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RESUMO

Moluscos bivalves séo freqientemente utilizados como indicadores para
analises de contaminacdo aquatica representando a base de inUmeros programas
de monitorizagdo ambiental. Com a perspectiva de se avaliar riscos potenciais a
salude humana, este trabalho investigou a qualidade de mexilhdes Perna perna e
ostras Crassosstrea gigas cultivadas em zonas costeiras da llha de Santa
Catarina ao longo dos anos de 1999 e 2000, quanto ao teor de elementos traco.
Trés pontos de coleta foram selecionados: Enseada da Pinheira, Praia do
Ribeirdo da Ilha e Praia de Sambaqui. Parametros fisico-quimicos da 4gua do mar
considerados relevantes ra medida do grau de eutrofizacdo mostraram valores
compativeis com a dindmica do meio ambiente estudado. Concentracfes de
elementos metalicos e semi-metalicos foram determinadas na agua do mar, nas
fases dissolvida e particulada, nos tecidos dos bivalves e no sedimento. As
concentracbes foram similares ou menores do que aquelas encontradas em
outros paises. Também foram determinadas as concentracfes dos elementos
traco nos sedimentos coletados nas regides de cultivo, na sua forma total e nas
fracOes obtidas pela aplicacdo do método modificado de extracdo sequencial
proposto pela European Community Bureau of Reference, hoje Standards,
Measurements and Testing Programme. Foram utlizadas a técnica de
espectrometria de massa com fonte de plasma indutivamente acoplado, na
determinacdo de Ag, As, Cd, Cr, Cu, Hg, Mn, Ni, Pb, Se, Sn, V, Zn em amostras
ambientais (sedimentos, mexilhdes, ostras e agua do mar). Para a determinacéo
de elementos traco na fase dissolvida da agua do mar foi usado um sistema de
injecdo em fuxo para a separacdo e pré-concentracdo do analito, acoplados ao
espectrébmetro e introducdo do eluato organico através de um nebulizador
pneumatico, também foi usado um vaporizador eletrotérmico para introducdo da
amostra. A validacdo da metodologia aplicada para cada amostra foi realizada
pela andlise de materiais de referéncia certificados de composicdo similar &
amostras. Valendo-se do programa Statistica® 5.0 aplicou-se a correlacdo de
Pearson, tendo sido encontrados indicios que relacionam os niveis de alguns

elementos tragco como Hg, Mn, Ni, Pb e Zn na fase dissolvida e particulada da



agua do mar com parametros fisico-quimicos, como oxigénio dissolvido, pH,
matéria organica e inorganica particulada. Também entre as concentracées dos
elementos traco no tecido de mexilhdes e ostras e as concentracdes obtidas nas
fracbes do sedimento. Estes indicios foram importantes para se entender as
relacbes dos elementos tragco no ambiente marinho e recomendar o uso de
moluscos bivalves em programas de monitorizagdo da poluicdo marinha. N&o
foram encontradas indicagcbes de poluicdo por metais e semi-metais nos
compartimentos estudados. No entanto, os dados obtidos certamente serdo muito
Uteis em futuras avaliagcbes de poluicdo, servindo como um importante banco de
dados da situacdo no biénio. Os moluscos criados nas areas estudadas séo

adequados para o0 consumo humano em relacéo aos teores de elementos traco.



ABSTRACT

Bivalves mollusks are frequently used as indicators for aquatic
contamination levels, analyses representing the basis of several environmental
monitoring programs. In order to investigate potential risks to the human health, in
this work, the quality of mussels Perna perna and of oysters Crassosstrea gigas,
cultivated in the coastal region of Santa Catarina island and collected during the
years of 1999 and 2000 were evaluated, mainly in relation to trace elements
contents,. Three collecting points were selected: Enseada da Pinheira, Ribeirdo da
llha and Sambaqui Beaches. Physical chemical parameters of the sea water,
considered to be important for the evaluation of the eutrophication level, showed
values compatible to the dynamics of a well balanced environment. Metallic and
semi-metallic elements concentrations were determined in the dissolved and in the
particulate phases of sea water samples and in the soft tissue of mussels and
oysters. The obtained concentrations were smaller or similar to those found in
other countries. Sediments collected in the cultivation areas were also analyzed
and fractionated according to the modified sequential extractions protocol
proposed by the European Community Bureau of Reference. Inductively coupled
plasma mass spectrometry was used in the determination of Ag, As, Cd, Cr, Cu,
Hg, Mn, Pb, Se, Sn and V in the environmental samples (mussel, oyster, sediment
and sea water samples). For the sea water analysis (dissolved phase), a flow
injection system, for the separation and pre-concentration of analytes, was
coupled to the spectrometer and the organic eluate was introduced by an
electrothermal vaporizer. The validation of the methods was carried out by the
analysis of certified reference samples of similar compositions. The Pearson’s
correlation was applied to the obtained data through the use of the Statistica® 5.0
software and significant correlation were found for the levels of some trace
elements, such as, Hg, Mn, Ni, Pb and Zn in the dissolved or in the particulate
phases of the sea water and physical chemical parameters, such as dissolved
oxygen, pH, organic matter and inorganic particulate. Some significant correlations
were also found for the trace element concentrations in the soft tissue of mussels
and oysters in relation to the concentrations obtained in the sediment fractions.

These correlations were important for a better understanding of the behavior of



trace elements in the marine environment and for the recommendation of bivalves
mollusks in trace elements monitoring of the marine pollution.

In a general way, indication of pollution by metals and semi-metals in the
studied compartments was not found. However, the obtained data certainly will be
very useful for future investigations of pollution, as an important data file of the real
situation during the years the samples were collected. The nollusks cultivated in
the studied areas are safe, for human consumption in marine pollution monitoring

for trace elements levels.



1. INTRODUCAO

A maricultura constitui atualmente um dos setores produtivos mais dinamicos
do Estado de Santa Catarinal. O cultivo de mexilhdes, por exemplo, foi
introduzido em 1989 com base em pesquisas experimentais realizadas pela
Universidade Federal de Santa Catarina e pela Associagdo de Crédito e
Assisténcia Pesqueira de Santa Catarina (ACARPESC, atualmente Empresa de
Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina, EPAGRI S/A). A
espécie cultivada - Perna perna (Linné, 1758), considerada o maior mitilidio
brasileiro, pode ser encontrada em abundancia na orla litoranea que se estende
do Estado do Espirito Santo ao Estado de Santa Catarina®3. Segundo Roczanski
et al?, a safra obtida com cultivos desta espécie, em 1999/2000, chegou a
alcancar um patamar de 9.460 toneladas e, em 2001, alcangou 11.364 toneladas
de mexilhbes e 762 mil duzias de ostras, com um numero estimado de 994
produtores trabalhando em 148 areas de cultivo, as quais representam 960
hectares, com aproximadamente 2.100 pessoas trabalhando diretamente na
atividade®.

Da mesma forma, as atividades de ostreicultura vém se intensificando
rapidamente, através do cultivo da ostra-do-pacifico Crassostrea gigas (Thunberg,
1795), utilizando-se para tanto sementes produzidas pelo Laboratorio de Cultivo
de Moluscos Marinhos (LCMM) da Universidade Federal de Santa Catarina. Esta
espécie de ostra passou a ser muito cultivada no Brasil, em funcdo do seu rapido
crescimento. Além disso, experiéncias promissoras com a ostra-do-mangue, ou
nativa (Crassostrea rhizophorae), encontram-se em desenvolvimento. Vale a pena
ressaltar ainda que a expansdo mais representativa da producdo de ostras
ocorreu no periodo 1999/2000, concentrando-se principalmente no municipio de
Florianopolis. Na ultima safra, este municipio contribuiu com 83% do volume total
de ostras produzidas no Estado de Santa Catarina, considerado hoje em dia o
maior produtor de moluscos marinhos cultivados do pais®™.

Todavia, apesar do inegavel potencial socio-econdmico contido nestes
empreendimentos, o atual padrédo de desenvolvimento acelerado e intensivo das
praticas de maricultura no Estado ndo esta isento de liscos. Possiveis impactos

destrutivos do ponto de vista socio-ambiental incluem, entre outros, distlrbios das
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comunidades naturais de fitoplancton, deposicdo de matéria organica no fundo
das areas de cultivo, contaminacdo genética de estoques selvagens, introducéo
de espécies que competem com as ja existentes e disseminam doencas nos
estoques naturais, e finalmente, ameacas asaude publica pelo fato de os cultivos
serem realizados na auséncia de um sistema realmente eficaz de monitorizagéo
da qualidade das aguas e dos produtos cultivados. Este Gltimo aspecto tem sido
colocado em primeiro plano nos debates sobre politicas de fomento & atividades
de maricultura no Estado, onde comeca a ser melhor percebida a magnitude dos
riscos gerados pela presenca de metais e semi-metais, substancias quimicas e
bactérias.

Atualmente, as perspectivas de exportacdo dos moluscos cultivados para
outros Estados permanecem dependentes da emissdao de um Servico de
Inspecdo Federal (SIF). No caso da exportacdo para os mercados europeu, norte-
americano e japonés (NAFTA, Mercado Asiatico e Mercado Comum Europeu),
envolvendo paises que tém enfrentado sérios problemas de contaminacdo por
metais e semi-metais nas Ultimas décadas, exige-se, através da indicacdo dos
niveis destes elementos nos produtos exportados, que 0s parametros de
qualidade analitica indicados nos rétulos sejam rigorosamente atendidos®.

Em consequiéncia, vem se impondo pouco a pouco a necessidade de se fazer
frente a este novo contexto de intercAmbios comerciais através de estudos
especializados, com perfil inter e transdisciplinar. No caso da avaliacdo de
elementos traco, uma operagdo que requer instrumentacdo analitica moderna e
controle de qualidade sofisticado. A consolidacdo e disseminacdo deste tipo de
pesquisa vem sendo considerada de importancia fundamental para profissionais
das areas de Quimica, Aquicultura, Bioquimica, Geociéncias e Ciéncias Sociais.
Em parceria com representantes de empresas governamentais e privadas e
agentes do setor publico, estes profissionais podem convergir na criacdo de
novos instrumentos juridicos e arranjos institucionais capazes de minimizar os
riscos soOcio-ambientais das praticas de maricultura no futuro e favorecer, no
presente, o atendimento de uma demanda crescente por produtos dispondo de
certificacao de qualidade.

O Brasil adota como padrdo de referéncia para fins de certificacdo a
Resolucdo CONAMA rf 20 de 1986, inserida na Lei n° 9.433 de 8 de janeiro de
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1997. Esta dultima institui a Politica Nacional de Recursos Hidricos e cria o
Sistema Nacional de Gerenciamento de Recursos Hidricos, mas responde apenas
pela normatizacdo dos niveis totais de metais®. A percepcéo de suas limitacdes
face a nova realidade imposta pela globalizacdo dos circuitos econémicos e
culturais vem se tornando cada vez mais nitida tanto no ambiente académico
guanto na Orbita empresarial.

