevadas, observou-se reducao do tempo de interagcdo das espécies com a
coluna C+g, diminuindo o tempo de retencéao, e, também, as contagens por segundo
para cada espécie. Esse efeito de reducao do tempo de retencao e da area dos sinais
cromatograficos pode ter sido acarretado pela deterioragdo da eficiéncia de
nebulizagdo com o aumento da vazao da fase moével (YAO et al, 2017). Ao mesmo
tempo, o aumento da proporgéo de metanol para valores acima de 5% pode reduzir a
resolugéo dos sinais cromatograficos das espécies de Hg?* e CHsHg* (LIN; CHANG;
JIANG, 2008). A vantagem deste efeito € que os sinais ficam mais estreitos, apesar
da reducao das contagens e do tempo de retencao das espécies. Quanto a redugao
destas condigdes, tanto na auséncia de metanol e em vazdes de 0,6 mL min-' da fase
movel, os sinais apresentaram contagens maiores; entretanto, os picos ficaram mais
alargados, podendo prejudicar a separagao em determinadas condi¢des. Na Figura
22, estdao mostrados os perfis dos sinais cromatograficos dos experimentos 1, 3 e 5,
referentes as maiores e menores condi¢gdes avaliadas na Tabela 19, considerando as
contagens das espécies com o tempo (s). Nesse contexto, solugcdes padroes de 50 ug
L' de Hg?* e 35 ug L' de CHsHg*, na mesma solugéo, foram analisadas. Em todos
0s experimentos, observa-se que o primeiro sinal (mais intenso) refere-se a espécie

Hg?* e o segundo sinal (menos intenso) é relativo a espécie CHsHg".
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Figura 22. Perfil dos sinais cromatograficos das espécies Hg?* e CHzHg* em
solucao padrao, obtidos nas diferentes condi¢cdes experimentais para otimizagao da
separagao, avaliando-se a proporgéo de metanol (%) e a vazéo da fase movel
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

O perfil dos sinais cromatograficos mostrados na Figura 22, complementa os
dados mostrados na Figura 21, evidenciando que em condi¢gdes reduzidas de
proporcao de metanol e vazdes de fase mével, ocorre aumento do tempo de analise.
A partir disso, mostrou-se necessario avaliar a resolucao e a seletividade dos sinais
nestas condicdes. Considerando os valores de resolugao dos sinais e o coeficiente de
seletividade, na Figura 23 sdo mostradas as superficies de resposta geradas a partir
da Tabela 19.
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Figura 23. Superficies de resposta para a) resolugéo e b) coeficiente de seletividade
relacionados a separagao das espécies de Hg em solugéo padréo, nas diferentes
condicdes experimentais de otimizagao de vazao da fase movel e proporcéo de
metanol.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Os dados estatisticos da ANOVA (Apéndice P) mostraram que para a
resolugcao (Fig 23a), o coeficiente de determinacédo foi de 0,97 e apenas o fator
propor¢ao de metanol foi significativo. Para a seletividade (Fig 23b), os dados
estatisticos da ANOVA (Apéndice Q) também mostram que a propor¢géo de metanol
foi significativa e o coeficiente de determinagéao foi de 0,98. Nesse caso, o parametro
falta de ajuste nao foi atribuido pois nao foram utilizadas replicatas na resposta.

A partir da Figura 23 pode-se observar que a vazdo de fase moével nao foi
significativa sobre a resolugao e seletividade para a separagao das espécies de Hg.
Por outro lado, propor¢des de metanol menores que 4% forneceram maior resolugao
e seletividade dos sinais do que em proporgées de metanol superiores (8%). Cabe
destacar que quanto maior a resolucédo e seletividade na analise cromatografica,
melhor é a separagao das espécies; entretanto, se esses valores forem relativamente
superiores a 2,0 ou 1,5, respectivamente, além de gerar sinais mais alargados, pode
acarretar no aumento do tempo de analise. Embora, nas condigbes avaliadas, as
especies tenham sido completamente separadas em todas as condi¢des, procurou-se
uma condigdo de compromisso entre a obtencdo de contagens razoavelmente
elevadas das espécies, e resolucao e seletividade intermediarias. A finalidade disso &

garantir uma boa separacdo das espécies, evitando o aumento desnecessario do
tempo de analise e os sinais alargados.
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Em vista disso, a condicdo de separagao utilizando 4% de metanol e uma
vazdo de 0,8 mL min"' foi selecionada para o prosseguimento dos estudos de
otimizacdo. Cabe ressaltar que o fabricante da coluna C1s recomenda o uso desta
vazao por garantir separagao satisfatéria. Concomitantemente ao uso de 4% de
metanol, ficou estabelecida uma proporgao de 96% da mistura (L-cisteina 0,26% m/v
+ NH4CH3CO2 0,03 mol L") durante a analise cromatografica com eluigéo isocratica.

No que concerne as condi¢cdes de separagao das espécies de Hg nas analises
cromatograficas, diferentes volumes de injecdo (20, 60 e 100 uL) foram avaliados.
Apesar do aumento de sinal com o aumento no volume de injecdo, observou-se a
coeluicdo das espécies de Hg quando volumes superiores a 20 pL foram utilizados.
Nesse contexto, o volume de injegdo manteve-se fixo em 20 uL, a fim de favorecer a

separagao das espécies de Hg e evitar sinais muito alargados.

6.3.1.3 Otimizagdo da vazéo de gas nebulizador e da poténcia de radiofrequéncia do
instrumento de ICP-MS

A vazao do gas nebulizador e a poténcia de radiofrequéncia sédo as principais
variaveis instrumentais do ICP-MS em relagao aos efeitos de ionizagao no plasma e
sensibilidade. A interagcao destes fatores utilizando planejamento Doehlert foi avaliada
para verificar o efeito sobre as contagens das espécies de Hg. A Tabela 20 mostra as
condicdes experimentais avaliadas e as respostas em termos de contagens para as

espécies Hg?* e CH3Hg".

Tabela 20. Matriz Doehlert e condi¢cdes experimentais empregadas na otimizagao da
vazao de gas nebulizador e da poténcia de radiofrequéncia e respostas de
contagens referentes a solugéo padrao de 50 ug L' de Hg?* e 35 ug L' de CHsHg".

Exp Vazdo do gas Poténcia Contagens (a.u.)
neb. (L min') de RF (W) Hg* CH3;Hg"*
1 1,0 1000 3166 3123 2038 2044
2 1,2 1000 946 955 583 600
3 1,1 1100 2450 2449 1613 1590
4 0,8 1000 1309 1293 848 855
5 0,9 900 1916 1988 1252 1267
6 1,1 900 2339 2331 1544 1502
7 0,9 1100 2128 2160 1398 1385

Fonte: elaborado pela autora (2019)
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A superficie de resposta gerada para as contagens de Hg?* esta mostrada na
Figura 24. Em detrimento de as espécies Hg?* e CHsHg* serem indistintamente
ionizadas no plasma e serem detectadas como ?%’Hg, apenas a superficie de resposta
para as contagens de Hg?* foi apresentada. Além disso, as superficies de resposta e
os dados estatisticos foram similares para ambas as espécies, dispensando a

necessidade de apresentacao de ambas as superficies de resposta.

Figura 24. Superficie de resposta para a otimizagéo da vazao do gas nebulizador e
da poténcia de RF obtidas por matriz de planejamento Doehlert. Resposta expressa
como contagens de Hg?*.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019)

Os dados da ANOVA relacionados a superficie de resposta da Figura 24 estao
mostrados no Apéndice R. A Figura 24 revela que a interagao dos fatores gerou uma
superficie de maximo que favorece a visualizagdo da condigdo experimental ideal.
Estatisticamente, os dois fatores foram significativos e observou-se que 94% da
variabilidade das respostas foram justificadas pelo modelo da superficie de resposta
da Figura 24.

No que concerne ao efeito de ionizagao no plasma, vazées de gas nebulizador
muito baixas fazem com que as espécies permanecam mais tempo no plasma com
alta energia, ocasionando aumento da quantidade de ions de dupla carga, os quais
prejudicam a confiabilidade da concentracdo do analito. O contrario também é

indesejavel, no sentido de n&o permitir a ionizacdo adequada das espécies de Hg
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diminuindo a sensibilidade para este elemento. Nessas circunstancias, a condigao
6tima de analise foi estabelecida a uma vazéo de 1,0 L min~' de gas nebulizador e

poténcia de radiofrequéncia de 1000 W.

6.3.2 Otimizacao do processo de extracao de espécies de Hg da amostra de

borra oleosa

Diferentes métodos tém sido discutidos na literatura acerca da extracdo de
espécies de Hg de diversos tipos de matrizes (YAO et al. 2017). Dentre eles destacam-
se a extragao assistida por ultrassom e a extracao assistida por micro-ondas. Neste
trabalho, a extragao assistida por ultrassom foi utilizada para a extracdo de espécies
de Hg da amostra de borra oleosa, empregando também aquecimento como um
recurso para maximizar a extracdo. Adicionalmente, foram discutidos estudos de
otimizagcado relacionados a avaliagdo de extratores e condicbes experimentais

relevantes para o método de extracdo em estudo.

6.3.2.1 Avaliagéo de diferentes solugbes sobre a extragcdo das espécies de Hg

Os estudos tiveram inicio com a investigacao de diferentes meios extratores
para as espécies de Hg. Solu¢des de L-cisteina 0,1% m/v, acetato de amédnio 0,01
mol L', a composigao da fase movel (L-cisteina 0,26% m/v + acetato de aménio 0,03
mol L"), 2-mercaptoetanol 0,1% v/v, metanol 1% v/v, HNO3 0,1 mol L', HCI 0,1 mol
L' e KOH 0,1% m/v foram avaliadas. Optou-se por avaliar a solugdo da propria fase
movel como extratora, além das solugbes que a compde (L-cisteina, acetato de
amoénio e metanol), individualmente, a fim de aumentar a compatibilidade da solugao
extratora com a fase movel empregada. As solugdes de L-cisteina, 2-mercaptoetanol,
metanol, HNO3, HCI e KOH (JAGTAP; MAHER, 2015, KRUG; ROCHA, 2016, p 521)
sao conhecidas por apresentarem um efeito positivo sobre a extragao de espécies de
Hg de amostras diversas e foram empregadas, neste trabalho, em baixas
concentragdes, para avaliar o potencial extrator destas solugbes em amostras de
borra oleosa. Essas solugdes foram adicionadas, individualmente, a aliquotas de
aproximadamente 0,25 g de amostra de borra oleosa e submetidas a extragao
assistida por ultrassom ou a extracdo em banho termostatizado. As concentragdes de
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Hg?* foram determinadas por HPLC-ICP-MS nas condigdes instrumentais otimizadas

e estdo representadas na Figura 25.

Figura 25. Efeito de diferentes solugdes sobre a extragdo de Hg?* (mg kg') da
amostra de borra oleosa, empregando-se extragdo assistida por ultrassom ou por
aquecimento.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Como ponto de partida, as amostras com seus respectivos meios extratores
foram submetidas ao ultrassom por 30 min e ao aquecimento em banho na
temperatura de 60 °C por 30 min, separadamente, a fim de se verificar o efeito destes
métodos sobre a extragdo. A maior eficiéncia aparente para extragédo de Hg?* foi obtida
com a utilizagéo de solugao de L-cisteina 0,1% (m/v), seguida pela solugdo da fase
movel (L-cisteina 0,26% m/v + NH4CH3CO2 0,03 mol L"), da solugdo de KOH 0,1%
(m/v) e da solugdo de 2-mercaptoetanol 0,1% (v/v), como mostrado na Figura 25.
Cabe destacar que a espécie CH3Hg* nao foi detectada em nenhuma das solugdes.

A L-cisteina € um agente complexante contendo enxofre que possui alta
afinidade pelo Hg. Particularmente, neste estudo, o uso desta solugao como extratora
€ imprescindivel em vista da melhor resposta em comparacédo aos demais reagentes

avaliados. O emprego de L-cisteina na solugao extratora pode aumentar a extragao e
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mobilizagdo de Hg?* num fator de aproximadamente 40 vezes superior comparado a
extracdo com agua, dependendo da concentragdo adotada (BOLLEN; BIESTER,
2011). Apesar do efeito positivo do uso da solugéo de L-cisteina, ndo € conhecido se
a concentragdo de Hg?* observada na Figura 25 é proveniente apenas da extragio de
Hg?* da amostra. Na condigdo de extragdo avaliada, pode haver contribuicdo da
conversdo de outras espécies no meio em relagdo a maior concentragdo de Hg?*
obtida com esta solugao. Ainda assim, a solugao de L-cisteina, individualmente, foi
selecionada como a solugao mais apropriada para a extragao das espécies de Hg da
borra oleosa.

