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RESUMO

A concentracdo de metano dissolvido na agua (MD) e outros gases, como 0
CO, e 0 Oy, se desviam do equilibrio com a atmosfera sob a influéncia da
atividade biolégica (fotossintese, respiracdo aerObica e anaerbbica e
metanogénese). A direcéo e intensidade destes desvios refletem a importancia
relativa dos varios processos bioldgicos que consumem ou produzem cada
gas, e fornecem uma indicagdo da natureza geral do metabolismo aquatico.
Assim, a observacdo do metano dissolvido nas aguas pode ser usada como
indicativo das taxas de producao do gas nos sedimentos e do seu consumo por
microrganismos metanotroficos que estariam presentes na coluna d’agua. Uma
das técnicas mais utilizadas para a obtencdo do metano dissolvido, por sua
facilidade, simplicidade e confiabilidade alta, ¢ a chamada técnica de
“headspace”. Neste protocolo, descrevemos os procedimentos para a coleta
das amostras, extragdo do metano dissolvido, analise laboratorial para
determinacao da quantidade de metano presente nas amostras e finalmente, a
determinacdo da concentracdo do metano dissolvido em aguas naturais.



PROTOCOL FOR SAMPLING, ANALISES AND DETERMINATION OF
DISSOLVED METHANE CONCENTRATIONS IN NATURAL WATERS

ABSTRACT

Concentration of dissolved O,, CO, and CH,; in waters deviate from
atmospheric equilibrium under the influence of biotic activity, including
photosynthesis, aerobic and anaerobic respiration, and methanogenesis. The
direction and magnitude of these deviations reflect the relative importance of
the various biotic processes that consume or produce gases, and provide an
indication of the overall nature of the aquatic metabolism The measurement of
the dissolved methane in waters could be used as a indicator of rates of
methane production on sediments and methane consumption on the water
column. One of the techniques most used to the measurement of the dissolved
methane is the headspace technique. In this protocol, we describe the
proceedings for sampling, methane extraction, laboratorial analyses and
determination of dissolved methane concentrations in natural waters.
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1 INTRODUCAO

Este documento tem como objetivo uniformizar as diretrizes para coleta,
analise e determinacdo das concentracdes de metano dissolvido em aguas
naturais, servindo de orientacdo a pesquisadores, técnicos e alunos.

O metano (CH4) € o hidrocarboneto mais abundante na atmosfera, e assim
como o dioxido de carbono (COy), € um dos mais abundantes gases do efeito
estufa (Seinfeld and Pandis, 1998, Ramanathan et al., 1985). O metano tem
importante papel no controle do OH troposférico e atua nos ciclos do O3 e Cl
estratosféricos (Wuebbles and Hayhoe, 2002).

A maior parte do metano atmosférico € produzido por microrganismos
(arquéias) sob condi¢cdes anaerdbicas, como as encontradas em ambientes tdo
diversos quanto tratos digestivos de ruminantes e cupins, areas alagadas
utilizadas na agricultura, aterros sanitarios e lixdes e areas alagadas naturais
ou de origem antropica (Bartlett et al., 1988; Devol et al., 1988; Bartlett et al.,
1990; Webbles e Hayhoe, 2002, Marani e Alval4, 2007, Alvala e Marani, 2009).

A maior fonte individual no balanco de metano atmosférico é representada
pelas areas alagadas. Areas alagadas naturais tém sido largamente estudadas
nos ultimos anos, evidenciando seu grande potencial de emissdo. Grandes
represas, particularmente em areas tropicais, podem constituir uma
consideravel fonte de metano para a atmosfera, devido a decomposicdo
anaerobica da vegetacao original alagada (Ramos et al., 2006, Marani e Alvala,
2007; Bambace et al., 2007). Represas tém grande importancia no
desenvolvimento de diversas nac¢des, sendo responsaveis pelo abastecimento
de agua potavel, controle de inundacdo/seca dos rios, irrigacdo de &reas
agricultaveis e geracao de energia hidrelétrica (Rosa et al., 2004), assim, faz-se
necesséario estudos do impacto que a formacdo destes lagos podem ter no
conteudo de metano atmosférico.