Neste sentido, seria importante ressaltar que em paises mundialmente
reconhecidos pelo seu dinamismo na gestdo do setor de maricultura, os niveis
aceitaveis de micropoluentes no meio natural so fixados de maneira rigorosa’”.
Além da especificacdo de espécies quimicas para 0s elementos de maior
toxicidade, constata-se que o0s niveis tolerados s&o bem inferiores &ajueles
permitidos pela legislacdo em vigor no Brasil. Esta constatacdo torna-se
relevante, jA& que uma concentracdo elevada de excrementos de moluscos no
fundo do mar pode vir a transformar as espécies quimicas geralmente
encontradas nos ecossistemas costeiros e, eventualmente, desencadear
processos de eutrofizacdo devido a degradacdo sinergistica do meio. Um
exemplo expressivo desta espécie de dano socio-ambiental esta representado na
literatura técnica sobre a Baia de Chesapeakel?, onde as causas da dinamica de
degradacédo ecossistémica foram correlacionadas tanto com a poluicdo induzida
por nutrientes, quanto com a super exploracdo de ostras nativas através de coleta
mecanica.

Por outro lado, devido a sua capacidade de bioconcentrar metais traco e
compostos organicos, certos organismos aquaticos vém sendo utilizados nos
tltimos anos na monitorizacdo da poluicio em ambientes costeiros.
Concentracdes de contaminantes em tecidos de mexilnbes e ostras dependem
certamente do nivel de desenvolvimento do organismo, da salinidade, da
temperatura do meio e do estagio de reproducéo ja alcancado. Considerados
bons indicadores de biodisponibilidade!**®.

A poluicdo por metais pesados esta associada, por um lado, a metais
presentes na forma dissolvida, ou com matéria particulada em suspensao na
coluna de &gua. Por outro lado, esta associada ao plancton, pelo fato dos metais
ingeridos através deste alimento, pelos moluscos, se acumularem

preferencialmente nos tecidos viscerais'®!’. Torna-se, assim, importante conhecer
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a quantidade de metal na forma livre ibnica dissolvida que é, freqlientemente,
muito menor do que o contetdo total®®!°. De acordo com Allen e Hansen'®, a
biodisponibilidade de um metal e, consequentemente, sua toxicidade, dependem
da forma quimica e fisica na qual o metal se encontra. De fato, todos os
equilibrios possiveis com os diferentes ligantes presentes devem ser
considerados, sendo que a ligacdo de, por exemplo, Cu a matéria organica
dissolvida ou ao material particulado, pode diminuir a biodisponibilidade®®. Trata-
se, portanto de um problema extremamente complexo, no qual tanto o equilibrio,
guanto a cinética dos diferentes processos de adsorcdo e complexagdo que
podem acontecer, devem ser considerados?®®. Mesmo que estes valores sejam
considerados baixos - em elementos traco sdo levados em conta niveis de ppm -
0s impactos do ponto de vista ecotoxicolégico podem alcancar proporcdes
surpreendentes®®?°.

Em geral, espécies dissolvidas sdo aquelas que, por definicdo, passam
através de uma membrana filtrante de tamanho nominal de 0,45 mm, na qual o
material particulado é retido. Desta forma, os elementos quimicos sé&o
determinados e analisados como presentes na forma de espécies dissolvidas ou
particuladas?”.

As atividades antropogénicas figuram no rol das mais importantes entradas de
elementos traco téxico em aguas, sedimentos e biota®’. Elevadas concentracdes
de Cd, Hg, Pb, e Sn e semi-metais como As, poderdo produzir efeitos nocivos
sobre os proprios organismos aquaticos ou seus predadores, uma vez que estes
s&o biomagnificados na cadeia tréfica®.

Analiticamente, devido a capacidade de andlise multielementar, alta
sensibilidade e medida da razdo isotépica, 0 uso da espectrometria de massa
com fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)*, torna-se vantajosa para
o estudo de problemas relacionados com materiais biolégicos de ambientes
marinhos, no contexto de pesquisas voltadas a abertura de novas opgbes de
gestdo integrada e descentralizadas de atividades de maricultura®.

A determinagdo de elementos tragco em agua do mar torna-se problemética
pelo fato de existrem concentracdes elevadas de elementos da matriz®®
(aproximadamente 0,5 M de NacCl), e uma baixissima concentracdo de elementos

traco?’. Quando se utiliza ICP-MS, a determinacéo direta é problematica, devido
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ao alto teor de solidos encontrado na matriz (em torno de 3 % m/v, enquanto que
0 espectrémetro tolera no méximo 0,2 %) e também & interferéncias causadas
por ions poliatbmicos provenientes de elementos como Ca, Cl, Na e S. Além
disso, existem riscos de supressdo do sinal analitico, em fungcdo das
concentracdes macicas de elementos alcalinos.

Na pesquisa realizada em trés zonas de cultivo na llha de Santa Catarina,
nos meses de abril e outubro ao longo dos anos de 1999 e 2000, a qualidade das
aguas foi avaliada em termos da concentracdo de metais e semi-metais e da
presenca de parametros fisico-quimicos julgados relevantes face a problematica
da pesquisa. Por outro lado, a qualidade de mexilhdes Perna perna e ostras
Crassostrea gigas foi avaliada em termos da concentracdo de elementos traco.
No sedimento, foram avaliados metais e semi-metais nas diversas fracdes do

sedimento de acordo com a aplicacao de um protocolo de extragédo sequencial.

1.1 Objetivos

Nos ultimos anos a producdo pesqueira da América Latina tem se mantido
estabilizada, enquanto tem se observado uma crescente demanda por proteinas
de origem aquatica. A partir desta realidade, a expectativa € que a maricultura
assuma um papel fundamental para suprir esta demanda. Segundo a FAO?® em
1994, a América Latina, por suas condicbes geogréaficas, tém excelentes
condicbes para exportacdo de produtos provenientes da aquicultura, para a
América do Norte, Europa e Asia (principalmente Jap&o). Estes trés mercados
sdo altamente competitivos e exigentes quanto a qualidade, regularidade e
volumes de abastecimento. Em geral, a maioria dos produtos da aquicultura, com
excecdo do camardo e do salmdo, ndo cumprem totalmente estes trés
requisitos®®. Com o crescente aumento na competitividade do mercado nacional e
internacional de proteina de origem aquatica, cada mitilicultor ou ostreicultor
devera se preocupar em integrar-se & redes de comércio a fim de ser bem
sucedido em seus negoécios. Além disso, € importante ter ciéncia de que néo
basta mais produzir para vender, j& que a qualidade do produto est4 sendo, cada

vez mais, o elemento decisorio para a sua comercializacao.
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O objetivo geral do presente estudo € avaliar as alternativas analiticas e
contribuir com o conhecimento sobre a distribuicdo dos metais e semi-metais no
ambiente aquatico, visando o desenvolvimento do cultivo de moluscos marinhos

na llha de Santa Catarina.

Para se atingir o objetivo geral € necessario desenvolver um conjunto de

temas que estéo descritos numa série de objetivos especificos, que séo:

- Fortalecer atividades laboratoriais na area de controle da qualidade
analitica aplicada a garantia de qualidade de alimentos de origem
aquatica;

- Aplicar as técnicas de controle da qualidade analiticas utilizadas na
determinagcdo de metais e semi-metais: Ag, As, Cd, Cr, Cu, Hg, Mn, Ni,
Pb, Se, Sn, V, Zn em mexilhdes, ostras, agua do mar e sedimento e de
avaliacao de biomonitores para a contaminacao aquatica;

- Estudar a especiacdo dos elementos traco nos sedimentos para definir
operacionalmente as fracdes dos elementos e caracterizar o grau em
gue séo potencialmente labeis ou biodisponivel;

- Correlacionar os diversos graus de contaminacdo, pelas espécies de
metais e semi-metais presentes na agua, como espécies dissolvidas ou
como material em suspensao, e 0s parametros fisico-quimicos; também
metais e semi-metais presentes no sedimento e o0s niveis de

concentracdo em mexilhdes e ostras.

1.2 Abordagem geral

O meio ambiente ndo € um meio estatico e o efeito dos compostos
poluentes € dependente de sua concentracdo. Todas as formas de atividade
humana sdo uma fonte em potencial de contaminagéo, por exemplo, os dejetos
industriais sdo uma fonte de contaminagdo orientada a algumas areas,
principalmente a aquética. A 4gua e a atmosfera sdo os meios de maior disperséo
de compostos poluentes e, por isso, inevitavelmente levardo a sua diluicdo. Estes
compostos podem ser transformados por degradacdo fotoquimica ou ataque

microbiano e podem elevar a concentracdo de alguns elementos a niveis toxicos.



Introducéo 7

Também se deve considerar o fato que estes elementos podem ser acumulados
em determinados locais, como em alguns organismos, possivelmente localizados
longe da fonte de poluicdo. Ainda, metais tdéxicos como o Cd, podem ser
encontrados em moluscos em concentracdes em torno de 10° vezes maiores que
nas aguas adjacentes’’.

Metais ndo dissolvidos ou precipitados na agua irdo se aderir aos
sedimentos. Quanto menor o tamanho da particula, maior a acumulagdo nos
sedimentos, maior também serd a quantidade ingerida por organismos que se
alimentam destas particulas, por filtracdo dos sedimentos (como os mexilhdes,
ostras, etc). Os animais obtém sua comida alimentando-se de plantas ou de
outros animais. Se um poluente estiver presente no primeiro organismo (espécie),
entdo de acordo com a cadeia alimentar, ira aumentar a concentracdo em cada
espécie subsequente (biomagnificacao).

Os metais entram no meio ambiente, encontrando-se geralmente nas
formas insollveis pertencentes ao lixo industrial, produtos manufaturados
descartados ou parte de depdsitos minerais naturais. A solubilidade destes metais
aumenta com o decréscimo do pH, favorecendo também a deposicdo sobre os
sedimentos. O pH no qual isso ocorre varia de metal para metal, mas sob
condicbes suficientemente alcalinas todos o0s metais de transicdo irdo se
precipitar. A deposicdo de uma quantidade alta de um metal pode resultar em
deposicdo de outro metal traco (co-precipitacdo). O ion metalico pode interagir
com o sedimento através de varios mecanismos, tais como: adsor¢ao; troca iénica
ou formacéo de complexo.

A mudanca da natureza do meio (dgua do mar, por exemplo) de oxidante
para redutor, ou vice-versa, pode levar ou asolubilizacdo ou adeposicdo de ions
metalicos. A maioria dos metais de transi¢cdo pode existir em diferentes nimeros
de oxidacdo (por exemplo, o ferro pode existir como Fe?* e Fe®). Em solucées
fracamente Acidas, é predominante o Fe®*; sob condicdes alcalinas (oxidantes) o
fon é oxidado e precipita como Fe(OH)s. Sob condigfes redutoras, ions contendo
sulfato (SO4%) s&o reduzidos a S*, o que pode levar adeposicdo de metais como
Pb e Cd na forma de sulfeto insoltvel.