As solugdes de HNO3 e HCI apresentam, na literatura, efeitos vantajosos
sobre a extragao de espécies de Hg. Além disso, no Capitulo 2 foi mostrado que com
o uso de HNO3 8,0 mol L' como extrator, 45 a 66% do Hg total foi extraido como Hg?*
nas amostras de borra oleosa apds determinacdo por CV-AFS. Entretanto, nesta
investigagao, concentragdes baixas das solugdes acidas foram avaliadas (0,1 mol L
) com vistas a evitar a etapa de neutralizagéo para o controle do pH final do extrato
previamente a inje¢ao no instrumento HPLC-ICP-MS. Consequentemente, a extragao
de Hg?* com o uso destas solugdes foi consideravelmente reduzida.

No que concerne ao uso de ultrassom ou aquecimento para a extracao das
espécies, nota-se que ambos tém efeito positivo sobre a extragdo. Entretanto, o uso
de aquecimento melhorou a extragao quando foram usadas a solugao da fase moével
e solucdo de KOH. Em relacdo a avaliacdo do uso da solugao de fase mével como
extrator, a L-cisteina presente nessa solugao (L-cisteina 0,26% m/v + NH4CH3CO>
0,03 mol L") estava em uma concentragdo superior a concentragdo da solugao de L-
cisteina avaliada individualmente (0,1% m/v), e resultou em efeito reduzido sobre a
extracgéo (Figura 25). Ainda, as solugdes de acetato de amoénio 0,03 mol L' e metanol
1% vlv, avaliadas individualmente, as quais também compde a fase movel, ndo
apresentaram efeitos positivos sobre a extragdo de Hg?* (Figura 25). Em relagéo ao
uso da solugdo de 2-mercaptoetanol, apesar de nao favorecer significativamente a
extragdo na concentragéo avaliada (0,1% v/v), comparado a solugao de L-cisteina
(0,1% m/v), apresenta grande potencial na extragcao de espécies de Hg, visto que na
literatura diversos estudos mostram a eficiéncia deste reagente para amostras
diversas (SOUZA; CAMPIGLIA; BARBOSA, 2013); (CHENG et al. 2014).

Em virtude da melhor extracdo obtida com as solugdes de L-cisteina e KOH,

ambas solugdes foram avaliadas individualmente e misturadas, submetidas a extragao
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com ultrassom e com aquecimento, individualmente ou simultaneamente, sobre a
extragdo de Hg?*. As concentragdes determinadas de Hg?*, em mg kg™, estédo

mostradas na Tabela 21.

Tabela 21. Avaliacao das solucdes de L-cisteina e KOH, individualmente e
misturadas, sobre a extragdo de Hg?* (mg kg™') da amostra, submetidas ao
aquecimento em banho e ao ultrassom, individualmente ou simultaneamente.

ng+, mg kg-1
Solugao Banho de Ultrassom  Aquecimento +
aquecimento Ultrassom
L-cisteina (0,1% m/v) 6,56 + 0,09 6,48 £ 0,15 7,59 £ 0,07
KOH (0,1% ml/v) 4,38 £ 0,21 2,49 +0,14 2,56 £ 0,07
L-cisteina + KOH (0,1% m/v) 7,73+0,17 6,80 £ 0,27 7,76 £ 0,07

Fonte: elaborado pela autora (2019)

De acordo com os resultados mostrados na Tabela 21, observa-se que as
concentragdes de Hg?* na solugéo da mistura de L-cisteina e KOH foram ligeiramente
maiores que as concentragbes de Hg?* da solugdo de L-cisteina, avaliada
individualmente, e consideravelmente superiores as concentragbes de Hg?* na
solugédo de KOH individualmente, nas trés condi¢des avaliadas. Uma justificativa para
a melhora na extragdo com a mistura de L-cisteina e KOH pode ser o fato de que com
o aumento do pH ocorre a desprotonagao do grupo (-SH) da cisteina, deixando o S-
livre para se ligar ao Hg?* da amostra, aumentando assim a extragdo. Em relagéo ao
método de extragdo, a concentragcido de Hg?* obtida com aquecimento e ultrassom,
simultaneamente, foi superior a concentragcdo de Hg?* obtida apenas com o
aquecimento, para as solugdes de L-cisteina e a mistura de L-cisteina e KOH.
Avaliando-se estatisticamente estes dados, observou-se que nédo ha diferencga
significativa entre a concentragédo de Hg?* na solugédo de L-cisteina e da mistura (L-
cisteina e KOH) quando utilizando extragdo com aquecimento e ultrassom,
simultaneamente (p=0,05) (Tabela 21) e, também, nao ha diferenca significativa entre
0 uso de extracdo com aquecimento ou com aquecimento e ultrassom com a solugao
da mistura (L-cisteina e KOH) (Tabela 21). Por outro lado, ha diferencga significativa
(p=0,05) para 95% de confianga na comparagao entre aquecimento e aquecimento e
ultrassom com a solugdo de L-cisteina individualmente (Tabela 21). A partir destes
resultados, optou-se por utilizar o aquecimento e ultrassom simultaneamente nas

extracdes, e utilizar apenas a solucdo de L-cisteina para extracdo das espécies.
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Complementarmente, observando-se o aspecto visual das solugdes contendo KOH
(Figura 26), um precipitado foi formado, de coloragdo marrom, que mesmo sob
filtracdo de 0,22 ym, resultou em solugcao levemente amarelada apés a diluicdo num
fator de 10. Nesse contexto, para evitar a injecdo de alta concentragdo de sais e
particulas na coluna cromatografica, optou-se pelo uso exclusivo de L-cisteina na

solucao extratora.

Figura 26. Comparacgao do aspecto visual das solu¢des L-cisteina, KOH e da
mistura a) apds extragdo com aquecimento e ultrassom, simultaneamente,
centrifugagéo e b) apés filtragdo com filtro 0,22 um e diluicdo num fator de 10.

L-cisteina +
KOH (0,1%)
: -
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

6.3.2.2 Avaliagdo da massa de amostra e volume de solugdo extratora para extragcdo

das espécies de Hg

Para avaliar a massa de amostra e o volume de solugcdo na extracao foi
aplicado o planejamento Doehlert mostrado na Tabela 22. Na tabela estdo mostrados
os valores reais e os valores codificados, entre parénteses, referentes aos niveis dos

fatores volume e massa de amostra, avaliados neste grupo de experimentos. Para a
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extracdo, L- cisteina 0,1% m/v foi utilizada como solugcdo extratora, aplicando-se

temperatura do banho de 60 °C e ultrassom por 30 min.

Tabela 22. Matriz Doehlert para otimizagdo do volume de solugao extratora e da
massa de amostra e resposta referente a extragdo de Hg?* (mg kg-') da amostra de
borra oleosa.

Experimento Volume Massa de Hg?" (mg kg™
(mL) amostra (g)
1 15 0,3 8,36 8,37
2 25 0,3 8,30 8,36
3 20 0,5 7,04 6,98
4 5 0,3 0,12 0,12
5 10 0,1 13,07 13,15
6 20 0,1 14,47 14,75
7 10 0,5 0,98 0,98

Fonte: elaborado pela autora (2019)

A superficie de resposta gerada a partir da Tabela 22 esta mostrada na Figura
27.

Figura 27. Superficie de resposta gerada a partir da matriz Doehlert referente a
otimizagcao do volume (mL) e massa de amostra (g). Resposta expressa como
extragédo de Hg?* (mg kg™).

Fonte: elaborado pela autora (2019)
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O tratamento estatistico estabelecido pela ANOVA (Apéndice S) revelou que
99% da variabilidade das respostas € justificada pelo modelo. Ambos fatores se
mostraram significativos na extragdo de Hg?*. A partir da andlise da Tabela 22 e da
superficie de resposta (Fig. 27), observa-se que massas de amostra menores que 0,2
g e volumes de solucéo de L-cisteina 0,1% m/v entre 10 e 20 mL favoreceram a
extragdo de Hg?*. Nessas condigdes, massas menores permitiram o contato intimo da
amostra com a solugao extratora, enquanto em volumes maiores houve uma maior
transferéncia de massa da amostra para a solucéo extratora, favorecidas pelo efeito
do ultrassom. Por outro lado, a extragéo foi prejudicada quando a massa de 0,5 g foi
avaliada com volume de solugdo menor que 10 mL. Isso indica que em massas
maiores e volumes menores de solugao, a extragao e transferéncia das espécies &
dificultada devido a menor interacdo da amostra com a solugao extratora. A partir
disso, pode-se inferir que um volume minimo de 10 mL é primordial para que ocorra
uma maior distribuicdo das espécies extraidas de Hg para a solugéo extratora e que
massas menores de amostra favorecem essa interacdo. Nesse contexto, a condigao
de massa e volume escolhidas foi de 0,1 g de amostra e 15 mL de solugao extratora

composta por L-cisteina.

6.3.2.3 Avaliagdo do uso de solvente organico para o aumento do contato da amostra

com a solugéo extratora sobre a extragdo das espécies de Hg

A fim de melhorar a extragdo de Hg?*, um teste foi feito utilizando 0,5 mL de
xileno para solubilizar a fragdo oleosa da amostra e aumentar o contato da amostra
com a solugao extratora composta por L-cisteina 0,6% m/v. Na Figura 28a estéao
mostrados, na esquerda, o frasco contendo apenas a amostra e a solugao extratora
aquosa e, na direita, o frasco contendo a amostra com 0,5 mL de xileno e a solugao
extratora. A partir deste teste, foi observado que o uso do solvente (xileno), como
mostrado na Figura 28a, melhorou o contato da amostra com a solugao extratora e

aumentou em 3,3 vezes a extragdo de Hg?* da amostra de borra oleosa.
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Figura 28. Aspecto visual das solugdes contendo diferentes solventes organicos
para a solubilizac&do da fragdo oleosa da amostra. Em a) estdo mostrados a amostra
na auséncia de solvente orgéanico (a esquerda) e a amostra na presencga de 0,5 mL

xileno (a direita), e em b) a amostra na presenca de 0,5 mL dos solventes xileno,

etanol ou cloroférmio para a solubilizagdo da amostra. A solugcao extratora é
composta por L-cisteina 0,6% m/v.

a2 : P
a) ! ' b) | xileno =  etanol cloroférmio
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Visto que o uso de solvente sobre a solubilizacdo da fragao oleosa na extragao
de Hg?* foi vantajoso (Figura 28a), além do xileno, os solventes etanol absoluto e
cloroféormio foram avaliados. Na Figura 28b, estdo mostrados os frascos contendo a
amostra, 0,5 mL do solvente organico e a solugcdo de L-cisteina 0,6% m/v. Foi
observado que xileno e cloroférmio apresentaram maior efeito sobre a solubilizacao
da amostra do que o etanol. Nesse contexto, € importante destacar que o aumento da
solubilizacdo depende largamente da quantidade de fragao oleosa da amostra. Como
a amostra em estudo apresenta uma grande fragdo hidrofébica, o uso de solvente
organico, principalmente xileno, permitiu uma maior solubilizagdo da matriz oleosa e
aumento do contato com a solugao extratora. Apos a extragao assistida por ultrassom
e aquecimento, os extratos foram filtrados e analisados por HPLC-ICP-MS. As
concentragdes de Hg?* obtidas com cada solvente utilizado estdo mostradas na Figura
29.
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Figura 29. Concentragdes de Hg?* obtidas apds a solubilizagéo da fase oleosa da
amostra de borra oleosa com diferentes solventes orgénicos. (n=2)
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Na Figura 29 é mostrado que o uso de xileno na solubilizagdo da amostra
resultou em maior extragdo de Hg?*, comparado ao uso dos solventes etanol e
cloroférmio. Particularmente, com o uso de etanol, a amostra nédo foi solubilizada
suficientemente a ponto de melhorar o contato com a solugéo extratora. Além disso,
esse solvente prejudicou a extragdo de Hg?*, possivelmente dificultando a
transferéncia de massa para a solugdo extratora, resultando em concentragéo
reduzida de Hg?* comparativamente a amostra contendo apenas a solugéo extratora
aquosa (Fig. 29).

A partir disso, optou-se por usar o xileno como cossolvente durante o processo
de extracao, visto que resultou em maior eficiéncia na solubilizagdo da amostra,
aumentando o contato da amostra com a solugao extratora, e, consequentemente,

melhorando a extragédo de Hg?*.

6.3.2.4 Aplicacdo de um planejamento fatorial fracionario 22 para triagem dos

fatores significativos na extragao

A inclusao de alguns fatores na otimizagdo do método de extragdo, com o
objetivo de maximizar a extragdo, foi entdo considerada. Um elevado numero de

fatores, consequentemente, resultaria em um numero elevado de experimentos o que
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seria desfavoravel em se tratando de analise cromatografica. Dessa forma, optou-se
por fazer um planejamento fatorial fracionario 262, reduzindo o numero de
experimentos para um total de 11 (incluindo a triplicata do ponto central para a
estimativa do erro puro e da falta de ajuste). Nestas circunstancias, os fatores: volume
de xileno, concentragdo de L-cisteina, concentracdo de 2-mercaptoetanal,
temperatura do banho e tempo de ultrassom foram investigadas quanto a
significancia, para verificar, através do grafico de Pareto dos efeitos padronizados, os
fatores mais significativos para a extragdo das espécies de Hg?*. A solugdo de 2-
mercaptoetanol foi inserida neste estudo para avaliar se a combinagao de L-cisteina
e 2-mercaptoetanol resultaria na maximizacdo da extracdo, apesar de o 2-
mercaptoetanol ter apresentado um efeito de extracdo reduzido em relagédo a L-
cisteina (Figura 25).