Uma ferramenta 0til nestes estudos é a observagdo do metano dissolvido nas
aguas, que pode ser usado como indicativo das taxas de producdo do gas nos
sedimentos e do seu consumo por microrganismos metanotroficos que podem
estar presentes na coluna d’agua. Uma das técnicas mais utilizadas para a
obtencdo do metano dissolvido, por sua facilidade, simplicidade e
confiabilidade alta, € a chamada técnica de “headspace” que serd descrita
neste protocolo.

Ressalta-se que a metodologia aqui descrita se refere a coletas realizadas em
aguas naturais, como de rios, lagos e represas, preferencialmente onde a
interferéncia antropica e os indices de polui¢cdo sejam baixos.



2 METODOLOGIA

2.1 Amostragem
2.1.1 Transferéncia entre fase liquida e gasosa - Técnica de headspace

As amostras de agua para a determinacdo de metano dissolvido podem ser
coletadas em diversas profundidades. Para as coletas que ndo sejam na
superficie, recomenda-se a utilizagcdo de equipamentos proprios, como a
garrafa de Van Dorn, mostrada na Figura la. A 4gua deve ser coletada em
seringas de poliuretano, de 60 ml, equipadas com valvula de 3 vias. O bico de
uma seringa deve ser introduzido na saida de agua da garrafa, e a seringa
deve ser cheia de forma lenta para evitar que ocorra 0 aparecimento de bolas
(Figura 1b). Para as coletas de agua da superficie, recomenda-se que seja feita
diretamente em uma seringa de 60 ml, onde serd realizada a extracdo do
metano dissolvido. A ponta da seringa deve estar submersa na agua, de forma
gue ndo permita a entrada de ar juntamente com a agua.

Figura 1. (a) Garrafa de Van Dorn, para coletas em diversas profundidades. (b)
coleta de agua da garrafa de Van Dorn.



A extracdo do metano dissolvido da agua é feita através da técnica de
headspace descrita por IOFFE e VITENBERG (1984). Apds o enchimento da
seringa (Figura 2a), descarta-se agua mantendo exatamente 30 ml na seringa
(Figura 2b). Mais 30 ml de ar ambiente sdo acrescentados a seringa (Figura
2c). Esta mistura deve ser agitada continuamente por cerca de 2 minutos e
entdo a mistura deve ser deixada em repouso, na horizontal, por mais 2
minutos (Figura 2d). Como o metano apresenta baixa solubilidade em agua, o
agitamento com ar garante que a maior parte do metano dissolvido seja
transferida da fase aquosa para a fase gasosa. ApOs 2 minutos de repouso, 0
ar presente na seringa deve ser transferido para um frasco de amostragem
previamente preparado.

Figura 2. Técnica de headspace. (a) coleta da amostra, (b e c) preparagédo da
amostra para aplicagcédo da técnica, (d) repouso para que o equilibrio
seja atingido.



Também deve ser realizada a coleta de uma amostra de ar ambiente, que tera
sua razdo de mistura de metano medida. Este valor serd utilizado
posteriormente para a determinacdo da quantidade de metano extraida da
agua.

2.1.2 Armazenagem de amostras

Apbs o periodo de repouso, os 30 ml da parte gasosa devem ser transferidos
para um frasco de vidro borosilicato de 20 ml lacrado com tampa de borracha e
lacre de aluminio, afixados com o alicate de recrave, para proporcionar uma
boa vedacdo e maior confiabilidade na amostra. A maior parte do ar interno
deve ser retirada no momento da amostragem em campo. Para isso, pode-se
utilizar uma seringa equipada com valvula de 3 vias. Insere-se a agulha no
frasco lacrado, e com a valvula na posicéo 1 (Figura 3a) o émbolo é puxado até
o fim, mesmo contra a resisténcia oferecida, gira-se a valvula para a posicdo 2
(no sentido anti-horario, até a posicdo mostrada na Figura 3b) e entdo o
émbolo é empurrado até o fim, retirando o ar de dentro da seringa, entéo,
girando a valvula no sentido horario, retorna-se a posicdo 1. O mesmo
procedimento deve ser repetido por 10 vezes, quando o ar residual no frasco
for minimo.

Figura 3. Preparacdo do frasco de amostragem em campo. (a) Posicdo da
valvula de 3 vias para retirada de ar do frasco. (b) Posicdo para
liberacdo para a atmosfera.