Muitos metais séo retidos pelos organismos como simples ions, outros,

particularmente Cd e Hg podem ser convertidos em compostos organometélicos
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covalentes e irdo se depositar preferencialmente em tecidos gordurosos. A
distribuicio em um organismo marinho é, deste modo, muito dependente da
forma quimica do metal. A Tabela 1.1 apresenta, como exemplo, dados
comparativos da distribuicdo de Pb e Cd em um molusco da costa européia,
incluindo-se as concentracdes no sedimento e na agua do mar.

Os metais, que séo de grande interesse ambiental, principalmente por seus
efeitos mutagénicos e teratogénicos, sdo intensamente usados na industria.
Muitos metais pesados como Pb, Cd e Hg, tém grandes fatores de
bioconcentracdo (relaciona a quantidade de metais no organismo marinho a
guantidade encontrada nas aguas adjacentes) em organismos marinhos, sao
significativamente toxicos e diferentes de muitos outros elementos de transicéo, ja
gue nado possuem funcéo biolégica conhecida. Hoje, € bem sabido que as
atividades antropogénicas sdo as mais importantes entradas de elementos trago
toxicos em aguas, sedimentos e biota.

Tabela 1.1. Concentracdo de elementos traco em Orgdos individuais de um

molusco.
Porcentagem Concentracao (mg kg'l)
no animal Pb Cd

Amostra
Branquia 10 52 <20
Musculo 24 <5 <20
Tecido gorduroso 17 8 2000
Intestino 1 28 <20
Rim 1 137 <20
Gonodas 20 78 <20
Sedimento - <5 <20
Agua do mar (mg L) - 3 0,11

Adaptada de Reeve'’

Portanto, sabe-se que o0s organismos marinhos, como mexilhdes e ostras,
através de seu metabolismo extraem do ambiente muitas espécies quimicas, as
quais poderdo ser transformadas, estocadas ou liberadas ao meio, no qual
habitam. A compreensdo da distribuicdo e ransformacdo de espécies metélicas

nos diferentes compartimentos do sistema presente no cultivo de mexilhdes e
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ostras na regido costeira da llha de Santa Catarina requer a determinacdo de
metais traco em amostras ambientais, como um primeiro passo para se
estabelecer um programa que vise agarantia da qualidade da maricultura desta
regiao.

Na década de oitenta, os principais objetivos das pesquisas em aguas
poluidas por metais passaram dos levantamentos iniciais de fontes e caminhos,
para investigacdes mais detalhadas dos mecanismos que controlam a mobilidade
e biodisponibilidade das diversas espécies metalicas, bem como seus efeitos
toxicos sobre os organismos aquaticos®’. Sabe-se que a toxicidade de fons
metdlicos, frequentemente decresce com o aumento do pH para plantas que
crescem em cultura aquatica®®>. Para a compreensdo do porque o pH afeta a
atividade dos diferentes ions metalicos nos organismos que estdo presentes no
sistema aquatico, sao realizados testes para a avaliagdo de efeitos
ecotoxicoldgicos. Estes testes sao realizados de forma sistematica. Em geral, sdo
realizados de acordo com a espécie metalica em estudo e as condic¢des fisico-
guimicas que se encontra 0s ambientes. Estes testes sdo denominados, por
exemplo, testes de: 1) toxicidade aguda, 2) persisténcia e biodegradabillidade, 3)
toxicidade cronica, 4) testes de bioacumulagéo e biomagnificacéo, etc?:.

Os sedimentos sdo ao mesmo tempo carregadores e fontes em potencial
de contaminante em sistemas aquaticos. Estes materiais podem também afetar a
gualidade das &guas do subsolo. Esses problemas foram originalmente
reconhecidos por quimicos inorganicos no inicio e meados da década de
sessenta, a partir de estudos de radionuclideos nos rios Columbia e Clinch®® e de
metais pesados no sistema do Rio Reno®. No inicio dos anos 70, apés os
eventos catastréficos de intoxicacdo por Cd e Hg no Japéo, os contaminantes
associados a sedimentos passaram a receber a atencdo do publico. Devido a
capacidade de acumular metais, os sedimentos podem refletir a qualidade de
agua e registrar os efeitos de emissdes antropogénicas.

O aumento da industrializagdo nas dUltimas décadas resultou em
importantes descargas de metais traco a partir de operacdes de mineracéo e das
industrias téxteis e de refino e processamento de metais. Uma vez introduzidos no
sistema aquatico, os metais traco sofrem reacdes biolégicas, quimicas e fisicas,

tais como, a assimilagdo por organismos planctonicos seguidos da sedimentacdo
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destes organismos, sorcdo em interface solido-agua, ou fluxos difusivos atravées
da interface sedimento-agua®*. Como resultado destas reacées, uma grande parte
dos metais traco introduzidos no meio aquatico é normalmente encontrada
associada com sedimentos do fundo. Tipicamente, concentracbes metalicas
sedimentares sédo de trés a quatro ordens de magnitude acima das que estao na
fase dissolvida®. Estas altas concentracfes de alguns metais traco, por exemplo,
Cd, Hg e Pb, poderéo ter efeitos nocivos sobre os proprios organismos aquaticos
ou seus predadores e, por consequéncia, sobre os seres humanos, uma vez que
estes sdo biomagnificados na cadeia tréfica. Através de estudos com parédmetros
bioquimicos (biomarcadores) em organismos aquaticos, pode-se ter uma
estimativa precoce da magnitude dos efeitos toxicos causados pelos metais e,
desta forma, contribuir para o0 gerenciamento e uso sustentavel destes ambientes.

Ainda, cabe lembrar que, o manejo de contaminantes in situ é um dos
grandes problemas a defrontar-se com as reparticbes governamentais
responsaveis pela protecdo do meio ambiente. Também, as comunidades de
invertebrados bentdnicos contém uma ampla variedade de espécies que
representam habitos de vida e mecanismos alimentares, por exemplo, algumas se
alimentam por filtracdo e vivem na superficie do sedimento, em ambientes
toxicos.

Na literatura, podem ser achados alguns modelos, que constituem uma
abordagem alternativa a utilizacdo de extracdes quimicas para a predicdo da
concentracado de espécies organometdlicas. Estes modelos pressupbem que 0s
efeitos bioldgicos dos metais estdo correlacionados com a concentracao de ions
livres®®3¢,

Organismos vivos em sedimentos ou em agua desempenham um papel
importante na biometilacdo de muitos elementos tais como Hg ou As. Os efeitos
ambientais de compostos metilicos sdo, em alguns casos, contraditérios:
engquanto que metil e dimetil mercario sdo mais toxicos que o ion livre, ocorre o
contrario com espécies de As, para o qual as inorganicas sdo as mais toxicas™.
Assim, nas ultimas duas décadas, a importancia da determinacdo de compostos
de Sn e As em matrizes ambientais tem aumentado notavelmente devido a

toxicidade dos mesmos, especialmente nas formas organicas, para o caso do Sn,
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e na forma inorganica, para o As, além de suas caracteristicas de acumulagédo na
cadeia alimentar.

A pertinéncia da realizacdo dos estudos pretendidos pode ser plenamente
justificada pelos dados da literatura. Na bibliografia consultada, encontram-se
estudos de metais totais realizados principalmente em mexilhnbes para avaliar
tendéncias de qualidade ambiental na costa dos Estados Unidos (Sampling and
Analytical Methods of the National Status and Trends Program, 1993, 1995 e
International Mussel Watch Project — Coastal Chemical Contaminant Monitoring
Using Bivalves, 1995, 1997), sendo que destaque deve ser dado aos trabalhos
realizados em mexilhdes e ostras selecionados pela National Oceanic and
Atmospheric Administration (NOAA)" nos quais, além de uma variedade de
compostos organicos toxicos (pesticidas clorados e outros), foram determinados
metais traco (por exemplo, Hg e Pb) na forma total*°.

A proliferacdo do uso de organoestanicos tem causado problemas
ecoldgicos significativos nos ultimos anos. Dois tipos principais de peliculas
protetoras tém sido utilizados nos Ultimos 20 anos para prevenir o crescimento de
colénias de moluscos, por exemplo, nos cascos de navios. A primeira dessas
peliculas consiste num copolimero de acrilato e metacrilato de tributilestanho,
especialmente téxica para animais marinhos. A medida que o barco navega, a
liberacdo de camadas sucessivas do polimero torna a superficie “auto-polidora”,
garantindo sempre a liberacdo de mais material téxico e mantendo o casco livre
da aderéncia de animais, 0 que retardaria o deslocamento da embarcacgéao,
obrigando um maior consumo de combustivel. O segundo tipo de pelicula usado
nesta situacdo foi introduzido na década de 80 e consiste numa espécie
triorganoestanica ancorada a um polissiloxano, formando uma estrutura

tridimensional rigida, mais resistente que aquela do tipo anterior®’.
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1.3 Amostras em estudo

1.3.1 Agua do mar

A determinacdo de elementos trago em &gua do mar representa um
problema, porque existem altas concentracbes de elementos da matriz, em
particular cloreto de s6dio®® e uma baixissima concentracdo de metais traco®’. A
espectrometria de massa com fonte de plasma indutivamente acoplado sera a
principal ferramenta analitica a ser utilizada no presente estudo. A determinacdo
dos elementos traco por esta técnica, conforme jA mencionado, € problematica
devido ao alto teor de solidos dissolvidos que carregam a matriz (em torno de 3%
m/lv, enquanto o espectrdmetro tolera no maximo 0,2%). Isto pode resultar na
deposicdo de material no cone de amostragem e no cone “skimmer”, que pode
restringir os orificios, resultando numa reducdo da sensibilidade e requerendo
longo tempo para a estabilizacdo do sinal. A composi¢cdo da matriz da agua do
mar, também causa um numero de interferéncias por ions poliatbmicos
provenientes de elementos como Na, Ca, Cl e S e podem reduzir
consideravelmente a capacidade analitica do instrumento. Supressédo do sinal
pode também ocorrer devido aos altos niveis de Na. Este efeito ndo esta
correlacionado com a concentracdo do analito e desta maneira podem ocorrer
erros nas medidas.