Na Tabela 23 estdo mostrados os fatores e os niveis avaliados para cada

fator, assim como as respostas de extragédo de Hg?*.

Tabela 23. Valores reais dos fatores (xileno, L-cisteina, 2-mercaptoetanol,
temperatura e tempo de ultrassom) avaliados no planejamento fatorial fracionario
2(5-2) e respostas expressas como concentracéo de Hg?* (mg kg™).

Exp. Xileno L-cisteina 2-mercaptoet. Temperat. Tempo Hg*
(mL) (% mlv) (% viv) (°C) US (min) (mg kg™)

1 0,1 0,1 0 80 65 9,6
2 0,7 0,1 0 40 5 122,3
3 0,1 1,3 0 40 65 298,6
4 0,7 1,3 0 80 5 279,8
5 0,1 0,1 0,6 80 5 25,7
6 0,7 0,1 0,6 40 65 76,6
7 0,1 1,3 0,6 40 5 168,5
8 0,7 1,3 0,6 80 65 180,5
9 0,4 0,7 0,3 60 35 162,4
10 0,4 0,7 0,3 60 35 162,0
1 0,4 0,7 0,3 60 35 151,3

Fonte: elaborado pela autora (2019)

A partir dos dados da Tabela 23, o grafico de Pareto para extragao de Hg?* foi

gerado e esta mostrado na Figura 30.
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Figura 30. Grafico de Pareto dos efeitos padronizados obtido a partir do
planejamento fatorial fracionario 2(-?) para verificagéo de significancia dos fatores
considerando a extragédo de Hg?* (mg kg™).

(2)L-cisteina, Y%om/v + ;38,9249I
{3)2-mercaptoetanol, %viv t -14.5435
{(4)Temperatura, °C | -9.5684
(1)Xileno, mL t 8,804729
{(5)Tempo de US, min + -1,74073
p:,65

Fonte: elaborado pela autora (2019)

A Figura 30 mostra que a concentracdo de L-cisteina (% m/v) foi mais
significativa e quanto maior a concentragdo melhor a extragdo. A concentragao de 2-
mercaptoetanol (% v/v) foi também significativa; entretanto, quanto menor a
concentragéo avaliada maior foi a quantidade extraida de Hg?*. Nesse caso, com o
uso de L-cisteina e 2-mercaptoetanol como extratores na mesma solugao,
concentragdes reduzidas de Hg?* foram encontradas, como mostrado na Tabela 23.
O terceiro fator mais significativo sobre a extragdo de Hg?* foi a temperatura. Neste
caso, o grafico de Pareto (Fig. 30) mostra que quanto menor a temperatura melhor a
extragdo. Particularmente, na temperatura de 80°C houve deformacgéo parcial dos
frascos de polipropileno devido a alta temperatura, podendo favorecer a perda das
especies durante o processo, além de possibilitar a degradacdo da L-cisteina,
reduzindo a extracdo. Nesse sentido, a temperatura de 60 °C parece ser mais
favoravel para a extragdo de Hg?*. Por fim, o volume de xileno mostrou-se significativo,
evidenciando, no grafico de Pareto (Fig. 30), que quanto maior o volume de xileno
maior a extragdo. Opostamente a estes fatores, o tempo de ultrassom mostrou nao
ser significativo na extracao, indicando que este pode ser excluido da otimizacgao,
podendo ser fixado idealmente em intervalos de tempo menores que 35 min de

exposicao.
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6.3.2.5 Avaliacdo do efeito da solugcédo de 2-mercaptoetanol e L-cisteina sobre a

extragdo e determinagédo de Hg**

Como mostrado na Tabela 23, o uso da solucdo de 2-mercaptoetanol na
presenca de L-cisteina como extratores, resultou na reducdo da extragcdo e/ou
medi¢ao de Hg?*, enquanto o grafico de Pareto (Figura 30) sugere que quanto menor
a concentracdo de 2-mercaptoetanol melhor é a extragdo. A justificativa para esta
observagédo é desconhecida; porém, alguns estudos investigativos serdo efetuados
para avaliar esse comportamento.

Sugere-se que diversos fatores podem estar induzindo a redugdo da
extragdo/medicdo de Hg?* nestas circunstancias: o 2-mercaptoetanol pode estar
inibindo o potencial de extracdo da L-cisteina durante o preparo da amostra, ou o 2-
mercaptoetanol pode ter sido retido na fase composta pelo xileno, reduzindo, assim,
a extracao efetiva das espécies por algum mecanismo prejudicial; o uso de 2-
mercaptoetanol pode estar reduzindo a intensidade de Hg?* por efeitos desconhecidos
deste no plasma indutivamente acoplado (ICP); o 2-mercaptoetanol pode estar se
comportando incompativelmente com a fase movel utilizada, composta por L-cisteina,
acetato de amoénio e metanol. Nesse aspecto, a presenga majoritaria de L-cisteina,
pode estar desencadeando efeitos indesejaveis a nivel de separacédo na coluna Cys,
considerando as particularidades do 2-mercaptoetanol e da L-cisteina sobre a
separagao das espeécies de Hg.

Considerando a etapa do preparo da amostra, esse efeito de redugao da
intensidade de Hg?* na solugdo contendo 2-mercaptoetanol e L-cisteina pode estar
relacionado ao uso de xileno para a solubilizagdo da fase organica da amostra. Nesse
caso, o xileno pode estar retendo o 2-mercaptoetanol na fase orgéanica, ou, de alguma
forma, prejudicando a complexacdo do 2-mercaptoetanol com o Hg durante o
processo de extragdo mediado por ultrassom e aquecimento, reduzindo, assim, a
extragédo de Hg?* da amostra mesmo na presenca de L-cisteina.

No que concerne ao comportamento das solugées no ICP, foram efetuadas
avaliagbes quanto a intensidade do Hg?* em diferentes solugdes utilizadas no preparo
da amostra e durante a analise, incluindo a solucdo de 2-mercaptoetanol. Solugdes
contendo 100 pg L' de Hg?* em meio aquoso (2% v/v HNO3), em solugdo de L-cisteina
0,26% m/v + NH4CH3CO2 0,03 mol L', em solugéo de 4% v/v de metanol e em solucédo
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da mistura de L-cisteina 0,1% m/v + 0,06% v/v de 2-mercaptoetanol foram analisadas
por ICP-MS com nebulizagdo pneumatica para a verificagdo da intensidade do Hg?* e

a estabilidade das medidas por um determinado intervalo de tempo (Fig. 31).

Figura 31. Intensidades do Hg?* em diferentes solugdes utilizadas nos processos de
extracdo e determinacao, analisadas em intervalos de 5 min utilizando ICP-MS.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

A partir deste estudo, procurou-se monitorar a intensidade de Hg?* nestas
solugdes e verificar possiveis alteragdes da intensidade desta espécie no ambiente
do ICP com o tempo.

Como pode ser observado, a intensidade de sinal para Hg na solugao aquosa
aumentou gradativamente com o tempo. Isso ocorreu devido ao efeito de memoria
causado no sistema de nebulizagdo pneumatica e nas mangueiras do sistema de
fluxo. Para a limpeza do sistema, solugdo de 2-mercaptoetanol 0,06% v/v foi utilizada
apods a analise desta solugao para que a intensidade voltasse a valores proximos de
zero. A Figura 31 mostra também que a intensidade de Hg?* para L-cisteina e 2-
mercaptoetanol manteve-se constante com o tempo e apresentou intensidade maior
do que com as solugdes de metanol 4% v/v e de L-cisteina + NH4CH3CO,. Com esse
resultado pode-se inferir que o uso de 2-mercaptoetanol ndo afeta a intensidade de
Hg?* diretamente no plasma, mostrando que ndo é esse o motivo pelo qual o 2-

mercaptoetanol prejudica a medigdo de Hg?* na presencga de L-cisteina.
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Nesse caso, para verificar a intensidade das mesmas solu¢gdes supracitadas
utilizando HPLC-ICP-MS e verificar o perfil do sinal de Hg?*, estas solugbes, exceto a
solugédo aquosa contendo 2% de HNOs3, foram injetadas no HPLC-ICP-MS no volume
de 20 pL. Na Figura 32, estdo mostrados os cromatogramas obtidos para a

intensidade de Hg?* nas solugdes analisadas.

Figura 32. Cromatogramas obtidos por HPLC-ICP-MS apds a injegao de solugéo
contendo Hg?* 100 ug L' em meio de a) solugdo de metanol 4% v/v b) solugéo de L-
cisteina 0,26% m/v + NH4CH3CO2 0,03 mol L' e c) solugdo de L-cisteina 0,1% m/v +

0,06% v/v de 2-mercaptoetanol.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Como observado na Figura 32, as intensidades de Hg?* e o perfil dos sinais
dos cromatogramas das Fig. 32a e Fig. 32b sao semelhantes. As areas dos sinais
foram de 8789 e 10199 para as Fig. 32a e 32b, respectivamente. Nesse caso, a area
do sinal obtida para Hg?* no meio de metanol 4% v/v foi reduzida provavelmente pelo
fato deste componente diminuir a interagao do Hg?* com a fase estacionaria da coluna
de separacdo. Esse efeito, ja diagnosticado anteriormente (Fig. 22), mostra que,
apesar de o tempo de retengao nao ser diferente entre as Figuras 32a e 32b, o sinal
do Hg?* com a solugéo de metanol parece estar levemente mais estreito do que o sinal
com a solugao de L-cisteina + NH4CH3CO.. Notavelmente, na Fig. 32c, o perfil do sinal
de Hg?* na solucao de L-cisteina + 2-mercaptoetanol esta alargado e apresentou este
perfil nas replicatas avaliadas. Quanto a area do sinal de Hg?* (9347) mostrada na Fig.
32c, essa nao foi consideravelmente influenciada pelo alargamento do sinal
comparado a area do sinal obtida pela solugéo de L-cisteina + NH4CH3CO..

Nesse contexto, € sugerido que a presenga de 2-mercaptoetanol na solugao
contendo L-cisteina promova alargamento do sinal de Hg?*, devido a possivel
incompatibilidade com a solucdo da fase moével estabelecida neste trabalho, o qual
emprega uma concentragcdo maior de L-cisteina comparada a concentragdo de 2-
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mercaptoetanol utilizada (0,06% v/v). Estes dois reagentes tém sido extensivamente
utilizados na extragdo de espécies de Hg?*, em matrizes diversas, eficientemente. Na
literatura, trabalhos especificos mostram que o uso de L-cisteina, em determinadas
concentragdes, comparado ao uso de 2-mercaptoetanol altera o tempo de retencao
das espécies Hg?* e CH3Hg* (JAGTAP et al. 2011). Além disso, sugestivamente, no
que concerne a extracdo e a determinagdo destas espécies utilizando estes
reagentes, nota-se que quando um desses reagentes € utilizado majoritariamente no
preparo, parece ser também utilizado na composic¢ao da fase mével (YAO et al. 2017).
Procede-se dessa forma, provavelmente, para evitar variacdo na deteccdo das
espécies, alteragdo nos tempos de retengdo e prejuizo da resolugdo nos sinais
cromatogréficos. E relatado que os valores de pK desses dois complexos com
espécies Hg?* sdo diferentes, da ordem de 15,13 para 2-mercaptoetanol-Hg?*, e 7,32
para cisteina-Hg?*. Enquanto os complexos de 2-mercaptoetanol sdo neutros, os
complexos de L-cisteina tém uma carga positiva em pH 5,3. Isso resulta em uma
interacdo mais forte do 2-mercaptoetanol com a fase estacionaria da coluna de
separagao, enquanto o complexo de L-cisteina com carga positiva tem um tempo de
retencdo muito menor na coluna. Por isso, o uso destes dois reagentes numa mesma
separagao pode causar interagdes divergentes que acabam prejudicando o perfil do
sinal, causando alargamento e prejudicando a resolugéo dos sinais (JAGTAP et al.
2011).

Dessa maneira, com a fase movel estabelecida neste trabalho, que
compreende uma eluigéo isocratica composta por 96% de solugao aquosa contendo
a mistura de L-cisteina e acetato de aménio e 4% de metanol, optou-se por néo
empregar o 2-mercaptoetanol durante a extragao das espécies de Hg a fim de evitar

prejuizo da determinagao das espécies de Hg.