Os frascos devem ser armazenados ao abrigo do sol e calor da melhor forma
possivel. No momento da coleta, devem-se obter as temperaturas do ar, da
agua nas profundidades amostradas e a pressado atmosférica, dados utilizados
nos calculos do metano dissolvido Testes de laboratério indicam que a analise
deve ocorrer em no maximo uma semana ap0s a coleta, para evitar que
vazamentos contaminem as amostras.

2.2  Andlise Laboratorial

No Laboratério de Biogeoquimica Ambiental do Centro de Ciéncia do Sistema
Terrestre (CCST) do INPE, a razdo de mistura de metano nas amostras é
determinada com um cromatégrafo a gas (Shimadzu, GC-14A), equipado com
um detector de ionizacdo de chama (Flame lonization Detector, FID), um loop
de amostragem de 2,2 ml e duas colunas empacotadas otimizadas para a
analise de metano. A primeira delas € uma coluna de silica gel (com
comprimento de 2,5 metros e 1/8” de diametro) e € utilizada para remover o
vapor d’agua, CO, e outros compostos organicos pesados das amostras,
reduzindo assim o tempo total de analise. A coluna de analise (3 metros de
comprimento e 1/8” de diametro) € preenchida com peneira molecular de
zeolito de 5 A. O géas padréo utilizado para a calibracdo tem concentracéo de
1804 £ 2 ppbv.

2.3 Determinacdo do Metano Dissolvido

O metano dissolvido nas amostras de agua coletadas que foi separado do meio
aguoso utilizando a técnica de headspace é analisado em laboratério através
de cromatografia gasosa, obtendo a razdo de mistura (ppbv) do metano.
Utilizando a lei dos gases ideais, € possivel determinar a concentracao por litro
do metano dissolvido.

Sabendo que:

Pcy, DNcH, Ncy,
= = = 1.1
De n, PcH, n, Pt (1.1)

Onde pcy, € a pressdo parcial do CHy, p € a pressdo total no momento da
analise (pressao atmosférica no laboratorio), ncy, € 0 nimero de moles de CHy
na amostra e n, € 0 numero total de moles da amostra. Além disso, com



mcy, Sendo a massa total do metano na amostra e Mcy, (16,04 g mol™?) sendo
a massa molar do CHy, temos:

Mcy,

nCH4 = = mCH4 = nCH4,'MCH4 (1'2)

Mcy,

Considerando ainda que:

Mcy,

pV = nRT = pcy,V = RT (1.3)

Mcy,

Onde V € o volume da amostra (em litros), R é a constante dos gases (R =
0,082 atm.L.mol*.K™?) e T é a temperatura (em Kelvin) no momento da anélise
(temperatura do laboratério), pode-se obter:

_ Pcn, VMcp,

Mgy, RT (1.4)
Mcy, = Tedy % Mcy, (1.5)
Lembrando que:
XcH, = n::4 (1.6)
Temos que:
mcy, = % Mch, XcH, (1.7)



Assim, a concentragcao (massa/volume) de metano na amostra de ar é:

mcy, Pe Mcn,

Lembrando ainda que, na determinagao do metano dissolvido na agua, xcy, € a
diferenca entre a razao de mistura medida no frasco e a razdo de mistura no ar
ambiente adicionado a agua no momento da coleta (ar ambiente). Como o
volume de ar adicionado é igual ao volume de &gua utilizada (30 ml), a
equacao 1.8 nos da diretamente a concentracdo de metano dissolvido na agua.

Como exemplo de célculo, consideremos um caso em que a razao de mistura
obtida de uma amostra seja de 3.272,0 ppbv. Com a razdo de mistura da
amostra de ar ambiente (também coletado no momento da amostragem) de
2.100,0 ppbv, temos xcy,= 1.172,0 ppbv (ou 1.172,0 x 10°). Consideremos
também a pressdo atmosférica e a temperatura no laboratorio como sendo 0,97
atm e 27°C (300 K), respectivamente, teremos, a partir da equacao 1.8:

mcy,  (0,97atm)x(16,04 gmol™")
V(0,082 atm L mol~1K-1)x(300 K)

x (1,172x1079)

Mcy,

= 7,42x1077g/L = 7,42 x 10"*mg/L
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