Para remover estas interferéncias e assegurar baixos limites de deteccéo,
alguns pesquisadores recomendam o0 uso de pré-concentracdo em linha (on-
line)**>! ou fora de linha (off-line)**®! para a determinacdo de metais traco em
4gua do mar. Rosland e Lund®® investigaram a possibilidade de determinacéo
direta de metais traco em agua do mar por ICP-MS, evitando-se qualquer passo
de separacdo ou pré-concentracdo, usando um sistema apropriado de introducdo
da amostra, baseado na analise por injecdo em fluxo (FI) e vaporizacdo

eletrotérmica (ETV) e também utilizando outras técnicas como a voltametria®®%*

e
fluorimetria®. Field et. al.®® desenvolveram um método rapido para a
determinacédo direta de metais traco, combinando o nebulizador microconcéntrico

com um espectrometro de massa de alta resolucdo. Neste tipo de instrumento, a
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supressdo do sinal € menor, além de ndo haver interferéncia espectral
significativa (a quantidade de amostra introduzida é de apenas 50 niL). A técnica
de geracdo de vapor com injecdo em fluxo®®® tem sido usada para a
determinacdo direta de As, Sb e Hg em agua do mar com limites de deteccdo de
0,5-7 ng L. Volpe et. al.”°, descreveram a primeira adaptacéo e operacao feita de
um instrumento de ICP-MS para operar a bordo de um navio com o propésito de
avaliar o potencial do instrumento de prover dados quimicos continuamente em
tempo real para aguas superficiais, em condigcbes de mar aberto. Leonhard et.
al.”t, determinaram treze elementos traco a nivel de ng L em agua do mar
diluida 10 vezes usando ICP-MS com uma célula de colisdo/reacéo, trabalhando
com H;, e He como gases de célula.

Utilizando-se a ETV para a introdugdo da amostra no plasma, a
determinacéo direta de varios metais presentes na agua do mar, também é
possivel com espectrdmetro de baixa resolucdo, como o com quadrupolo®.
Espectrometria de absorcdo atbmica com atomizacéo eletrotérmica (ET AAS) e
ETV-ICP-MS tem sido aplicadas em muitas determinacdes diretas de elementos
traco em agua do mar®®27273 Determinacéo de um Unico elemento em agua do
mar por ETV-ICP-MS tem sido reportado para V4, para Pb, Cu e Cd” usando
diluicdo isotépica e para As?’, Pd-NH4NO3z como modificador quimico e calibracdo
pelo método de adicdo do analito. Liu et. al.”®, usou a diluicdo isotépica como
método de calibracdo em ETV-ICP-MS para a determinacao de Cd, Hg e Pb em
amostras de referéncia de agua do mar e também em amostras reais, coletadas
em Kaohsiung, Taiwan. A vaporizacdo eletrotérmica é uma técnica alternativa
para a introducdo da amostra no plasma. Esta técnica acopla um forno de grafite
modificado ao ICP-MS: a amostra € vaporizada no forno e transportada ao plasma
como um aerossol seco. Combina a capacidade de um forno de grafite para a
separacao in situ da matriz, usando um pré-tratamento térmico apropriado, com a
capacidade multielementar de um ICP-MS’’.

As técnicas que envolvem a pré-concentracdo de metais traco, em resinas
guelantes, em sistemas fora de linha, s&o em geral morosas, requerem grande
volume da amostra e sdo susceptiveis as contaminacdes devido ao intenso
manuseio da amostra. Em contraste, sistemas com micro-colunas em linha, com

dimensdes em torno de 2 cm x 0,2 cm, incorporados em sistemas de injecdo em
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fluxo, podem providenciar baixo volume da amostra, redu¢do do contato manual
com a amostra e, consequentemente, um método mais livre de contaminag&o®°.
Métodos em linha, combinados com os baixos limites de deteccdo do ICP-MS,
permitem processos moderadamente rapidos e pequenos volumes da amostra (5
—-10 mL), requerendo apenas um software compativel para coletar os dados
resolvidos no tempo, mas como todo sistema de alta sensibilidade, ndo escapa
das limitagdes impostas pelo branco dos reagentes.

A maioria dos procedimentos de separacao/pré-concentracdo de elementos
traco emprega agentes complexantes imobilizados num suporte sélido (em geral
constituido de resinas de troca ibnica ou resinas quelantes). Os sais de O,O-
dietilesterditiofosforico (DDTP) formam complexos com um grande numero de
elementos, os quais apos sorcdo em alguns sorventes de baixa polaridade, sdo
guantitativamente eluidos com metanol ou etanol. O DDTP foi estudado nos anos

60 por Bode e Arnswald’®"®

, que demonstraram que este ligante complexa com
diversos metais de transicdo e semi-metais em meio &acido, dependendo da
natureza e concentracdo do acido, mas ndo reage com metais alcalinos, alcalino
terrosos e outros como Mn, V, Ti, Co, Cr, Zn, etc.*® Este reagente foi usado para
separacdo e pré-concentracdo de Pb, Cu, Cd, Mo e Ag em uma variedade de
amostras para posterior determinacdo destes analitos por espectrometria de

80-82 83-85

absorgéo atdémica por chama e atomizacao eletrotérmica e em sistemas de

injecdo em fluxo acoplados ao instrumento de ICP-MS*°46:49,

1.3.2 Sedimentos

Sedimentos em ambientes costeiros e estuarios servem como reservatorio
para metais pesados. Estes podem liberar os metais para o ambiente aquatico de
trés maneiras: (i) por dessorcéo de particulas suspensas quando em contato com
a adgua do mar, (ii) por dessorcdo do sedimento de fundo e (iii) por difusédo da
agua intersticial, subsequente aalteracdo diagenética do sedimento®®.

Grande parte das substancias introduzidas no ambiente aquético se
deposita no sedimento, o qual passa a atuar como reservatorio e fonte de

contaminante®’. Sedimentos marinhos s&o conhecidos por reterem contaminantes
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organicos e inorganicos em niveis muitas vezes superiores aos encontrados na
coluna de &gua adjacente. As substancias ligadas ao sedimento podem ser
liberadas lenta e constantemente para a agua intersticial, tornando-se assim
disponiveis para a biota bentbnica.

O efeito de contaminantes associados a sedimentos € principalmente
funcdo da sua biodisponibilidade, e esta por sua vez, é fortemente influenciada
por complexos fatores fisicos, quimicos e biolégicos no sedimento®’. Metais traco
podem estar adsorvidos a superficie de particulas, ligados a carbonatos e
hidroxidos de ferro e manganés, ligados a matéria orgéanica, sulfetos e a matriz do
sedimento ou dissolvidos na agua intersticial. O potencial de oxi-reducdo e a
concentracdo de sulfetos no sedimento podem influenciar a concentracdo de
metais traco e sua disponibilidade®®.

Entende-se que um sedimento est4 geralmente formado por fases sélidas
de elementos majoritarios: metais (por exemplo, Fe, Mn, Al, Ca) e ndo metais (C,
S, P) e metais minoritarios e traco (Cd, Cr, Cu, Pb, Zn, Ni, etc.) precipitados como
fases sélidas discretas, tais como: Cuy(OH),COs, Pb3(POs),, Pbs(PO4)sCl,
Zns(OH)s(CO3)2, Zns(POa)2.H20, ZnSiOs**; nas quais podem estar presentes em
altas concentracdes, por causa de processos diagenéticos ou por contaminacao.
Ainda, os metais possuem a tendéncia de coprecipitar-se e adsorver-se no
material particulado que deposita. Este material particulado em aguas naturais
consiste, predominantemente, de detritos organicos, material coloidal, células
vivas (bactérias e algas) e solidos organicos, Oxidos metalicos e hidroxidos,
carbonatos e argila.

Estas mesclas complexas de fragmentos de minerais e produtos da
decomposicao de distintos materiais possuem composi¢cdo quimica e tamanho
fisico variaveis®®. Salomons e Foérstner’?, entre outros investigadores,
recomendam que a andlise em sedimentos seja feita na fracdo menor que 63 nm.
No entanto, se reconhece que a composicdo quimica e mineraldégica de um
determinado sedimento pode mudar com o tamanho da particula. Em geral, a
fracdo mais fina (composta por minerais argilosos) possui conteldos de metais
relativamente elevados; nas fracbes seguintes (composta por silte e areia) o
conteudo de metal decresce. Com relacdo a sedimentos contaminados, sabe-se

que as fracdes de granulometria mais finas, que apresentam uma &rea especifica
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maior, favorecem os processos que se desenrolam na interface solido-liquido, por
exemplo, a adsorcao, precipitacéo e interacdo com a matéria organica®*. Assim, o
jon metalico pode interagir com compostos e ions organicos ou inorganicos,
formando novos compostos de coordenagdo, complexos, quelatos, etc., que
poderéo ser determinados diretamente ou ndo. Todos estes aspectos devem ser
considerados para uma melhor compreensdo dos mecanismos de transporte e
acumulacao dos elementos tragco nos sedimentos.

A andlise de materiais geoldgicos esta relacionada com suas inumeras
aplicagbes no campo das ciéncias da terra e, mais recentemente, na quimica
ambiental, com o crescente interesse em poluentes inorganicos e organicos para
fins de monitorizacdo e controle. A quantificagdo das concentracbes de metais
traco em sedimento atua como indicador do grau de poluicdo para um dado
ecossistema, sendo, portanto, necessario o desenvolvimento e otimizacdo de
meétodos analiticos capazes de realizar tais determinagcfes de forma eficiente e

pratica.

1.3.2.1 Extracéo sequencial

No meio ambiente, a mobilidade e eco-toxicidade dos metais pesados é
fortemente dependente da sua forma quimica especifica (natureza da ligacéo).
Consequentemente, seus efeitos toxicos e caminhos biogeoquimicos somente
podem ser estudados com base na determinacédo destas formas. A determinacao
de espécies quimicas (por ex: compostos organometalicos) é muito dificil em
matrizes de solo e sedimento e, por isso, somente poucos compostos tem sido
reportados possiveis de serem determinados com exatiddo em sedimento (por
ex.: tributi-estanho, metil-mercurio) usando técnicas “hifenadas” envolvendo uma
sucessdo de passos analiticos (extracdo, separacdo, deteccdo). Na pratica,
estudos ambientais em andlise de solos e sedimentos sdo muitas vezes baseados
em procedimentos lixiviaveis ou de extracdo (procedimentos de extracdo simples
ou de extracdo sequencial) possibilitando a medida de varias formas ou fases (por
ex.. forma “biodisponivel” dos elementos), os quais sdo na maioria dos casos
suficientes para estudos ambientais®™. Refere-se a este tipo de medida como

“fracionamento”.
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Para metais pesados, o0 desenvolvimento e uso de esquemas de extracao
para o fracionamento, teve seu inicio no final dos anos 70, objetivando avaliar a
fracdo de metais disponiveis para plantas (e assim estimar os efeitos fito-toxicos
relacionados) e metais traco ambientalmente acessiveis (mobilidade de metais de

um solo) e potencial contaminacdo de Aaguas®™®.

Estes esquemas tém sido
adaptados e ainda muito usados para estudos em solo e sedimentos.

A significancia biogeoquimica e especialmente ecotoxicolégica de um
poluente é determinada preferencialmente pela sua forma e reatividade especifica
e ndo pela sua velocidade de acumulagéo em sedimentos e, devido a estes fatos,
as técnicas de analise de sedimento para avaliacdo do impacto ambiental de
sedimentos poluidos, tem mudado, passando da determinacdo da concentracédo
total para um sofisticado fracionamento dos compostos do sedimento®. Contudo,
a medida ou avaliagédo deste fracionamento € muito dificil devido a complexidade
intrinseca do sistema sedimento-agua-biota. Diferentes variaveis determinam o
comportamento destes sistemas: a génesis do sedimento®, as intempéries e os
processos que controlam o transporte e redistribuicdo dos elementos (adsorcgéo,
dessorcédo, precipitacdo, solubilizacdo, floculacdo, formacdo de complexos
superficiais, peptizagdo, troca idnica, penetracdo na estrutura cristalina de
minerais, mobilizacdo biolégica e imobilizacdo)®. Praticamente todos os
problemas associados com a compreensdo dos processos que controlam a
disponibilidade de metais traco, envolvem a interface particula-agua.