6.3.2.6 Otimizagdo dos fatores associados a extragao aplicando planejamento Box-
Behnken

Para a otimizacao dos fatores significativos na extracdo das espécies de Hg
(concentragao de L-cisteina, volume de xileno e temperatura do banho), foi aplicado
um planejamento Box-Behnken. Paralelamente, como o tempo de aplicagdo do
ultrassom nao foi significativo (Figura 30), este nao foi considerado no planejamento

e foi fixado em 30 min para garantir uma boa extragdo aplicando-se ultrassom e
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temperatura. Em cada experimento foi avaliada a extragdo das espécies de Hg, a
conversao das espécies de CH3Hg* e a recuperagéo de Hg?* e CH3Hg* utilizando a
amostra de borra oleosa sem enriquecimento e as amostras enriquecidas com 100
mg kg’ de CHsHg* e 200 mg kg' de Hg?*. Para os célculos de porcentagem de
extragdo das espécies foi considerada a extragdo das espécies Hg?* e CH3Hg* na
amostra sem enriquecimento em relagdo ao Hg total na amostra. A recuperagao de
CHsHg* foi avaliada considerando-se a concentragdo de CHsHg* adicionada e a
concentragdo de CHsHg* determinada. A converséo de CHsHg* em Hg?* foi avaliada
pelo aumento da concentragdo da espécie Hg?* na amostra enriquecida com CHsHg*
em comparagdo com a concentragio de Hg?* da amostra sem enriquecimento, e pela
observagdo da diminuicdo da concentragdo do CHszHg* adicionado. Enquanto a
recuperagao de Hg?* foi monitorada pela diferenga entre a concentragio de Hg?* na
amostra enriquecida e a concentragdo de Hg?* na amostra sem enriquecimento.
Inicialmente, para verificar a melhor faixa de volumes de xileno a ser aplicada

no planejamento Box-Behnken, um teste univariado foi realizado.

Figura 33. Avaliacado de diferentes volumes de xileno sobre a extragao de espécies
de Hg?* da amostra de borra oleosa.
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Como pode ser visto na Figura 33, a faixa de volumes de xileno avaliada, a
partir do volume de 0,4 mL até 1,3 mL foi considerada adequada para aplicacédo da

otimizagdo multivariada relativa a extragdo das espécies de Hg?*. Entre 0,4 mL e 1,0
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mL, o comportamento foi semelhante, tendo seu apice no volume de 1,3 mL e
decaindo depois desse volume. Nesse caso, volumes muito altos podem estar
associados com uma dificuldade de interacao entre a fase extratora aquosa e a fase
organica, prejudicando a difusdo das espécies para a solugdo extratora reduzindo a
extracdo. Dessa forma, o dominio foi restrito a um volume maximo de 1,3 mL de xileno
para ser empregado no planejamento Box-Behnken.

Da mesma forma, para verificar uma faixa 6tima de concentracédo da solucao
de L-cisteina utilizada para extrair as espécies, um teste univariado em diferentes

concentragdes foi efetuado (Figura 34).

Figura 34. Avaliagcéo de diferentes concentragdes de L-cisteina sobre a extragcédo de
espécies de Hg?* da amostra de borra oleosa.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Nesse caso, observa-se que entre 0,1 e 1,3% m/v de L-cisteina houve um
aumento crescente na extragdo de Hg?*, decaindo em concentragdes superiores. Em
concentragbes superiores a 1,3% ja ndo ha mais uma contribuicdo efetiva da
concentragdo da L-cisteina sobre a extracdo das espécies. A partir dessa
concentracéo, apesar da diferenga de valores de concentragdo de Hg?* observada em
1,6 e 2,0% de L-cisteina, os dados estdo muito mais suscetiveis a desvios entre os
valores de concentracdo que podem oscilar em torno de um valor médio. A partir disso,
uma faixa de concentragédo com valores até 1,3% m/v de L-cisteina foi escolhida para

posterior avaliagéo.
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A Tabela 24 mostra os fatores, os niveis reais e as respostas para o

planejamento Box-Behnken utilizado para a otimizagdo do método de extracéo.

Tabela 24. Matriz Box-Behnken utilizada para a otimizacado dos fatores volume de
xileno, concentracao de L-cisteina e temperatura, condigdes experimentais avaliadas
e respostas para a extragédo de Hg?*, conversdo de CHsHg* em Hg?* e recuperagéo
das espécies Hg?* e CHsHg".

xileno L-cisteina Temperatura Extragdo Conversao Rec. Rec.
Py ) (C)  Hg¥ (%) CHiMg’ (%) CHaHg® (%) Hg® (%)
1 0,5 0,1 60 27,3 2,9 94,8 53,2
2 1,3 0,1 60 28,3 54 93,8 71,6
3 0,5 1,3 60 44 .4 5,6 93,8 79,2
4 1,3 1,3 60 47,3 7,0 87,9 74,1
5 0,5 0,7 40 30,0 1,9 89,9 90,6
6 1,3 0,7 40 36,0 2,1 91,3 77,1
7 0,5 0,7 80 18,8 14,5 82,1 30,9
8 1,3 0,7 80 19,5 12,4 84,7 66,5
9 0,9 0,1 40 22,3 3,9 94,6 24,6
10 0,9 1,3 40 37,0 4,5 90,5 56,3
11 0,9 0,1 80 7,2 10,6 87,8 14,6
12 0,9 1,3 80 42,7 15,8 81,2 10,9
13 0,9 0,7 60 40,8 4,0 92,9 66,0
14 0,9 0,7 60 39,9 3,4 93,0 65,9
15 0,9 0,7 60 40,3 3,6 93,7 66,7

Fonte: elaborado pela autora (2019)

A partir dos dados da Tabela 24 obtidos para cada experimento foram
plotadas as superficies de resposta para a extragdo de Hg?*, conversdo de CHsHg* e
recuperagao de CH3sHg* e Hg?*. A espécie CH3Hg" ndo foi detectada nas amostras de
borra.

ANOVA (Tabela 25) e as superficies de resposta da Figura 35 foram geradas
no que concerne a extragao de Hg?* nas diferentes condi¢cdes experimentais (Tabela
24). Apos o tratamento estatistico dos dados, a ANOVA (Tabela 25) mostrou que 96%
da variabilidade nas respostas sao justificadas pelo modelo. Além disso, todos os
fatores foram significativos exceto a interagao entre xileno e L-cisteina, como pode ser

observado na Tabela 25 e na Figura 35c.
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Tabela 25. ANOVA para a extragdo de Hg?* (%) da amostra de borra oleosa apos
otimizagdo do método de extragao utilizando planejamento Box-Behnken avaliando-se
volume de xileno (mL), concentragdo de L-cisteina (% m/v) e temperatura (°C).

R? = 0,9628.

Fator SQ Gl MQ F P

Xileno (L) 14,045 1 14,0450 69,074 0,014170 Significativo
Xileno (Q) 20,681 1 20,6810 101,710  0,009689 Significativo
L-cisteina (L) 930,961 1 930,9612 4578,498 0,000218 Significativo
L-cisteina (Q) 4,813 1 4,8126 23,668 0,039748 Significativo
Temperatura (L) 172,051 1 172,0512 846,154 0,001180 Significativo
Temperatura (Q) 522,136 1 522,1356 2567,880 0,000389 Significativo
Xileno x L-cisteina 0,902 1 0,9025 4,439 0,169717
1
1
3
2

Xileno x temperat. 7,023 7,0225 34,537 0,027755 Significativo
108,1600 531,934  0,001875 Significativo
22,5642 110,971 0,008944 Significativo

0,2033

L-cist. x temperat. 108,160

Falta de ajuste 67,693

Erro puro 0,407

SQ total 1831,264 14

Fonte: elaborado pela autora (2019)
L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.

Na Figura 35a, pode-se observar que a regido de maxima extragao
envolvendo L-cisteina e temperatura ocorreu na concentracédo de 1,3% m/v de L-
cisteina (nivel maximo) e na temperatura de 60 °C (ponto central). Como previamente
relatado, na temperatura de 80 °C pode-se observar redugcdo da concentragao de
Hg?*, possivelmente devido a perda das espécies durante o processo de extragéo ou
por degradagao da L-cisteina devido a alta temperatura aplicada (Fig. 35a e 35b). Em
relacdo ao volume de xileno, quando avaliada a interagcdo com a temperatura (Fig.
35b) e com a concentracdo de L-cisteina (Fig. 35c), observa-se que em volumes
superiores a 0,7 mL a extracao foi discretamente maior, apesar deste fator ndo ser téo
significativo quanto os fatores temperatura e concentracao de L-cisteina. A partir desta
analise, a condi¢ao de temperatura de 60 °C, volume de xileno de aproximadamente
1,2 mL e concentragéo de L-cisteina de 1,3% m/v parece ser favoravel para a maxima
extracdo de Hg?* da amostra de borra oleosa. Embora a maxima extragdo de Hg?*
tenha sido de apenas 47,3% em relagdo ao Hg total, é esperado uma baixa
concentragéo de espécies idnicas (Hg?* e CH3Hg*) em amostras de residuos oleosos
de petréleo, uma vez que a espécie predominante em amostras desta natureza € o

Hg particulado, principalmente na forma de HgS (AVELLAN et al. 2018).
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Figura 35. Superficies de resposta para a extragédo de Hg?* (%) da amostra de borra
oleosa apéds otimizagdo do método de extragao utilizando planejamento Box-
Behnken: a) Concentragéo de L-cisteina e temperatura; b) Temperatura e volume de
xileno; c) Concentragcao de L-cisteina e volume de xileno.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

E conhecido que durante todos os experimentos n&o foi detectado CH3Hg*.
Na literatura é sugerido que CHsHg" e CH3CH2Hg* estdo presentes em baixas
concentragbes em amostras de petréleo cru e que quando CH3Hg* é detectado em
concentragdes sub-ppb, CH3CH2Hg" pode sequer ser detectado na amostra (BLOOM,
2000).

Apesar disso, neste trabalho, a conversdo de CHsHg* em Hg?* também foi
monitorada nas condi¢gdes experimentais da Tabela 24, apds a analise da amostra
enriquecida com CH3zHg*. Os dados estatisticos da ANOVA (Apéndice T), obtidos para
as superficies da Figura 36 mostram que 97% da variabilidade dos dados ¢ justificada
pelo modelo. Nesse caso, os fatores mais significativos sobre o modelo quadratico
gerado foram a temperatura e a concentragdo de L-cisteina. A concentracao de L-
cisteina e a temperatura foram também significativas na funcao linear, assim como a
interagdo de L-cisteina e temperatura foi significativa. O uso de xileno como
cossolvente de extragcdo, nesse contexto, nao foi significativo sobre a conversao de
CHsHg* em Hg?*.
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Figura 36. Superficies de resposta para a conversdo de CHsHg* em Hg?* na
amostra de borra oleosa ap6s otimizacdo do método de extragao utilizando
planejamento Box-Behnken: a) Concentragéo de L-cisteina e temperatura; b)
Concentragao de L-cisteina e volume de xileno; ¢c) Temperatura e volume de xileno.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

A partir da inspecao visual das superficies da Figura 36a e 36¢ confirmou-se
o efeito significativo da temperatura sobre a conversdo de CH3Hg*. Com o aumento
da temperatura, para valores maximos (80 °C) observa-se uma conversao de até 16%.
Nessa temperatura, 0 aumento da conversdo pode estar associado ndo somente a
convers&o, mas a possivel perda das espécies Hg?* e CHsHg* durante o processo de
extragao. Observando-se a Fig 36b, constata-se que conversao de CHzHg* de até 7%
foi atingida nas condigbes mais drasticas de concentracao de L-cisteina (1,3% m/v) e
volume de xileno (1,3 mL). A partir disso, nota-se que na condi¢ao que resultou em
maxima extragdo de Hg?* (temperatura de 60 °C, 1,2 mL de xileno e 1,3% m/v de L-
cisteina) ocorreu uma conversdo de aproximadamente 7%. Em virtude da nao-
deteccao de espécies organicas com o método de extragao estabelecido, a conversao
de CHsHg" foi, de certa maneira, negligenciavel neste estudo, priorizando-se a maior
extragdo do Hg?*.
A eficiéncia de recuperacao das espécies de Hg?* e CH3Hg* adicionadas na
amostra de borra oleosa também foi avaliada em cada condigdo experimental descrita

na Tabela 24.