Diferentes esquemas de extracdo sequencial tem sido proposto para a
determinacdo das formas de ligacdo dos metais traco em sedimento. Estes
esquemas sao um bom compromisso que providenciam um método pratico para
dar informacbes sobre riscos de contaminacdo ambiental além de serem
procedimentos “operacionalmente definidos”, significando que a forma do
poluente é definida pelo extrator, usando um dado procedimento e, por isso, 0
significado dos resultados analiticos é altamente dependente do procedimento de
extracdo usado®.

O programa da European Community Bureau of Reference, hoje
Standards, Measurements and Testing Programme (SM&T - recentemente BCR,;
Bruxelas, Bélgica), iniciou em 1987 uma série de investigacbes e estudos

colaborativos com o objetivo de harmonizar e melhorar a metodologia para
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determinacdo por extracdo sequencial, de metais traco em sedimentos. Muitos
erros sistematicos foram relacionados a erros de calibragdo na primeira
intercomparacdo®. A reprodutibilidade obtida nos extratos em termos de desvio
padréo relativo (RSD) foi ruim, especialmente para Ni e Pb. Um segundo exercicio
foi iniciado, no qual foram realizadas investigacbes sobre os detalhes
operacionais, obtendo-se, no final do exercicio, uma melhora significativa, com
RSDs menores de 20% para Cd e Ni em todos os passos. Estes detalhes
operacionais foram adicionados ao protocolo por serem considerados importantes
na melhoria da reprodutibilidade obtida; os quais foram: a velocidade de agitacao,
cuidado especial quando da adicdo do agente oxidante em sedimentos com alto
teor de matéria organica e recomendacées para a etapa de medidas™*.

Dos resultados de estudos sobre a homogeneidade e a estabilidade de
sedimentos, surgiu o primeiro sedimento de referéncia certificado para o contetdo
extraido, aplicando-se o procedimento de extracdo sequencial proposto pelo
SM&T®. Contelidos extraidos de Cd, Cr, Ni, Pb e Zn foram certificados na
primeira etapa do procedimento; Cd, Ni e Zn na segunda etapa e Cd, Ni e Pb na
terceira etapa®, seguindo um procedimento de extracéo sequencial padronizado
de trés etapas®™. O SM&T CRM 601 constituiu-se no primeiro material disponivel
para a validacdo de metodologia no campo de pesquisa sobre extracdo
seqglencial, e atualmente, esta passando pelos testes requeridos para tornar-se
um padrdo de qualidade do tipo ISO (TC/190)%. Este fato foi considerado como
principal, no momento da escolha do protocolo a ser seguido no presente estudo,
ja que a utilizacdo de um material de referéncia certificado, CRM, é uma das
condutas imprescindiveis na validag&o dos resultados de um trabalho.

Desde sua proposta em 1993, o esquema de extracdo sequencial de 3
etapas do SM&T, tem sido extensamente aplicado a diferentes tipos de

sedimento®®*, solos contaminados, %% 104

lodo'® e cinzas!®. Um estudo
sistemético foi realizado, usando o sedimento SM&T CRM 601 como amostra
teste, para acessar as fontes de incertezas, focadas principalmente na segunda
etapa da extracéo seqiiencial®®. Das variaveis consideradas, o pH do NH,OH.HCL
na segunda etapa provou ser o mais relevante, especialmente para as extracoes
de Cr, Cu e Pb, as quais mostraram um decréscimo acentuado ha

reprodutibilidade da extraibilidade a medida que o pH aumentava. Um acréscimo
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na concentracdo de NH,OH.HCI de 0,1 a 0,5 mol L' com um pH abaixo de 1,5
também provocou uma melhora na liberacdo de metais ligados a Oxidos
hidratados de ferro, enquanto que a concentracao original ataca somente Oxidos
hidratados de manganés. Dados obtidos seguindo o esquema modificado do
SM&T resultaram em valores informativos das quantidades extraidas®. Deve-se
levar em consideracdo que, atualmente, as diferentes fracbes que sé&o
apresentadas como espécies minerais em que 0S metais e semi-metais
encontram-se associados e que foram caracterizados por diferentes métodos de
extragdo sequencial, tendem para uma mudanga de nomenclatura,
operacionalmente definidas para cada fracdo, como por exemplo, espécies
metdlicas reduziveis por hidroxilamina, ao invés de, simplesmente, espécies
reduziveis. O protocolo modificado foi recentemente aplicado na determinacéo de
Cd, Cu, Cr, Ni, Pb e Zn em sedimentos do lago Flumendosa (ltalia)*® e em outros
materiais de referéncia’® como SRM 2710, SRM 2711, CRM 483, CRM 601 e
CW 7 para se determinar operacionalmente o fracionamento dos elementos Al,
Cu, Fe, Mn, Pb e Zn e caracterizar seus potenciais graus de labilidade e
biodisponibilidade. A conclusdo destes estudos mostra que este procedimento
pode ser aplicado a amostras de campo de diferentes origens e composicoes e,
dentre uma extensa faixa de conteido metalico total, com alta reprodutibilidade

em todas as etapas.

1.3.2.2 Especificacao das fracoes
As fracbes de especiagdo sao definidas essencialmente e
operacionalmente pelas propriedades quimicas dos extratores usados. Metais
associados com: fracdo adsorvente e trocavel, carbonatos, fracdo reduzivel,
fracdo organica. Estas, sédo consideradas mais méveis e, por isso, mais facilmente
liberados do sedimento e, portanto, potencialmente mais téxicas. Em geral, as
informacées obtidas s&o as seguintes®, considerando-se as fracées do protocolo
modificado do SM&T:
Fracdo 1 — Os metais extraidos nesta fracdo sdo aqueles adsorvidos
fracamente, em particular aqueles retidos na superficie do sedimento com uma
fraca interacdo eletrostatica e, que podem ser liberados por um processo de

intercambio ibnico. As mudancas na composi¢ado ibnica da dgua produzem uma



Introducéo 20

grande influéncia neste processo de adsorcdo-dessorcdo dos metais adsorvidos,
bem como nos processos de intercdmbio i6nico do ion metalico na maioria dos
constituintes dos sedimentos como argila, acidos humicos, 6xidos hidratados, etc.
Também o0s metais associados a carbonatos, os quais sao susceptiveis a
mudancas de pH. Quantidades significativas de metais traco podem coprecipitar
com carbonatos como calcita presente em alguns sedimentos. Trocas de pH
podem causar variagdes na fragao.

- Fracdo 2 — Os oxidos de ferro e manganés podem estar presentes no sedimento
como aglomerantes entre as particulas, ou recobrindo as particulas. Por isso,
apresentam uma grande superficie para adsorver metais traco. Estas formacgdes
sdo termodinamente instaveis em condicdes redutoras. As reducdes do Fe* e do
Mn*" e suas conseqiiente dissolucdes poderdo libertar os metais adsorvidos ou
oclusos.

Fracdo 3 — Nesta etapa, os metais extraidos sdo aqueles ligados ao material
organico e ou sulfidico. Diferentes formas de matéria organica seja incorporada
em organismos vivos ou complexada por acidos humicos e fllvicos, ou como
detritos e coberturas de particulas, podem conter metais traco através de
processos de complexacdo ou de bioacumulacdo. A degradacdo oxidativa do
material organico ou sulfidico pode liberar o metal ficando na forma soluvel.

- Fracdo 4 - O sdlido residual pode conter minerais primarios e secundarios, que
podem reter metais tragco em sua estrutura cristalina. Podem-se interpretar como
originarios de fontes geoquimicas naturais. Ndo se espera gque 0S mesmos sejam
liberados em um espaco de tempo razoavel nas condi¢des normais da natureza.

Os metais desta fase sdo quimicamente estaveis e inativos biologicamente.

1.3.2.3 Digestao acida

A preparacdo da amostra é um passo importante na determinagéo analitica
em solos e em sedimentos por causa da natureza refrataria destes materiais. A
digestdo &cida em tubos selados seguidos da determinacdo por ICP-MS talvez
seja um dos métodos mais versateis para analise deste tipo de amostra. O mérito
da digestdo sob pressdo em tubo fechado sobre o método de digestédo
convencional em chapa de aquecimento é o ganho na velocidade e menores

riscos de contaminacéo e perdas por volatilizagao®" %,
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Alguns métodos baseados na digestdo de solos e sedimentos em

" 4cido nitrico e acido cloridrico em

microondas com tubos fechados, usam®®
combinacdo com H,O, ou digestdo com HNO3:HCIO4 (EPA método 200.8) ou
HClO4HNO; 2:11% e HNOs:HF:HCIO4®, e ndo determinam seu conteido por
ICP-MS por ser o HCIO, danoso ao instrumento e ainda permanecem sérias
interferéncias, devidas a presenca de HCI na matriz da amostra, frustrando
determinacées em baixas concentracdes de As (100% de abundancia isotépica
relativa) e ®'V (99,8% de abundancia isotépica) por causa da formacdo de fons
poliatdmicos “°Ar®Cl e *CI'®0O, respectivamente!®’!°. A digestdo Aacida em
microondas usando exclusivamente o acido nitrico concentrado (EPA método
3051) ndo proporciona a digestdo total para muitas amostras’®’. Outros
procedimentos de extracdo que incorporam H,SO, sdo capazes de resultarem em
solugBes limpidas, mas causam baixas recuperacbes para alguns elementos,
como Pb e Ba; provavelmente consequéncia da perda destes elementos como
sulfatos'!. Sem o é&cido fluoridrico adicionado & amostra, a recuperacdo de
elementos, que podem estar em concentragdes significativas na matriz de silicato-

aluminosilicato, pode ser prejudicada’®’.

1.3.2.4 Fuséao alcalina

Entre os métodos propostos para a determinacdo de elementos tragco em
amostras geologicas, a fusdo alcalina € um dos mais usados. A fusdo alcalina
ocorre em altas temperaturas, conduzindo a profundas mudangas na estrutura do
material, sendo empregada, principalmente, na decomposicdo de substancias que
sdo insoluveis em acido, solubilizando efetivamente, a maioria das fases
refratarias'*?.

Fusbes com metaborato de litio tém sido amplamente usadas na
preparacdo de amostra para posterior andlise por espectrometria de absor¢céo
atdmica com atomizacdo eletrotérmical®, espectrometria de emissdo atdmica

com fonte de plasma indutivamente acoplado®'*

com fonte de plasma indutivamente acoplado*®.

e por espectrometria de massa

Devido a presenca muito comum de cloretos em diversas matrizes, 0s

elementos volateis sdo perdidos durante o aquecimento. N&o € incomum
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encontrar perdas para As e Pb, bem como para Se, Ge, Sn, Sh, Hg, Cd, etc.
quando fundidos com metaborato de litio em cadinhos de platina ou de grafite®.
Em ICP-MS as interferéncias oriundas da fusédo alcalina sdo provenientes
dos compostos de K, Na, B e Li, elementos de facil ionizacdo formadores de ions
poliatdmicos™’. Porém, efeitos de supresséo pela matriz sdo pouco significativos
para elementos com baixa massa como Li, além do pequeno numero de
interferentes poliatdmicos gerados por LiBO,, que se sobrepdem a massa de
outros elementos traco. Uma outra vantagem é a disponibilidade comercial deste
reagente com alto grau de pureza, além da possibilidade de obtencdo de
metaborato de litio através da mistura equimolar de carbonato de litio e &cido
bdrico. Caso sejam observadas interferéncias de natureza ndo espectral, o uso de

um padréo interno podera ser estudado como corretor desta interferéncia.

1.3.3 Moluscos

1.3.3.1 Bioacumulacéo e detoxificacdo de metais no tecido dos bivalves

Os mexilhdes sdo organismos filtradores e, portanto, obtém seu alimento
através do batimento ciliar branquial, criando corrente de agua para seu interior.
Alimentam-se de fitoplancton e matéria organica particulada em suspenséo, assim
como também do zooplancton*'®11°. Os fons metalicos na 4gua do mar néo estéo
presentes na forma de ions livres hidratados, mas estdo preferencialmente
associados, adsorvidos ao material particulado em suspensdo complexados com

ligantes inorganicos e organicos®?

Isto pode influenciar muito a
biodisponibilidade para os organismos filtradores.

Para a obtencdo de alimento, os mexilhbes dependem do batimento do
cilios branquiais, criando correntes de agua do mar no interior do animal e de um
sistema de selecdo das particulas, que serdo encaminha ao tubo digestivo'?. As
particulas de alimento s&o envoltas em muco, produzido na branquia, e séo
transportadas até os palpo labiais, que selecionam e regulam a quantidade de
alimento que passa para a boca. O material rejeitado € lancado para o meio
externo, sendo chamado de pseudo-fezes’®’. A selecdo das particulas

alimentares esta relacionada, principalmente, com o tamanho das mesmas e com
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a concentracdo do material particulado em suspensdo na agua. Acima de uma
concentracdo limite de material particulado, cujo valor depende da espécie
considerada, os mexilhdes s&do capazes de selecionar preferencialmente
determinadas particulas, como as células fitoplanctbnicas, com maior valor
nutricional*?®>. Grande parte da alimentacdo dos mexilhdes consiste de fitoplancton
e matéria organica particulada em suspensdo e a maior eficiéncia de filtracdo é
observada para particulas com diametro entre 1 e 10 nm*?.

Bivalves possuem uma flexibilidade de retencdo das particulas alimentares
no sistema digestivo’®®. Um aumento do tempo de retencdo, através da via
glandular da digestdo, aumenta a eficiéncia da assimilagdo de C, sendo que o
mesmo acontece com o0s metais. Também sdo capazes de modificar o
processamento digestivo do alimento para reduzir a exposicdo a concentracoes
biodisponiveis elevadas de Cr nas particulas alimentares. Aminoacidos e
pequenos carboidratos, presentes na agua do mar Ao complexantes potenciais
de metais e podem ser absorvidos diretamente pelo tecido branquial.

O transporte do ion metalico através da membrana celular e das organelas,
nos organismos marinhos € uma etapa fundamental de qualquer via metabdlica
de metais. Sao apresentadas algumas das rotas possiveis, consideradas a partir
de estudos extensivos'?* sobre o transporte de Na*, K' e outros cations
monovalentes associados a osmorregulacdo e ao transporte mitocondrial de H'.
Segundo um dos mecanismos propostos, o transporte se da através de poros
seguindo um gradiente decrescente de potencial quimico. Outro envolveria um
carreador, que se complexaria com um certo grau de especificidade com o ion
metalico, neutralizando sua carga e conferindo uma hidrofobicidade ao complexo,
de forma a permitir sua penetracdo através da membrana fosfolipidica. Outra rota
pode ser considerada como um caso mais especializado de transporte mediado
por um carreador, no qual o agente complexante est4d aderido a prépria
membrana. Os metais toxicos podem interferir em qualquer destas rotas,
competindo com 0s metais essenciais.

A concentracdo de metais no organismo vai depender, também, de
mecanismos de armazenamento e excrecdo. A acumulacdo de metais em
moluscos ocorre preferencialmente no tepatopancreas e no rim'?>. Na auséncia

de uma regulacéo da taxa de assimilacdo, a absorcdo de metais esta diretamente
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relacionada aabundancia das espécies metalicas biodisponiveis no meio. Alguns
metais como Pb, Zn e Cu podem ser imobilizados em granulos dentro de
vesiculas ou lisossomos, que representam, assim, locais de armazenamento e, ao
mesmo tempo, sitios de detoxificacdo para estes metais. Desta forma, os metais
ficam isolados do citoplasma e permanecem quimicamente inertes, com relacéo
& funcdes metabdlicas da célula. Isto explica, pelo menos parcialmente a grande
resisténcia dos mexilhdes a elevadas doses de metais, as quais poderiam ser
fatais para outros organismos marinhos. A complexagcdo por metaloproteinas, as
chamadas metalotioneinas'® s&o outra forma de imobilizacdo e detoxificacdo de
metais utilizada pelos moluscos, porém, mais especifica para certos metais como
Cd, Cu e Zn. Estes compostos séo proteinas de baixa massa molecular, que tém
sua producdo aumentada pela exposicdo do animal e concentracdo excessiva de
determinados metais, com o0s quais possui alta afinidade. Atribui-se &
metalotioneinas as funcdes de detoxificacdo, estocagem e regulacdo interna dos
niveis de metais nos mexilhdes*. Estas proteinas representam um compartimento

)2’ porém, o

importante para sequestro de Cd em ostras (Crassostrea virginica
mesmo nao acontece com Zn e Cu. Os rins Sd0 0s principais responsaveis pela
excrecdo de metais pelos moluscos. Podendo, para certos metais ocorrer também
por outras vias: tegumento, fezes, producdo de bisso (estrutura de fixacdo no
substrato) e através da emiss&o de gametas durante a desova'?’.

Um balanco entre todos o0s processos, citados até aqui, regula a
bioacumulagdo de metais nos mexilhdes e depende de uma série de fatores
biéticos e abidticos®®. O estagio reprodutivo e o estado fisiolégico do molusco
afetam seu peso corporal, principal fator que governa a concentracdo de metais
nos tecidos'?® e produz uma alta variabilidade nos resultados obtidos. O contetido
de metais e a massa corporal, em geral, se relacionam apresentando acréscimos
lineares ao longo de toda a faixa de massa/tamanho de moluscos, podendo
apresentar curvas com declividades mais acentuadas ou curvas com declividades
mais suaves para moluscos grandes'?®. Estas diferencas sdo explicadas através
da variacdo no metabolismo de cada metal, principalmente, entre os considerados
e aqueles ndo essenciais. Além disso, uma andlise mais detalhada mostrou que
para o Cd, por exemplo, a variacdo entre o conteudo deste metal no mexilhdo e a

massa corporal ndo € constante, o que é demonstrado por uma mudanca na
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inclinacdo da curva, que se torna mais acentuada a medida que os individuos
atingem a maturidade sexual. Este e outros estudos indicam que esta mudanca
de comportamento estaria relacionada com variagcdes bioquimicas associadas a
reproducéio e também a adaptacdes sazonais™.

Diversos pesquisadores tém desenvolvido estudos em laboratorio sobre a
bioacumulacdo de metais pelos moluscos bivalves na tentativa de melhor
compreender os fatores que governam a elevada variabilidade das concentracdes
encontradas nos tecidos destes animais e suas implicacbes no

181134 Entretanto, estes trabalhos tém sido conduzidos

biomonitoramento
principalmente em ambientes de climas temperados, sendo escassos 0s estudos

realizados com espécies tropicais*®®.

1.3.3.2 Uso de moluscos no monitorizagdo ambiental

Tém-se realizado numerosos estudos sobre a capacidade de organismos
marinhos em acumular metais de transicdo, e 0s niveis de acumulagdo em seus
tecidos sdo considerados como reflexos da biodisponibilidade de metais no
sistema aquatico. Como resultado, o mexilhdo comum Mytilus edulis) e outros
moluscos marinhos tém sido usados como bioindicadores de contaminacéo
metdlica em &guas costeiras, conforme Walsh™®® e Bourgoin'®. Isto vem
contribuindo na existéncia de programas de monitorizacdo ambiental, nos quais
se utilizam mexilhdes como indicadores de poluicdo no meio marinho. Um dos
programas mais importantes da atualidade, no qual participam distintos
laboratérios dos USA é o Mussel Watch Projet!! realizado por NOAA que desde o
ano de 1986, vem recolhendo e analisando amostras de sedimentos e moluscos
marinhos e relacionando-os com a biodisponibilidade de metais no sistema
aguatico em estudo. Num memorando apresentado como resultado deste
programa, Sao reconhecidas as seguintes vantagens para 0 uso destes
organismos no monitorizagdo ambiental.
- Os organismos s@o cosmopolitas, 0 que minimiza os problemas inerentes a
comparacao de dados entre espécies distintas.
- S&0 organismos fixos, e por isso representam melhor a contaminagcdo de uma

area determinada em comparagcao com organismos moveis.
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- Sao altamente tolerantes a muitos contaminantes em comparacao com peixes e
crustaceos e podem sobreviver em condi¢cdes ambientais adversas.

- S&0 capazes de concentrar contaminantes quimicos com fatores de 10° a 10°
relativos aagua do mar o que facilita a determinacao analitica.

- Tém uma pequena capacidade de metabolizar hidrocarbonetos incluindo PCBs e
DDTs.

- Sdo relativamente estaveis aos problemas locais.

- Estdo disponiveis comercialmente, por isso, a medida da contaminagcdo quimica
€ de interesse para as consideracfes sobre a saide humana.

Os dados sobre sedimentos tém sido usados para definir a distribuicédo
geografica das concentracdes quimicas’®’ e os dados com moluscos tem
providenciado uma estimativa de tendéncias temporais’®*'*. Em recente
trabalho™®, O’Connor relata a concentracdo quimica em moluscos de 263 sitios
ao redor dos Estados Unidos, apresentando perspectivas de faixas de
concentracdo e distribuicdo geografica. Para Pb, por exemplo, as concentracées
variam proporcionalmente ao numero de pessoas vivendo perto dos sitios, ou
seja, quanto maior o nimero de pessoas, maior a concentracdo observada. Para
outros elementos, altas concentracbes em moluscos podem ser devidas a fatores
naturais e ndo a atividades humanas.