As superficies de resposta geradas para a recuperacdo de CHsHg* na
otimizagao do método de extracédo estdo mostradas na Figura 37.
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Figura 37. Superficies de resposta para a recuperacédo de CHsHg* da amostra de
borra oleosa apés otimizagdo do método de extragao utilizando planejamento Box-
Behnken: a) Concentragéo de L-cisteina e temperatura; b) Temperatura e volume de
xileno; ¢) Concentragao de L-cisteina e volume de xileno.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Os dados da ANOVA (Apéndice U) mostraram um coeficiente de
determinacao de 0,93, indicando que os dados experimentais estdo bem explicados
pelo modelo. Os fatores concentracdo de L-cisteina (linear), temperatura (linear e
quadratico) e a interacado de xileno e L-cisteina mostraram-se significativos para a
recuperacao de CHsHg*. A partir da superficie de resposta das Figuras 37a e 37b,
observa-se que a recuperacao foi superior em temperaturas inferiores a 60°C (93 a
95%) e que a recuperacéo foi reduzida para aproximadamente 90% com o aumento
da concentragéo de L-cisteina em valores superiores a 0,6% m/v (Fig. 37a e 37c).
Dessa forma, a combinacdo do aumento da concentracdo com o aumento de
temperatura e do volume de xileno reduziu de 95 para 80% a recuperacao de CH3Hg".
Essa recuperacao reduzida também esta associada com perdas por volatilizagao e
conversao de CHsHg" observadas, principalmente, nas condigdes mais drasticas de
temperatura (80 °C) e concentragdo de L-cisteina (1,3% m/v). Apesar dessas
particularidades, a condigcdo ideal para a extragdo de Hg?' ainda garantiu uma
recuperacgao razoavel de CHsHg* (88%), considerando a complexidade da matriz da
amostra.

Convenientemente, a recuperagdo da espécie Hg?* adicionada na amostra

também foi monitorada, e as superficies de resposta mostradas na Figura 38.
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Figura 38. Superficies de resposta para recuperagéo de Hg?* na amostra de borra
oleosa apéds otimizagado do método de extragéo utilizando planejamento Box-
Behnken: a) Concentragéo de L-cisteina e temperatura; b) Temperatura e volume de
xileno; c) Concentracao de L-cisteina e volume de xileno.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Os dados da ANOVA estdo mostrados no Apéndice V. No que concerne a
recuperacgao de Hg?*, todos os fatores e suas interagdes foram significativos. Além
disso, 99% da variabilidade nas respostas foi explicada pelo modelo. Nas Fig. 38b e
38c, é possivel ver o perfil de superficie de sela. Pontos de sela ndo oferecem uma
regiao bem definida para escolha de valores 6timos. Entretanto, nas Figuras 38b e
38c, é possivel observar que os pontos de maior volume de xileno (1,3 mL), coincidem
com temperaturas proximas de 60°C (Fig 38b) e concentragao superior de L-cisteina
(1,3% m/v) (Fig. 38c). Dessa forma, essas superficies auxiliam na escolha das
condi¢cdes 6timas.

Como pode ser observado na Tabela 24 e nas superficies de resposta da Fig
38, ocorreu uma consideravel variagdo de valores de recuperagao de Hg?* ao longo
de todos os experimentos que, muitas vezes, ndao foram satisfatorias. A grande
heterogeneidade e complexidade da matriz da amostra foi o principal fator
desencadeador desta oscilagdo. Cabe ressaltar que adiges e recuperagdes de Hg?*
foram anteriormente avaliadas e, na presenga de maior quantidade de 6leo na
amostra, foram reportadas recuperagdes de Hg?* mais baixas (Tabela 13 — Capitulo
2). Em detrimento da grande complexidade da matriz da amostra de borra oleosa,
possivelmente, o Hg?* adicionado interage fortemente com a matriz da amostra
formando compostos que sao dificeis de extrair com o método aplicado. Na Fig. 38a,
a recuperacgao de Hg?* foi superior em concentragbes de L-cisteina superiores a 0,8%
m/v e em temperaturas préoximas a 55°C (aproximadamente 70% de recuperacao).

Por outro lado, para xileno, as regides de maior recuperagdo apareceram
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isoladamente, em volumes menores e maiores, caracterizando a superficie no formato
de sela (Fig. 38b e 38c). E fundamental destacar que na condig&o na qual previamente
se observou maior extragdo de Hg?*, a recuperagdo de Hg?* foi de aproximadamente
74% na amostra de borra oleosa avaliada. Como mencionado, as baixas
recuperagbes de Hg?* da matriz oleosa estdo intimamente relacionadas a grande
reatividade do Hg?* adicionado, formando compostos estaveis com a matriz da
amostra.

Apos a avaliacdo da extragdao, conversdo e recuperagcao nas condi¢des
experimentais para a otimizagdo de um método de extragcdo de Hg?*, as seguintes
condigdes foram selecionadas: 1,2 mL de xileno, 1,3% m/v de L-cisteina e temperatura
de 60°C. Apesar de os valores de conversao e recuperagao nestas condicdes serem
razoaveis, nas superficies inspecionadas as regides que tenderam as maximas
respostas, geralmente, corresponderam as condigdes experimentais mencionadas. A
partir disso, o método otimizado foi empregado para a quantificagdo de Hg?* das

amostras de lodo e borra oleosa.

6.3.3 Analise de especiagao quimica de Hg em amostras de borra oleosa

Apos a otimizacdo do meétodo de extragdo assistida por ultrassom e
aquecimento e da determinagcdo das espécies de Hg por HPLC-ICP-MS, treze
amostras de lodo e borra oleosa de diferentes composi¢cdes foram submetidas a
extracao e analisadas por HPLC-ICP-MS. Aliquotas contendo aproximadamente 0,1
g de amostra foram pesadas em frascos de polipropileno e adicionou-se 1,2 mL de
xileno e 13,8 mL de solucéo de L-cisteina 1,3% m/v, submetendo-se ao aquecimento
em banho na temperatura de 60 °C simultanea a aplicagédo de ultrassom por 30 min.

Os perfis cromatograficos das espécies de Hg obtidas para a construgao da
curva de calibragéo nas concentragdes de 10 a 100 pg L' estdo mostrados na Figura
39.
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Figura 39. Perfil dos sinais cromatograficos para a) Hg?* e CH3sHg* nas solugdes de
calibragdo (10 a 100 ug L™"). b) Hg?* em uma amostra de borra oleosa diluida num

fator de 10.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Como pode ser visto na Figura 39a, em um tempo de analise de trés min foi

possivel separar as espécies de Hg?* e CH3sHg" utilizando eluigdo isocratica. Ja na

Figura 39b estad mostrado o perfil do sinal cromatografico de Hg?* extraido de uma

amostra de borra oleosa diluida num fator de 10, cujo tempo de retencdo manteve-se

em 80 segundos. Cabe destacar que mesmo em tempos de analise superior nao foi

detectada outra espécie de Hg além de Hg?*.

Os parametros de mérito gerados a partir da curva de calibracdo estao

mostrados na Tabela 26. O limite de deteccao foi calculado como sendo 3,3 vezes o

desvio padrdo de 10 medi¢cbes do branco, dividido pela inclinagdo da curva de

calibragao.



148

Tabela 26. Parametros das curvas de calibragdo das espécies Hg?* e CHszHg* apds
medigao por HPLC-ICP-MS (n=4).

- . . 2 LOD LOQ
Espécie Faixa Equacao R (mg kg™) (mg kg")
Hg** 10-100 ug L' y=-32,75407 + 44,28343 x 0,9998 0,05 0,2
CH3:Hg+ 10-100 ug L' y=20,12208 + 37,27788 x  0,9993 0,06 0,2

Fonte: elaborado pela autora (2019)

Para a quantificacdo nas amostras de lodo e borra oleosa provenientes da
industria do petréleo, amostras com diferentes propor¢des de agua, 6leo e sélidos,
coletadas de camadas superficiais e mais profundas de tanques de armazenamento
de residuos, foram analisadas. Na Figura 40 estdo mostradas as amostras submetidas
a extracdo e analise de especiagao por HPLC-ICP-MS. Ha uma grande diferenga na
composi¢cdo entre as amostras avaliadas. A amostra 1 foi coletada da camada
superficial de tanques de armazenamento e apresenta majoritariamente uma fase
oleosa e liquida, com baixo teor de solidos. Essa amostra possui menor concentragao
de Hg total comparado as amostras 2 a 13, coletadas da camada inferior dos tanques.
As amostras 2 e 3 também apresentam uma grande quantidade de 6leo e menor
quantidade de soélidos, entretanto, sdo bastante pastosas e apresentam uma alta
concentragao de Hg total. Nas amostras 4 a 11 a composi¢ao de 6leo € menor, com
maior concentracao de solidos na composi¢do. E por fim, as amostras 12 e 13

possuem baixo teor de 6leo e agua e alto teor de solidos.

Figura 40. Amostras de lodo e borra oleosa submetidas a extracédo e analise de
especiacao de Hg por HPLC-ICP-MS.
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Fonte: elaborado pela autora (2019)

Os resultados das analises das amostras exibidas na Figura 40 estédo
mostrados na Tabela 27, com os respectivos valores de Hg total, medidos por CV-
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AFS apds digestdo das amostras, e as concentragdes de Hg?* determinadas por
HPLC-ICP-MS apds o processo de extracdo. Complementarmente, testes de adi¢cao
e recuperagdo das espécies Hg?* e CH3Hg* foram efetuados em todas as amostras
para a verificagdo da exatiddo do método. A conversdo da espécie CHsHg* em Hg?*
nao foi avaliada visto que esta espécie nao foi extraida e detectada pela metodologia

aplicada.

Tabela 27. Concentragdo de Hg total obtida por CV-AFS e extragédo de Hg?* e
recuperagao das espécies Hg?* e CHsHg* apds extragdo com aquecimento e
ultrassom e analise por HPLC-ICP-MS (n=2).

Extragao®
Hg total
Amostra g% RSD Recuperagao Recuperagao
(mg kg™')* Hg** (%)

(mg kg™) (%)  Hg* (%)°  CH:Hg" (%)
1 12,0+0,3 55+0,1 45 1,8 70 96
2 1436+22 111,1+£59 77 53 86 92
3 169,3+11,2 126,3+2,6 75 21 83 93
4 8704+23 417,1+8,0 48 1,9 74 88
5 585,0+ 14,2 286,1+ 16,2 49 5,7 74 101
6 137,0+1,7 50,4 +1,0 37 2,0 92 89
7 324,0+2,8 98,2+5,9 30 6,0 77 89
8 2742+ 2.3 83,8+4,9 31 5,8 71 87
9 217,6+58 110,0+1,5 51 1,4 79 88
10 337,7+114 181,5+t44 54 24 82 88
11 216,9+6,6 111,7+5,7 51 5,1 73 95
12 974 +1,8 35,8+0,2 37 0,6 70 80
13 4443 +25 2254+10,7 51 4,7 97 91

Fonte: elaborado pela autora (2019)
@ Hg total determinado apds digestao e analise por CV-AFS.
b Extragdo assistida por ultrassom e aquecimento na temperatura de 60°C por 30 min.
¢ Amostras enriquecidas com 300 mg kg™ de Hg?*.
4 Amostras enriquecidas com 200,0 mg kg™' de CHsHg".

Como pode ser visto na Tabela 27, a concentracdo de Hg?* variou
amplamente nas amostras analisadas, com valores entre 30 e 77% em relagédo ao Hg
total, dependendo da composicdo da amostra. Percebe-se que a maior extracao foi
alcancada nas amostras 2 e 3. E relatado, na literatura, que grande parte do Hg esta
ligado a fase 6leo nessas matrizes tornando dificil a sua recuperagao em processos
de preparo de amostras (GAULIER et al, 2015), (WILHELM; LIANG;
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KIRCHGESSNER, 2006). Isso esta condizente com estudos prévios (Tabela 13) nos
quais observou-se que em matrizes com maior teor de 6leo as recuperagdes de Hg?*
foram reduzidas utilizando solu¢do aquosa na extragcado de espécies de Hg. Sugere-
se que com o uso de solvente organico (xileno) como cossolvente de extragéo, foi
possivel maximizar a extragao e recuperagao das espécies nas amostras com maior
teor oleoso (amostras 1, 2 e 3) devido a solubilizagdo da matriz oleosa e aumento do
contato da matriz com a solugéo extratora aquosa composta por L-cisteina 1,3% m/v.
Visualmente, na Figura 40, a amostra 1 tem alto teor de dleo e agua, enquanto as
amostras 2 e 3 apresentam também alto teor de 6leo mas baixo teor de agua e sdlidos,
sendo mais pastosas. Nas demais amostras (4 a 13) o teor de 6leo e agua é reduzido
e o teor de sdlidos aumenta. Cabe ressaltar que as amostras avaliadas nos estudos
de fracionamento (Tabela 13) ndo sdo as mesmas amostras avaliadas no estudo de
especiacao quimica (Figura 40).

Através dos resultados apresentados na Tabela 27, verifica-se que o método
de extragdo forneceu extragdo de Hg?* da ordem de 30 a 77% do Hg total das
amostras. Pode-se observar que a eficacia de extragdo de Hg?*, varia amplamente, e
esta relacionada com a grande heterogeneidade da composi¢géo entre as amostras
avaliadas (Figura 40). Entretanto, a metodologia aplicada fornece informagdes apenas
das espécies idnicas de Hg (Hg?* e CHsHg*) em amostras de borra oleosa. Esses
resultados complementam os dados obtidos por Avellan et al. (2018) referentes a
analise de especiacdo de Hg especificamente na fase sélida de amostras de
sedimentos de petroleo de tanques de armazenamento, utilizando espectroscopia de
absorgao de raios X. Nesse estudo, os autores mostraram que grande parte do Hg
total presente nesses residuos esta associado aos solidos apresentando-se na forma
de Hg particulado, mais especificamente (B-HgS). Esses estudos estdo em
concordancia com dados obtidos para amostras de petréleo cru, a nivel de Hg
particulado na forma de HgS (GAULIER et al. 2015); (GAJDOSECHOVA et al. 2016).
Assim, é prudente afirmar que HgS particulado esta presente nas amostras de borra
oleosa, e que a elevada concentracado de enxofre presente nestas amostras favorece
a formacao destas espécies (AVELLAN et al. 2018). Nesse sentido, a solugao de L-
cisteina tem maior capacidade de extrair espécies de Hg?* labeis do que espécies de
Hg ligadas fortemente a matéria organica e HgS quimicamente estaveis (BOLLEN;
BIESTER, 2011).
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As recuperagdes razoaveis alcancadas neste estudo, principalmente da
espécie Hg?* e a variabilidade nas concentragdes de Hg nas amostras analisadas
(RSD =0,6 a6,0%) (Tabela 27), sao atribuidas a heterogeneidade e complexidade da
amostra.

As recuperagdes da espécie CHzHg" neste estudo variaram de 80 a 101%
enquanto as recuperacdes para Hg?* foram de 70 a 97% (Tabela 27). E relevante
destacar que as recuperagdes de CH3sHg* sdo superiores as recuperagdes de Hg?*.
Esse comportamento foi observado também para os estudos de fracionamento de Hg
no Capitulo 2 (Tabela 13), cujas recuperagdes de CHsHg" variaram de 89 a 106%,
enquanto as recuperagbes de Hg?* variaram de 49 a 102%. Quando o Hg?* é
adicionado na forma liquida as amostras, essa espécie reage mais facilmente com os
componentes da matriz do que a espécie CHsHg* adicionada. O Hg?* forma
compostos mais dificeis de serem extraidos, enquanto o CH3sHg* adicionado, mostra-
se mais facilmente recuperavel da matriz da amostra. Apesar disso, a solugao de L-
cisteina na concentragdo de 1,3% m/v mostrou-se adequada para a extragdo e
recuperacao das espécies de Hg dessas amostras, combinada com uma analise de
até 3 min das espécies de Hg, apesar de apenas a espécie Hg?* ter sido detectada.

A partir dos resultados obtidos neste estudo, conjuntamente com resultados
da literatura relacionados a especiagao de Hg tanto na fase 6leo como na fase sodlida
de amostras de petrdleo cru ou de sedimentos de tanque de armazenamento
(AVELLAN et al. 2018; GAJDOSECHOVA et al. 2016; GAULIER et al. 2015; YUN et
al., 2013), é possivel adquirir conhecimento suficiente sobre a composi¢cdo destes
produtos, a fim de encontrar estratégias para o gerenciamento junto a cadeia de

processos do petroleo.

6.3.4 Avaliagcao da exatidao do método de extracao das espécies de Hg

Para verificar a exatiddo do método de extragcao e quantificacdo, além dos
testes de adigédo e recuperagdo das espécies de Hg?* e CHsHg*, cujos resultados
estdo mostrados na Tabela 27, trés destas amostras, as quais apresentaram matrizes
com diferentes composicdes de agua, oleo e soélidos, foram submetidas a testes de
adigdo e recuperagdo em trés diferentes niveis de concentragdes de Hg?* (50, 100 e
300 mg kg™).
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Adicionalmente, para a comparagdo com uma metodologia oficial, o método
EPA 3200, recomendado para amostras soélidas como sedimentos e solos foi
empregado. Este método fornece menor converséo de espécies aliado a recuperagao
satisfatoria das espécies de Hg (RAHMAN; KINGSTON, 2004). Outro método descrito
pela EPA 3200, baseado em extracdo assistida por micro-ondas, foi empregue por
Rahman et al. (2010) para analise de especiacdao de Hg em amostras de petroleo,
alcancando baixas conversdes das espécies com o método utilizado. Entretanto, por
falta de instrumentacdo adequada e para compatibilidade com o método adotado, o
método utilizando extragcéo assistida com ultrassom foi empregado.

Na Tabela 28 estdo mostradas as concentragdes adicionadas (50, 100 e 300
mg kg'), as concentragdes obtidas e o percentual de recuperagdo de Hg?* nessas

amostras.

Tabela 28. Testes de adigdo e recuperacgio da espécie Hg?* nas amostras de borra
oleosa nos niveis de 50, 100 e 300 mg kg™' (n=2).
Enriquecimento Hg* determinado

Amostra Hg?* (mg kg™) (mg kg) Recuperagao (%)
0 55+0,1
50 50,9+2,0 91
! 100 76,3+2,6 71
300 216,3 £ 16,2 70
0 50,4 +1,0
50 914+2.2 82
® 100 143,4+43 93
300 325,31+ 10,6 92
0 2254 + 10,7
50 271,0+£9,2 91
13 100 318,1+7,6 93
300 516,9 + 13,1 97

Fonte: elaborado pela autora (2019)

Como pode ser observado na Tabela 28, para a amostra 1, recuperacoes
entre 70 e 91% foram obtidas. Essa amostra apresenta matriz mais oleosa e liquida,

que tende a agregar mais o Hg?*, tornando dificil a recuperacéo desta espécie. Nesse
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sentido, o uso de xileno como cossolvente favoreceu ndo somente a extragdo como
recuperagdo de Hg?* da matriz da amostra, apesar da recuperagéo de 70% de Hg?*
ainda ser consideravelmente baixa. Em relacdo as amostras 6 e 13, as quais
apresentam uma menor concentragédo de 6leo na composicdo as recuperagdes
variaram de 82 a 93% e 91 a 97%, respectivamente. Pode-se constatar, a partir das
recuperacdes obtidas na Tabela 28, que o método de extragao utilizado forneceu
recuperagOes satisfatorias das espécies de Hg?* nessas amostras, embora nao
possamos afirmar que o método seja eficaz para a extragao das espécies de Hg pois
nao ha conhecimento de quais sdo as espécies efetivamente presentes nas amostras
analisadas por HPLC-ICP-MS.

Para comparacao dos resultados, o método da US EPA 3200, indicado para
amostras sélidas, foi aplicado. E importante destacar que ndo ha método oficial para
a determinacédo de espécies de Hg em amostras de residuos oleosos de petréleo,
entretanto, o método 3200, apesar de ser melhor aplicavel a amostras solidas como
solos e sedimentos, foi 0 método que mais se aproximou desta aplicacdo. Nesse caso,
duas amostras, mais solidas e com baixo teor de 6leo (12 e 13) foram escolhidas para
serem submetidas ao processo de extracdo do método 3200. Apds a extracdo, as
amostras foram diluidas e analisadas por HPLC-ICP-MS conforme otimizado.

Na Tabela 29 estdo mostradas as concentragbes de Hg?* relativas a extragao

com o método otimizado neste trabalho e com o método EPA 3200.

Tabela 29. Concentragdes de Hg?* (mg kg™') obtidas apds extragdo com o método
otimizado neste trabalho e com 0 método de extracdo EPA 3200 (n=2).

Extracao* Extracao (EPA 3200)
Hg total
Amostra B Hg? (mg kg™) Hg? (mg kg™)
(mg kg™)
12 974 +1,8 35,8+0,2 9,75+0,13
13 4443 +25 2254 £ 10,7 5,17 £ 0,46

Fonte: elaborado pela autora (2019)
* Extragéo assistida por ultrassom e aquecimento 60°C por 30 min.

Como pode ser visto na Tabela 29, concentragbes de Hg?* obtidas com a
aplicagédo do método EPA 3200 foram significativamente inferiores as determinadas
com o método otimizado neste trabalho. E possivel que o método EPA 3200 tenha
maior eficiéncia na extracao de CHsHg" (RAHMAN; KINGSTON, 2004), indetectavel
nestas amostras. Sugere-se que para a extracdo de espécies de Hg, especialmente
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Hg?*, solugbes acidas muito diluidas ndo sejam capazes de extrair estas espécies de
matrizes mais complexas (WILHELM; LIANG; KIRCHGESSNER, 2006). Esses dados
concordam com os estudos efetuados neste trabalho referentes ao uso de solucgéo
diluida de HCI para extracdo das espécies de Hg nas amostras de borra oleosa. Como
observado nos estudos de fracionamento mostrados no Capitulo 2, a extragédo de Hg?*
utilizando HCI 2,0 mol L' resultou na extracdo de apenas 3% em relagéo ao total,
comparado a extragdo de 60% desta espécie quando utilizando HNO3 8,0 mol L.
Adicionalmente, um método EPA 3200 adaptado para amostras oleosas foi
também aplicado. Uma amostra foi solubilizada em xileno e submetida a extragédo com
ultrassom e aquecimento a 60°C por 15 min utilizando solugao de HCI 2,0% v/v +
etanol 10% m/v. Entretanto, aplicando-se este método, n&o foi possivel extrair Hg?*
em uma concentracio satisfatoria para comparacdo com o método otimizado neste
trabalho. Dessa forma, o método comparativo aplicado (EPA 3200) nao foi suficiente
para servir como parametro de comparagao com o método em estudo pois conferiu
extragéo de concentragdes consideravelmente baixas de Hg?*, visto que este método

nao é proposto para amostras de borra oleosa.

6.4 CONCLUSOES PARCIAIS

A otimizagédo das condigbes de separagdo de Hg?* e CHsHg* permitiram a
separagao das espécies em até 3 min por HPLC, garantindo intensidade satisfatéria
das espécies, resolugao e seletividade dos sinais cromatograficos. Aliado a isso, a
otimizacao da vazao do gas nebulizador e da poténcia de radiofrequéncia do ICP-MS
contribuiram para a detec¢cdo destas espécies satisfatoriamente. Em relagdo a
extracdo das espécies de Hg das amostras de borra oleosa, a solugao de L-cisteina
mostrou-se mais eficaz para a extragdo das espécies do que as demais solugdes
avaliadas. O uso de xileno como cossolvente na extragao melhorou a extracao de Hg
da amostra oleosa pelo aumento do contato com a solugao extratora. A extragao de
Hg?* variou consideravelmente entre as amostras avaliadas, dependendo da
composi¢cao da amostra em relagao a fase oleosa e sdlida, enquanto CHzHg" nao foi
extraido com o método utilizado. Apesar de o método oficial (3200) n&o garantir
satisfatoria extragdo das espécies de Hg?* da amostra, para comparagdo dos
resultados, os testes de adicdo e recuperagcdo foram satisfatérios para avaliar a
exatiddao do método, considerando a complexidade da matriz da amostra.
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7 CONCLUSOES FINAIS

Métodos simples, rapidos e de custo relativamente baixo foram desenvolvidos
neste trabalho para fracionamento e andlise de especiagdo de Hg em residuos
oleosos de petroleo. Inicialmente, estudos preliminares com extragao assistida por
micro-ondas mostraram que o uso de KMnO4 nas solugdes analisadas por CV-AFS
foram primordiais para garantir aumento da intensidade na detecgdo de Hg?*. Para
estudos de otimizagao das solugdes de HNO3 e HCI com aquecimento convectivo,
melhores respostas sobre a extragdo de Hg?* e recuperagbes das espécies foram
obtidas nas condi¢gdes mais drasticas. Nesse caso, HNO3 foi mais eficiente para a
extracao das espécies de Hg das amostras de borra oleosa. O emprego de abordagem
multivariada mostrou-se interessante para a otimizagao das condi¢cdes experimentais
e através do usos de funcdo desejabilidade foi prossivel obter uma condigdo de
compromisso para a extragao de fragées de Hg considerando conversao de CHsHg*
negligenciavel, para posterior detecgao por CV-AFS. O método desenvolvido permitiu
detectar baixas concentragdes de Hg?*, com alta sensibilidade e precisdo, comparado
ao uso de métodos como HPLC-ICP-MS.

Para a andlise de especiagao quimica de Hg em amostras de residuos
oleosos de petroleo, um método rapido foi otimizado empregando banho de ultrassom
e aquecimento. A solucdo de L-cisteina foi a mais eficiente para a extracdo das
espécies de Hg dentre as solugdes avaliadas. O uso de xileno como cossolvente
aumentou a extracdo de Hg da amostra oleosa pela solubilizagdo e aumento do
contato com a solugédo extratora. A extragdo de Hg?* variou consideravelmente entre
as amostras avaliadas, dependendo da composicdo da amostra em relagao a fase
oleosa e sdlida, enquanto CHzHg* ndo foi extraido com o método utilizado. A
separagao das espécies foi alcangada em até 3 min, garantindo satisfatéria resolugcéo
dos sinais cromatograficos obtidos pela separacdo no cromatoégrafo a liquido e
deteccao por ICP-MS. Esse método permite a andlise de especiacao de Hg por
HPLC-ICP-MS, considerando espécies idnicas (Hg?* e CHsHg*), porém, mais estudos
devem ser efetuados no que concerne a detecgcao de espécies de Hg metalico e
particulado nestas amostras, permitindo uma avaliagdo mais abrangente das espécies

de Hg presentes nestas amostras.
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APENDICES

Apéndice A — Tabela ANOVA para a extragdo de Hg?* (mg kg') da amostra de
borra oleosa apos estudos da massa de amostra e volume de extrator com uso de
matriz Doehlert aplicando aquecimento convectivo a 80 °C por 10 min e 10 mL de

HNO3 4,0 mol L'. R? = 0,9333.