A partir de 1986, muitos trabalhos foram realizados no mundo inteiro,
inclusive no Brasil, utilizando estes organismos*®***. Os moluscos hvalves da
familia Mytilidae sdo os mais amplamente utilizados como biomonitores, sendo a
espécie Mytilus edulis a mais estudada em ambientes temperados. Em ambientes
tropicais ou subtropicais, como no Brasil, a espécie que tém recebido mais
atencao é a Perna perna.

Duas diferentes abordagens tém sido empregadas mais rotineiramente nos
programas de monitorizagdo. Uma, abrange um levantamento geral sobre
distribuicdo de metais nos tecidos dos organismos, coletados em diferentes
regides geogréficas e/ou em diferentes épocas do ano, ou ao longo de varios
anos'*138144 A outra, consiste em transplantar organismos juvenis de uma area
sabidamente ndo contaminada, para outro local supostamente contaminado e
acompanhar a bioacumulacdo nestes organismos, ao longo de seu

crescimento®*’.
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Ambas abordagens tém apresentado resultados satisfatorios, na maioria
dos casos. Entretanto, a grande variabilidade natural dos niveis de metais nos
mexilhdes dificulta, muitas vezes, a deteccdo de alteracbes destes niveis,
resultantes de adicbes antropogénicas™*. Sugerem por isso, que uma estimativa
da variacdo natural das populacbes estudadas seja estabelecida, antes de sua
utilizacdo em um programa de monitorizagdo. Enfatizaram, ainda, que a analise
individual dos organismos seja priorizada, em relacdo a utilizacdo de amostras
compostas.

As faixas de concentracdo encontradas na mesma espécie de molusco, em
uma mesma populacdo, sdo muito amplas e somente uma analise individual, de
um numero adequado de organismos, permite a distincdo entre regides
geograficas com niveis de contaminacéo diferentes®™*. Raibow!*® relata algumas
espécies de biomonitores cosmopolitas que permitem a comparacdo de
biodisponibilidade de metais pesados em diferentes areas geograficas. Riget et
al**® estudaram a influéncia do tamanho na concentracédo de metais em mexilhdo
(Mytilus edulis), encontrando para elementos como Zn e Cr, uma concentragéo
independente do tamanho do mexilhdo. No entanto, para o Cd, o qual é um dos
elementos mais freqlentemente estudados com respeito a dependéncia entre
concentracdo e tamanho, e para o Pb, encontraram uma correlacao positiva da
concentragdo com o tamanho. Arsénio e Cu apresentaram concentragdes
negativamente correlacionadas com o tamanho do mexilhdo. Porém, relatam que
varios autores encontraram diferentes resultados dessa dependéncia, variando
consideravelmente entre amostras, por diferencas nas concentracdes ambientais

dos metais. Rezende e Lacerda®®®

verificaram o comportamento de varios metais
no mexilhdo Perna perna, em relacdo ao sexo, tamanho e tipo de substrato

colonizado para testar sua utilizacdo em programas de monitorizacdo ambiental.
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1.3.3.3 MexilhGes e ostras e a relacdo com a biodisponibilidade de metais
em sistemas aquaticos

O mexilhdo utlizado neste trabalho, pertence a espécie Perna perna.
Considerado o maior metilidio brasileiro, o P. perna é muito abundante entre o
litoral do Espirito Santo e Santa Catarina®®®. As ostras em estudo s&o da espécie
gigas.

Os mexilhbes sdo animais didicos, sem dimorfismo sexual externo.
Internamente, porém, é possivel sua diferenciacdo pela coloracdo das gbénodas.
As fémeas apresentam uma coloracdo vermelho-alaranjado e os machos uma
coloracéo branca®®.

Apo6s uma fase larval planctdnica, os mexilhdes se fixam em um substrato,
onde permanecem até o fim de sua vida. Nos locais de fixacdo definitiva, os
mexilnbes chegam a formar populacdes densas em estuarios e costbes. Seu
crescimento esta relacionado & condicbes ambientais, pois a disponibilidade de
alimento e a temperatura dependem do tempo em que eles permanecem
submersos™*®.

De acordo com Roberts®’

a concentracdo de metais traco tem sido
estudada no tecido do mexilhdo, por suspeitas de ocorrer um alto metabolismo de
metais nestes organismos, levando a um risco potencial de poluicdo. Este estudo
inclui a assimilacdo e eliminacdo de metais. O acumulo de certos metais pode
ocorrer diretamente no sangue (homolinfa), nas branquias ou no epitélio, ou por
outros mecanismos de alimentacdo, mas, desde que a posi¢cao de maior acumulo
varia para diferentes metais, provavelmente mais de um sistema esta envolvido. A
entrada de metais no mexilhdo sera afetada pelas condi¢cbes fisioldgicas do
animal, por fatores ambientais como temperatura e salinidade e pela forma fisico-
quimica do metal. Isto tudo afetara a toxicidade relativa do metal. fons cupricos
mostraram causar depressao respiratoria e cardiovascular em Mytilus edulis; e
agua do mar contendo ions Mg, Cu, Ni e Mo reduz o consumo de oxigénio por
parte do mexilhdo, devido ao fechamento da valva ou efeito metabdlico direto.
Cromo, Cu e As, tem valor como micronutrientes, mas séo toxicos acima do nivel
de traco. Arsénio ndo é somente toxico, mas também carcinogénico, mutagénico
e teratogénico. Ele existe em quatro estados de oxidacao, dos quais dois, As(lll) e

As (V), prevalecem. O Ultimo é bem menos tdxico que o primeiro estado de
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oxidacdo, sendo a forma que prevalece. Arsenato é prontamente assimilado pelo
fitoplancton e desta maneira entra na cadeia alimentar dos organismos marinhos.

Cromo existe no ambiente aquéatico como cromato, e desta maneira,
também é assimilado pelo fitoplancton. Esta forma estd no estado de oxidagéo 6+
-Cr (VI)- e é carcinogénico e mutagénico. Sob condi¢cdes reduzidas de oxigénio,
ele pode ser reduzido a Cr (lll), o qual é substancialmente menos perigoso.
Contudo, Cr (VI) é a espécie predominante em aguas marinhas.

Bourgoin et al.’®, concluiram que a quantidade de Pb no tecido de mexilhéo
(Mytilus edulis) era uma fungéo linear da concentragcdo de Pb no meio. Quando os
animais eram subseqglentemente colocados em agua do mar limpa, a razédo de

perda de Pb era linearmente dependente da concentragéo interna.

1.4 Procedimento analitico

1.4.1 ICP-MS

Desde o final dos anos 70, pesquisadores vem desenvolvendo e
entendendo as vantagens do uso do plasma indutivamente acoplado como uma
fonte de fons para a espectrometria de massa’*®*°. Devido a suas caracteristicas
favoraveis, como a capacidade de andlise multielementar, alta sensibilidade e
medida da razdo isotOpica, torna-se vantajosa para a solucdo de muitos
problemas encontrados no estudo de materiais biologicos. A Figura 1 apresenta
um esquema do espectrobmetro de massa com fonte de plasma indutivamente
acoplado. A andlise de material biologico por ICP-MS é realizada em solugéo
acida da amostra. A dissolucdo da amostra com acido nitrico e perdxido de
hidrogénio'®®, é muitas vezes preferida, porque seu espectro de massa é limpo,
similar ao espectro da 4gua®'® Em trabalho de coleta anual e andlises quimicas de
ostras e mexilhdes de varias regides da costa americana, O’Connor® relata que,
desde 1991, as amostras tem sido digeridas apenas em acido nitrico e aquecidas
por radiacdo de microondas. Para evitar a contaminacdo e minimizar o manuseio

7

da amostra, € recomendada a digestdo em frascos fechados assistida por

microondas*31+10,
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Azouzi et al.'®® realizaram uma anédlise multielementar em mexilhdes por
espectrometria de absorcdo atomica em chama (F AAS) e atomizagéo
eletrotémica, apds uma abertura com solucdo de HNOs; 1,6M; HCI 1,2M e HO-
0,1M e sonicando a mistura por 120 minutos atemperatura ambiente, sendo o
procedimento proposto, avaliado por comparacdo com resultados obtidos por ICP-
MS. Locateli et al.*®> empregaram uma mistura de &cidos concentrados HNO3 —
H,SO4 1+1 para digerir aproximadamente 1,5 — 2,0 g de tecido de mexilhdo em
tubo de digestdo Pyrex inserido num bloco digestor caseiro. Breslin et al.l®®
digeriram o tecido de mexilhdo (Mytilus edulis) e ostra, usando mistura acida de
HNO3; e HCIO4, para a determinacdo de Cu por F AAS e Cr e As por AAS em
forno de grafite (GF AAS). De Gregori et al.'®* homogeneizaram a carne dos
mexilhdes, transferiram para sacos plasticos, congelaram e entédo liofilizaram a
baixa pressdao de 0,1 mbar. A amostra foi homogeneizada mais uma vez e
preservada em dessecador atemperatura ambiente até a analise de mexilhdes de
oito &reas da costa chilena por ativagado neutrénica. Em 1992 e 1994, trabalharam

5

respectivamente, com mexilhdes enlatados'®® e com espécies marinhas em

|16 |166

geral™. Também Carell et al™° usaram esta técnica para o biomonitoramento de

poluentes em tecido de mexilh&o e na concha.

al'®’ usaram solucdo de hidroxido de tetrametilamonio

Pozebon et.
(TMAH) para a dissolugdo de material biologico e determinacdo por ICP-MS com
vaporizacdo eletrotérmica. A dissolugio com TMAH € principalmente
recomendada para a determinacdo de elementos volateis, tais como As Cd e Sb,
porque apresenta menor efeito de memoria para diversos elementos e menor
interferéncia por poliatbmicos do que se fosse usado o acido nitrico na digestéo e
introducdo da amostra, por nebulizacdo pneumatica convencional. Capelo et
al.1%® usaram suspensées de amostras biolégicas para a determinacdo de Cd por
ET AAS e Bermejo—Barrera et al.'®®, determinaram As em mexilhdo (Mytilus

edulis) também através da andlise de suspenséao por ET AAS.
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Figura 1. Esquema de um instrumento de ICP-MS, bem como os sistemas mais
utilizados para o tratamento e introducdo da amostra no plasma. As linhas

pontilhadas representam a amostra introduzida na forma de vapor e a linha cheia
na forma de aerossol. Adaptada de Jarvis*™°.