Fator SQ Gl MQ F p

Volume (L) 15,3385 1 15,3385  146,7452 0,000006  Significativo
Volume (Q) 0,6644 1 0,6644 6,3567 0,039738  Significativo
Massa amostra (L) 8,2055 1 8,20552 78,5030 0,000047  Significativo
Massa amostra (Q) 1,3244 1 1,3244 12,6710  0,009224  Significativo
Volume x Massa 0,5289 1 0,5289 5,0603 0,059241

Falta de ajuste 1,0865 1 1,0865 10,3951 0,014569 Significativo
Erro puro 0,73167 7 0,10452

SQ total 27,26031 13

Fonte: elaborado pela autora (2019)
L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.

Apéndice B — Tabela ANOVA para a conversio de CHszHg* em Hg?* (%) na solugao
padrao utilizando matriz Box-Behnken avaliando-se a temperatura, [HCI] e tempo de
extracdo durante a otimizacao da extracdo com aquecimento convectivo. R? = 0,5452

Fator SQ Gl MQ F p

Temperatura (L) 2,98525 2,98525 5,74244  0,028335 Significativo
Temperatura (Q) 6,01561 6,01561 11,57167  0,003395 Significativo
[HCI] (L) 0,02481 0,02481 0,04772  0,829672

[HCI] (Q) 0,04041 0,04041 0,07774  0,783753

Tempo (L) 0,97469 0,97469 1,87493  0,188731

Tempo (Q) 11,33160 11,33160 21,79755  0,000220 Significativo

Temperatura x [HCI] 2,29630
Temperat. x Tempo 1,19851

2,29630 4,41719  0,050791
1,19851 2,30546  0,147298

W 2 A A A A A A A A

[HCI] x Tempo 1,29346 1,29346 2,48811  0,133135

Falta de ajuste 12,29341 4,09780 7,88257  0,001643 Significativo
Erro puro 8,83756 17 0,51986

SQ total 46,46121 29

Fonte: elaborado pela autora (2019)
L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.
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Apéndice C — Tabela ANOVA para a conversido de CHsHg* em Hg?* (%) na amostra
de borra oleosa utilizando matriz Box-Behnken avaliando-se a temperatura, [HCI] e
tempo de extracao durante a otimizagcado da extracdo com aquecimento convectivo.

R? = 0,7620

Fator SQ Gl MQ F p

Temperatura (L) 0,756900 0,756900 29,21730 0,000047 Significativo
Temperatura (Q) 0,106338 0,106338  4,10480  0,058750

[HCI] (L) 1,458056 1,458056 56,28283 0,000001 Significativo
[HCI] (Q) 0,594565 0,594565 22,95098 0,000170 Significativo
Tempo (L) 0,031506 0,031506  1,21618  0,285479

Tempo (Q) 0,051796 0,051796  1,99940 0,175414

Temperatura x [HCI] 1,193512
Temperat. x Tempo 0,001512

1,193512  46,07110  0,000003 Significativo
0,001512 0,05838  0,811958

W A A A A A A A A -

[HCI] x Tempo 0,092450 0,092450 3,56869  0,076060

Falta de ajuste 0,900638 0,300213  11,58858 0,000224 Significativo
Erro puro 0,440400 17  0,025906

SQ total 5,635787 29

Fonte: elaborado pela autora (2019)
L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.

Apéndice D — Tabela ANOVA para a extragdo de Hg?* (%) na amostra de borra
oleosa utilizando matriz Box-Behnken avaliando-se a temperatura, [HCI] e tempo de
extracéo durante a otimizacdo da extracdo com aquecimento convectivo. R? = 0,9615

Fator SQ Gl MQ F p

Temperatura (L) 10,36840 10,36840 5716,631  0,000000 Significativo
Temperatura (Q) 1,93646 1,93646  1067,671  0,000000 Significativo
[HCI] (L) 7,54876 7,54876  4162,017  0,000000 Significativo
[HCI] (Q) 0,10487 0,10487 57,818 0,000001 Significativo
Tempo (L) 0,59676 0,59676 329,022  0,000000 Significativo
Tempo (Q) 0,00051 0,00051 0,283 0,601788

Temperatura x [HCI] 4,63601
Temperat. x Tempo 0,15401

4,63601 2556,072  0,000000 Significativo
0,15401 84,915 0,000000 Significativo

W 2 A A A A A A A A

[HCI] x Tempo 0,25205 0,25205 138,968  0,000000 Significativo
Falta de ajuste 0,99744 0,33248 183,313  0,000000 Significativo
Erro puro 0,03083 17 0,00181

SQ total 26,71039 29

Fonte: elaborado pela autora (2019)
L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.
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Apéndice E — Tabela ANOVA para a extragdo de Hg organico (%) da amostra de
borra oleosa utilizando matriz Box-Behnken avaliando-se a temperatura, [HCI] e
tempo de extracao durante a otimizagcado da extracdo com aquecimento convectivo.

R?=0,7342

Fator SQ Gl MQ F p

Temperatura (L) 0,065025 0,065025 9,70664  0,006291 Significativo
Temperatura (Q) 0,012063 0,012063  1,80068  0,197279

[HCI] (L) 0,061256 0,061256  9,14406  0,007654 Significativo
[HCI] (Q) 0,360128 0,360128 53,75834  0,000001 Significativo
Tempo (L) 0,000306 0,000306  0,04572  0,833237

Tempo (Q) 0,042467 0,042467  6,33924  0,022127 Significativo

Temperatura x [HCI] 0,005512
Temperat. x Tempo 0,025313

0,005512  0,82288  0,377018
0,025313  3,77854  0,068656

W A A A A A A A A -

[HCI] x Tempo 0,012800 0,012800 1,91073  0,184775

Falta de ajuste 0,097662 0,032554  4,85954  0,012776 Significativo
Erro puro 0,113883 17  0,006699

SQ total 0,795950 29

Fonte: elaborado pela autora (2019)
L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.

Apéndice F — Tabela ANOVA para a recuperagéo de Hg?* (%) da amostra de borra
oleosa utilizando matriz Box-Behnken avaliando-se a temperatura, [HCI] e tempo de
extracéo durante a otimizacdo da extragdo com aquecimento convectivo. R? = 0,9439

Fator SQ Gl MQ F p

Temperatura (L) 31,64063 1 31,64063 533,4452 0,000000 Significativo
Temperatura (Q) 7,05003 1 7,05003 118,8600 0,000000 Significativo
[HCI] (L) 38,13063 1 38,13063 642,8634 0,000000 Significativo
[HCI] (Q) 0,04388 1 0,04388 0,7398 0,401703

Tempo (L) 0,12250 1 0,12250 2,0653 0,168837

Tempo (Q) 0,05388 1 0,05388 0,9084 0,353906

Temperatura x [HCI] 13,78125 1 13,78125 232,3450 0,000000 Significativo
Temperat. x Tempo 0,00000 1 0,00000 0,0000 1,000000

[HCI] x Tempo 0,12500 1 0,12500 2,1074 0,164790

Falta de ajuste 4,40375 3 1,46792 24,7483  0,000002 Significativo
Erro puro 1,00833 17 0,05931

SQ total 96,45500 29

Fonte: elaborado pela autora (2019)
L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.
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Apéndice G — Tabela ANOVA para a recuperagédo de CHsHg" (%) da amostra de
borra oleosa utilizando matriz Box-Behnken avaliando-se a temperatura, [HCI] e
tempo de extracao durante a otimizagcado da extracdo com aquecimento convectivo.

R? = 0,9830
Fator SQ Gl MQ F P
Temperatura (L) 193,9056 1 193,9056 3669,457 0,000000 Significativo
Temperatura (Q) 48,8063 1 48,8063 923,607  0,000000 Significativo
[HCI] (L) 359,1025 1 359,1025 6795,632 0,000000 Significativo
[HCI] (Q) 60,6851 1 60,6851 1148,401  0,000000 Significativo
Tempo (L) 22,3256 1 22,3256 422,489  0,000000 Significativo
Tempo (Q) 0,1078 1 0,1078 2,040 0,171286
Temperatura x [HCI] 9,0313 1 9,0313 170,907  0,000000 Significativo
Temperat. x Tempo 0,4050 1 0,4050 7,664 0,013150 Significativo
[HCI] x Tempo 1,3613 1 1,3613 25,760 0,000094 Significativo
Falta de ajuste 11,3212 3 3,7737 71,414 0,000000 Significativo
Erro puro 0,8983 17 0,0528
SQ total 717,0670 29

Fonte: elaborado pela autora (2019)
L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.

Apéndice H — Tabela ANOVA para a conversao de CHsHg* em Hg?* (%) na solugéo
padréo utilizando matriz Box-Behnken avaliando-se a temperatura, [HNO3] e tempo de
extracéo durante a otimizacdo da extragdo com aquecimento convectivo. R? = 0,5648

Fator sSQ Gl MQ F P

Temperatura (L) 0,07553 0,075529  0,33036  0,572978

Temperatura (Q) 0,03052 0,030518  0,13348  0,719356

[HNOs] (L) 0,30175 0,301754  1,31984  0,266528

[HNO3] (Q) 2,72550 2,725500 11,92108 0,003040 Significativo
Tempo (L) 2,20757 2,207573  9,65572  0,006403 Significativo
Tempo (Q) 4,56578 4,565776  19,97028 0,000338 Significativo

Temperat. x [HNO;] 1,17742
Temperat. x Tempo 0,10394

1,177419  5,14992  0,036552 Significativo
0,103945 0,45465  0,509203

W 2 A A A A A A A A

[HNOs] x Tempo 1,65642 1,656416  7,24501 0,015442 Significativo
Falta de ajuste 5,60629 1,868763  8,17379  0,001380 Significativo
Erro puro 3,88669 17 0,228629

SQ total 21,81364 29

Fonte: elaborado pela autora (2019)
L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.
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Apéndice | — Tabela ANOVA para a conversdo de CHsHg* em Hg?* (%) na amostra
de borra oleosa utilizando matriz Box-Behnken avaliando-se a temperatura, [HNO3] e
tempo de extracao durante a otimizagcado da extracdo com aquecimento convectivo.

R2=0,7214

Fator SQ Gl MQ F P

Temperatura (L) 3,97006 3,970056 23,95732 0,000137 Significativo
Temperatura (Q) 0,61393 0,613928  3,70475 0,071159

[HNO3] (L) 7,31702 7,317025 44,15461  0,000004 Significativo
[HNOs] (Q) 2,45926 2,459263 14,84043 0,001277 Significativo
Tempo (L) 0,03151 0,031506  0,19012  0,668300

Tempo (Q) 2,00962 2,009621 12,12706  0,002851 Significativo

Temperat. x [HNO3] 7,39201
Temperat. x Tempo 0,00080

7,392013 44,60712  0,000004 Significativo
0,000800 0,00483  0,945418

W A A A A A A A A -

[HNO3] x Tempo 0,05611 0,056113  0,33861 0,568269

Falta de ajuste 6,53446 2,178154  13,14408 0,000109 Significativo
Erro puro 2,81713 17  0,165714

SQ total 33,56247 29

Fonte: elaborado pela autora (2019)
L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.

Apéndice J — Tabela ANOVA para a extragao de Hg?* (%) da amostra de borra
oleosa utilizando matriz Box-Behnken avaliando-se a temperatura, [HNO3] e tempo de
extracéo durante a otimizacdo da extragdo com aquecimento convectivo. R? = 0,8900

Fator SQ Gl MQ F P

Temperatura (L) 1561,830 1 1561,830 5168,453 0,000000 Significativo
Temperatura (Q) 396,429 1 396,429  1311,874  0,000000 Significativo
[HNOs] (L) 1837,623 1 1837,623 6081,112  0,000000 Significativo
[HNO3] (Q) 258,859 1 258,859 856,623  0,000000 Significativo
Tempo (L) 22,491 1 22,491 74,429 0,000000 Significativo
Tempo (Q) 82,349 1 82,349 272,512  0,000000 Significativo

1

1

1

3

Temperat. x [HNO;] 1544,012 1544,012 5109,489 0,000000 Significativo

Temperat. x Tempo 10,488 10,488 34,708 0,000018 Significativo
[HNOs] x Tempo 4,636 4,636 15,342 0,001110 Significativo
Falta de ajuste 705,555 235,185 778,281  0,000000 Significativo
Erro puro 5,137 17 0,302

SQ total 6438,522 29

Fonte: elaborado pela autora (2019)
L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.
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Apéndice K — Tabela ANOVA para a extragcado de Hg organico (%) da amostra de
borra oleosa utilizando matriz Box-Behnken avaliando-se a temperatura, [HNO3] e
tempo de extracao durante a otimizagcado da extracdo com aquecimento convectivo.
R? = 0,9021
Fator SQ Gl MQ F P

Temperatura (L) 16,32160 1 16,32160 515,8342  0,000000 Significativo
Temperatura (Q) 4,78542 1 4,78542 151,2401  0,000000 Significativo
[HNO3] (L) 14,38306 1 14,38306 454,5677  0,000000 Significativo
[HNOs] (Q) 0,18029 1 0,18029 5,6979 0,028874 Significativo
Tempo (L) 8,16531 1 8,16531 258,0595 0,000000 Significativo
Tempo (Q) 2,66955 1 2,66955 84,3695  0,000000 Significativo

1

1

1

3

Temperat. x [HNO;] 5,72911 5,72911 181,0651  0,000000 Significativo
Temperat. x Tempo 8,54911 8,54911 270,1895 0,000000 Significativo

[HNOs] x Tempo 0,08820 0,08820 2,7875 0,113311

Falta de ajuste 5,99454 1,99818 63,1512  0,000000 Significativo
Erro puro 0,53790 17 0,03164

SQ total 66,73827 29

Fonte: elaborado pela autora (2019)
L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.

Apéndice L — Tabela ANOVA para a recuperagdo de Hg?* (%) da amostra de borra
oleosa utilizando matriz Box-Behnken avaliando-se a temperatura, [HNO3] e tempo de
extracéo durante a otimizacdo da extragdo com aquecimento convectivo. R? = 0,9352

Fator SQ Gl MQ F P

Temperatura (L) 4057,69 1 4057,690 1713,878 0,000000 Significativo
Temperatura (Q) 1039,52 1 1039,520 439,070  0,000000 Significativo
[HNO3] (L) 3624,04 1 3624,040 1530,714  0,000000 Significativo
[HNO;] (Q) 243,27 1 243,270 102,752  0,000000 Significativo
Tempo (L) 118,81 1 118,810 50,183 0,000002 Significativo
Tempo (Q) 9,11 1 9,105 3,846 0,066460

Temperat. x [HNO;] 2734,30 1 2734,301 1154,908 0,000000 Significativo
Temperat. x Tempo 70,21 1 70,211 29,656 0,000044 Significativo
[HNO:] x Tempo 37,41 1 37,411 15,802 0,000979 Significativo
Falta de ajuste 783,53 3 261,176 110,315  0,000000 Significativo
Erro puro 40,25 17 2,368

SQ total 12720,70 29

Fonte: elaborado pela autora (2019)
L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.
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Apéndice M — Tabela ANOVA para a recuperagao de CHsHg" (%) da amostra de
borra oleosa utilizando matriz Box-Behnken avaliando-se a temperatura, [HNO3] e
tempo de extracao durante a otimizagcado da extracdo com aquecimento convectivo.

R? =0,9586
Fator SQ Gl MQ F P
Temperatura (L) 3387,24 1 3387,240 3438,138 0,000000 Significativo
Temperatura (Q) 1103,26 1 1103,259 1119,837  0,000000 Significativo
[HNO3] (L) 4472,27 1 4472,266  4539,468 0,000000 Significativo
[HNOs] (Q) 3,73 1 3,727 3,783 0,068509
Tempo (L) 1,38 1 1,381 1,401 0,252783
Tempo (Q) 0,14 1 0,135 0,137 0,715407
Temperat. x [HNO3] 1399,21 1 1399,205 1420,230 0,000000 Significativo
Temperat. x Tempo 8,40 1 8,405 8,531 0,009532 Significativo
[HNO3] x Tempo 1,90 1 1,901 1,930 0,182708
Falta de ajuste 432,05 3 144,017 146,181 0,000000 Significativo
Erro puro 16,75 17 0,985
SQ total 10827,49 29

Fonte: elaborado pela autora (2019)
L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.

Apéndice N — Tabela ANOVA referente a otimizacdo dos componentes da fase
movel do HPLC (L-cisteina e acetato de aménio) utilizando matriz Doehlert.
R? =0,9403
Fator SQ Gl MQ F P

Acetato de aménio (L) 27,0938 1 27,0938 15,67407 0,005468 Significativo
Acetato de aménio (Q) 126,1008 1 126,1008 72,95090 0,000060 Significativo
L-cisteina (L) 10,8112 1 10,8112 6,25444  0,040939 Significativo
L-cisteina (Q) 68,6408 1 68,6408  39,70957 0,000404 Significativo

1

1

7

Acet. am. x L-cisteina 37,4113 37,4113  21,64287 0,002336 Significativo

Falta de ajuste 1,0800 1,0800 0,62479  0,455212
Erro puro 12,1000 1,7286
SQ total 220,6543 13

Fonte: elaborado pela autora (2019)
L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.
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Apéndice O — Tabela ANOVA referente a otimizagdo da vazao da fase movel e da
proporgéo de metanol sobre as contagens de Hg?*, apds aplicagdo de planejamento
Doehlert. R? = 0,9996

Fator SQ Gl MQ F P

Vazao FM (L) 5851925 1 5851925 23468,05 0,000000 Significativo
Vazdo FM (Q) 44652 1 44652 179,07 0,000003  Significativo
Metanol (L) 468028 1 468028 1876,94  0,000000  Significativo
Metanol (Q) 2046277 1 2046277  8206,21 0,000000  Significativo
Vazao FM x Metanol 155403 1 155403 623,22 0,000000  Significativo
Falta de ajuste 1752 1 1752 7,03 0,032907  Significativo
Erro puro 1746 7 249

SQ total 9989033 13

Fonte: elaborado pela autora (2019)
L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.

Apéndice P — Tabela ANOVA referente a otimizacédo da vazao da fase mével e da
proporcao de metanol sobre a resolugéo dos sinais, apos aplicagao de planejamento
Doehlert. R? = 0,9734

Fator SQ Gl MQ F P

Vazéao FM (L) 0,020833 1 0,020833  0,33557  0,620951

Vazdo FM (Q) 0,060000 1 0,060000 0,96644  0,429218

Metanol (L) 3,802500 1 3,802500 61,24832 0,015938  Significativo
Metanol (Q) 0,666667 1 0,666667 10,73826 0,081854

Erro 0,124167 2 0,062083

SQ total 4,677143 6

Fonte: elaborado pela autora (2019)
L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.

Apéndice Q — Tabela ANOVA referente a otimizagéo da vazao da fase mével e da
proporcao de metanol sobre o coeficiente de seletividade dos sinais, apds aplicagao

de planejamento Doehlert. R? = 0,9808

Fator SQ Gl MQ F P

Vazao FM (L) 0,000833 1 0,000833 0,40000 0,591752

Vazao FM (Q) 0,000000 1 0,000000 0,00000 1,000000

Metanol (L) 0,202500 1 0,202500 97,20000 0,010132  Significativo
Metanol (Q) 0,006667 1 0,006667  3,20000 0,215535

Erro 0,004167 2 0,002083

SQ total 0,217143 6

Fonte: elaborado pela autora (2019)
L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.
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Apéndice R — Tabela ANOVA para a otimizagédo da vazao do gas nebulizador e da
poténcia de radiofrequéncia do ICP-MS sobre as contagens de Hg?* utilizando matriz

Doehlert. R2 = 0,9436

Fator SQ Gl MQ F P

Vazao gas neb. (L) 26 1 26 0,043 0,841448

Vazdo gas neb. (Q) 5433802 1 5433802 8993,170 0,000000  Significativo
Poténcia RF (L) 46971 1 46971 77,739 0,000049 Significativo
Poténcia RF (Q) 417511 1 417511 690,999  0,000000 = Significativo
VGN x RF 3003 1 3003 4,970 0,061023

Falta de ajuste 359840 1 359840 595,551 0,000000  Significativo
Erro puro 4230 7 604

SQ total 6456879 13

Fonte: elaborado pela autora (2019)

L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.

Apéndice S — Tabela ANOVA para a otimizacdo da massa de amostra e volume de
solugéo extratora sobre a extragido de Hg?* utilizando matriz Doehlert. R? = 0,9994

Fator SQ Gl MQ F P

Volume de extrator (L) 95,6004 1 95,6004  14532,09 0,000000 Significativo
Volume de extrator (Q) 22,8528 1 22,8528 3473,82  0,000000 Significativo
Massa de amostra (L) 194,6365 1 194,6365 29586,43 0,000000 Significativo
Massa de amostra (Q) 6,0492 1 6,0492 919,53 0,000000  Significativo
Volume x Massa 10,2604 1 10,2604 1559,68  0,000000 Significativo
Falta de ajuste 0,1541 1 0,1541 23,43 0,001877  Significativo
Erro puro 0,0461 7 0,0066

SQ total 361,3983 13

Fonte: elaborado pela autora (2019)

L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.
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Apéndice T — Tabela ANOVA para a conversdo de CHsHg* em Hg?* na amostra de
borra oleosa apos otimizacdo do método de extragdo avaliando temperatura,
concentragéo de L-cisteina e volume de xileno utilizando planejamento Box-Behnken.

R? = 0,9745
Fator SQ Gl MQ F P
Xileno (L) 0,5093 1 0,5093 5,207 0,149997
Xileno (Q) 0,3465 1 0,3465 3,542 0,200533
L-cisteina (L) 12,8974 1 12,8974 131,864  0,007498 Significativo
L-cisteina (Q) 6,0202 1 6,0202 61,551 0,015861 Significativo
Temperatura (L) 208,0107 1 208,0107 2126,714 0,000470 Significativo
Temperatura (Q) 52,6148 1 52,6148 537,936  0,001854 Significativo
Xileno x L-cisteina 0,2949 1 0,2949 3,015 0,224647
Xileno x Temperat. 1,3406 1 1,3406 13,707 0,065834
L-cist. x Temperat. 5,1994 1 5,1994 53,158 0,018297 Significativo
Falta de ajuste 7,2602 3 2,4201 24,743 0,039096 Significativo
Erro puro 0,1956 2 0,0978
SQ total 291,9487 14

Fonte: elaborado pela autora (2019)
L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.

Apéndice U — Tabela ANOVA para a recuperagcao de CH3Hg* da amostra de borra
oleosa apds otimizagao do método de extragdo avaliando temperatura, concentragao
de L-cisteina e volume de xileno utilizando planejamento Box-Behnken. R? = 0,9359

Fator SQ Gl MQ F P

Xileno (L) 1,1250 1 1,1250 3,3750 0,207594

Xileno (Q) 5,0256 1 5,0256 15,0769  0,060382

L-cisteina (L) 40,5000 1 40,5000 121,5000 0,008130 Significativo
L-cisteina (Q) 1,2564 1 1,2564 3,7692 0,191710

Temperatura (L) 120,1250 1 120,1250 360,3750 0,002763 Significativo
Temperatura (Q) 98,5641 1 98,5641 295,6923 0,003365 Significativo
Xileno x L-cisteina 6,2500 1 6,2500 18,7500  0,049414 Significativo
Xileno x Temperat. 1,0000 1 1,0000 3,0000 0,225403

L-cist. x Temperat. 2,2500 1 2,2500 6,7500 0,121690

Falta de ajuste 18,2500 3 6,0833 18,2500  0,052395

Erro puro 0,6667 2 0,3333

SQ total 2949333 14

Fonte: elaborado pela autora (2019)
L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.
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Apéndice V — Tabela ANOVA para a recuperagéo de Hg?* da amostra de borra
oleosa apds otimizagcao do método de extracido avaliando temperatura, concentragao
de L-cisteina e volume de xileno utilizando planejamento Box-Behnken. R? = 0,9956

Fator SQ Gl MQ F P

Xileno (L) 156,645 1 156,645 824,45 0,001211 Significativo
Xileno (Q) 1706,769 1 1706,769  8983,00  0,000111 Significativo
L-cisteina (L) 399,031 1 399,031 2100,16  0,000476 Significativo
L-cisteina (Q) 1219,682 1 1219,682  6419,38  0,000156 Significativo
Temperatura (L) 1975,061 1 1975,061 10395,06 0,000096 Significativo
Temperatura (Q) 1694,882 1 1694,882  8920,43  0,000112 Significativo
Xileno x L-cisteina 138,062 1 138,062 726,64 0,001373 Significativo
Xileno x Temperat. 602,703 1 602,703 3172,12  0,000315 Significativo
L-cist. x Temperat. 313,290 1 313,290 1648,89  0,000606 Significativo
Falta de ajuste 37,463 3 12,488 65,72 0,015025 Significativo
Erro puro 0,380 2 0,190

SQ total 8541,717 14

Fonte: elaborado pela autora (2019)
L = linear, Q = quadratico, SQ = soma quadratica, Gl = graus de liberdade, MQ = média quadratica.
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