1.4.2 Interferéncias em ICP-MS

E importante salientar que se requer um alto grau de precisdo nas medidas
guantitativas de elementos traco. Além da necessaria continuagdo de esforcos
para o melhoramento de controle da qualidade dentro dos laboratorios, existe
uma forte necessidade de se avaliar o risco de erro durante a coleta e
armazenamento de amostras’’®. Também é importante salientar que a
composi¢cao das matrizes de sedimentos pesa significativamente nos resultados
obtidos na determinacdo de metais tragco. Portanto, a interferéncia da matriz sobre
o0 material a ser analisado deve ser estudada. Por exemplo, quando utilizado ICP-
MS, e a determinacédo sao na forma total, a interferéncia devida ao C da amostra

ou do vaporizador eletrotérmico, prejudica o limite de deteccdo do Cr, quando os
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is6topos *2Cr e °3Cr s&o usados nas medidas, por causa da formacdo dos fons
poliatdmicos *C*°Ar e 3C*°Ar, respectivamente. Também poliatémicos, contendo
Cl, proveniente da amostra ou dos reagentes usados nos procedimentos de
digestdo, podem interferir sobre as massas destes is6topos de Cr: *°CI'®OH e
3C**0 e sobre a massa do As: “°Ar®Cl. Ainda sobre o ™As, que é
monoisotdpico, pode incidir a contagem do poliatémico *8Ar¥*ArH (ver Tabela 1.2).
Em situacdes bem definidas, estas interferéncias podem ser corrigidas por
calculos matematicos ou usando-se a vaporizagdo eletrotérmica (ETV) como
sistema de introducdo da amostra, pela qual € possivel se eliminar o Cl, antes da
vaporizacdo do analito, mas que, por outro lado, favorece os poliatdmicos de C.

As interferéncias séo classificadas como espectrais e ndo espectrais.

1.4.2.1 Interferéncias espectrais

E considerada como toda a sobreposicdo de ions com a mesma massa
nominal do analito. Pode ser devida a sobreposicdo isobarica, a ions
poliatdmicos, a ions 6xidos ou a ions duplamente carregados.

Uma sobreposicéo isobarica existe quando dois elementos tém isétopos
essencialmente de mesma massa ou diferindo muito pouco. Como regra geral,
entre os is6topos de um mesmo elemento havera pelo menos uma massa livre de
sobreposicdo, enquanto que muitos monoisotépicos ndo tém esta possibilidade.
Se um analito tiver ions poliatbmicos interferentes em determinada razdo m/z,
mas sua abundancia € bem maior que a dos outros elementos interferentes, esta
massa pode ser usada para medidas em nivel de traco por ser mais sensivel a
medida; e ndo se ter4 a necessidade de se usar correcao.

fons poliatdmicos resultam da combinacio de duas ou mais espécies
atbmicas, sendo, em geral as interferéncias mais probleméticas. Num ICP de
argonio, elementos tais como H. O, N, Na, CI, P, S, Ca, K e outros presentes no
ambiente, além do préprio Ar, combinam-se para formar quantidades significativas
de 6xidos e outros fons!'®. As interferéncias espectrais por ions poliatdmicos sdo
mais comuns quando se emprega um separador de massa de baixa resolucéo,
como o quadrupolo. InUmeros ions poliatbmicos podem ocorrer, mas eles tém
maior significancia na razdo m/z abaixo de 80. Assim, o sinal de espécies

poliatbmicas € somado ao sinal de muitos isotopos que sédo freqlentemente



Introducéo 33

medidos e podem resultar em erros significativos, se uma corre¢do apropriada
ndo for feita (separacdo de matriz, uso de equacBes matematicas, técnicas
alternativas de introducdo da amostra, etc.) principalmente quando baixas
concentracdes do analito forem medidas. A formacdo do ion poliatbmico e sua
interferéncia dependem de muitos fatores, entre eles, parametros de operacdo do
plasma (poténcia de radiofrequencia, vazdo do gas nebulizador, sistema usado
para a introducdo da amostra, a natureza do acido utilizado e a matriz da
amostra). Na Tabela 1.2 sdo mostrados muitos ions poliatdmicos que podem ser
formados a partir de amostras biolégicas.

Tabela 1.2. lons poliatdmicos interferentes em ICP-MS. Adaptada de

Vanhoe!"'e Maher*"?

Analito Interferente

46-|-i 23Na23Na

47-|-i 23Na23NaH, 31P16O

51V 35CI16O, 37C|14N

52Cy 40 ArlZC’ 351160

53CI’ 40Ar13C ,37C|160

55Mn 37C|18O

57,:e 4OC8.16OH, 40Ar16OH

59co 43¢ al6o’ 40p (180

62Ni 23Na23Na16O

63Cu 4°Ar23Na, 31P16016O

65Cu 31P160180, 32816016OH’ 338160160
67Zn 35CI16016O, 32816018OH

7°Ge 35C|35C|

A “OArPSC, *°Ar8ArH

"Se OARCI, *Ar*°ArH, BArBArH
SZSe 348160160160, 4OAI‘40AI’H2
%MO 39K41K160

A interferéncia devida a ions Oxidos e ions de dupla carga pode ser
facilmente controlada pelo ajuste adequado da vazdo do gas nebulizador e da

poténcia aplicada no gerador de radiofrequencia (RF).
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Em algumas matrizes, precisam ser considerados os ions de oOxidos
refratérios, sendo estas espécies resultantes de uma dissociacdo incompleta da
matriz ou de uma recombinacao no plasma. Em geral, o nivel de 6xido esperado,
pode ser previsto pela forca de ligacdo do mondxido do elemento de interesse;
guanto maior a forca de ligacdo do oxido, geralmente maior a populacdo de ions
MO™. Em geral, o instrumento € ajustado para que a quantidade destes ions nédo
exceda a 3% em relacdo ao préprio ion monovalente.

Elementos que possuem o segundo potencial de ionizacao inferior ao do Ar
(no plasma de Ar), podem formar ions de dupla carga. Em geral, estes elementos
sd0 metais alcalinos, alguns metais de transicdo e terras raras. Comparando com
0 proprio ion monovalente, a producdo de ions de dupla carga é, geralmente,
inferior a 2%.

A determinacdo de Cr em amostras ambientais, particularmente em
amostras biolégicas com altos teores de C, em relacdo a concentracdo de Cr,
pode ser complicada, usando-se a ICP-MS, pela interferéncia de espécies
poliatdmicas!’®. O Cr tem quatro is6topos estaveis, mas os dois menos
abundantes, *°Cr e ®/Cr, geralmente ndo sdo usados em ICP-MS por causa da
sua baixa abundancia e das interferéncias isobaricas do *°Ti, e ®Fe,
respectivamente. Foram estudadas varias maneiras de eliminar as interferéncias
poliatbmicas para a determinacdo de Cr em tecidos bioldgicos, quer seja, por
diferentes métodos de preparacdo da amostra, usando-se a diluicdo isotopica (ID)
ou adicdo do analito; correcdo matematica para a interferéncia de ArC* sobre *?Cr

174177 ou através da nebulizacdo ultra-sénica para reduzir niveis de componentes

de matriz como C, cloreto, sulfato, etc.*’®.

1.4.2.2 Interferéncias ndo espectrais

Podem ser devidas a efeitos fisicos resultantes da quantidade de soélidos
dissolvidos em solucéo (deposicao de material sobre os orificios de amostragem),
reducdes do sinal por supressdo de ionizacdo, ou por efeito espaco-carga,
alteracdo nas condicdes de nebulizacdo, entre outros''?. Efeitos de supresséo do

26,66, o

sinal sdo causados por elementos concomitantes em ICP-MS. Por exemplo
Na ou uma matriz contendo NaCl causa uma supressdo do sinal do Co. As

interferéncias espectrais podem ser reversiveis (a interferéncia deixa de existir
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guando a amostra que contém o interferente ndo € mais introduzida no plasma) e
irreversiveis (a interferéncia persiste mesmo quando a amostra que contém o
interferente ndo mais é introduzida no plasma). O exemplo acima é de uma
interferéncia reversivel e como irreversivel Em-se a supresséo do sinal causada
por depositos de sais, Oxidos e carbono sobre os orificios de amostragem do
instrumento de ICP-MS. Elementos com baixo potencial de ionizagdo, presentes
na solucdo da amostra, podem causar supressao do sinal do analito de interesse,
podendo levar a sérios erros de medida.

A supressdo do sinal também pode ser devida ao efeito espacgo-carga, o
gual ocorre porque o feixe de ions (eletricamente neutro) passa a ter um carater
positivo apds deixar o “skimmer”, porque o campo elétrico estabelecido pela lente
ibnica coleta ions e repele elétrons. Consequentemente, ocorre uma repulsédo
eletrostatica entre os ions do feixe, porque h&a um limite de corrente elétrica que
um determinado espaco fisico pode comportar. Por isso, um elemento presente
em baixa concentracdo numa matriz complexa, podera sofrer supressao por efeito
espaco-carga devido ao excesso de ions provenientes da matriz, mesmo que a
massa do analito seja maior do que a destes ions, como ocorre para muitos

elementos traco na a4gua do mar?®.

1.5 Seguranca da qualidade analitica

A importancia da calibracdo € Obvia. Principios basicos, como a
rastreabilidade analitica, implicam que a balanca deve ser frequentemente
calibrada tanto quanto todas as vidrarias volumétricas. Padroes devem ser de boa
pureza e estequiometria. Quando se fizer uma solugdo estoque para a calibracéo,
deve-se preferivelmente fazer dois estoques independentes, um servira para
verificar o outro. Solugdes de calibracdo devem ser preparadas imediatamente
antes do uso, mesmo quando estdo acidificadas. Ndo h4 um Unico modo de
calibracdo que possa ser recomendado para todos os casos. Todos sofrem de
fontes tipicas de erro, por exemplo, para adicdo do analito, a ndo linearidade da

curva de calibracdo, dificuldades na extrapolacdo, forma quimica do calibrante
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adicionado, etc. No caso da calibracdo externa, as solu¢des precisam ser
medidas vérias vezes.

Efeitos de matriz podem afetar fortemente a calibracéo®’® (por exemplo:
perda do sinal, interferéncias, etc.). A técnica da adicdo do analito € um modo de
se controlar a validade da deteccédo, mas somente se a adicéo for realizada com a
forma idéntica do composto do analito a ser determinado. Deve-se notar, que se
usando a adicdo do analito, niveis de concentracdo podem ser alcancados, 0s
quais poderdo nao estar mais dentro da escala linear de resposta do detector. Por

iSSO € necessario avaliar esta escala linear antes de se comecar a analise.

1.5.1 Principios do controle de qualidade

Dois parametros basicos devem ser considerados quando se discute
resultados analiticos: exatiddo (auséncia de erros sistematicos) e incerteza
causada por erros randémicos. A exatiddo é de importancia primordial, contudo,
se a incerteza de um resultado for muito alta, ndo podera ser usada na
formulacdo da conclusdo®. Limites de determinacdo e deteccdo devem ser
constantes e bem conhecidos, além disso, na auséncia de flutuacbes
sistematicas, a estatistica normal (por ex., andlise de regressédo, testes t e F,
analise de varianca, etc.) pode ser aplicada para se analisar os resultados,
sempre que necessario. O uso de material de referéncia certificado (CRM) de boa
gualidade pode ser usado para assegurar a exatiddo. No entanto, resultados
reprodutiveis ou exatos, obtidos respectivamente com material de referéncia
certificado nem sempre sédo suficientes na garantia da qualidade. Também é
necessario que a composi¢cdo do material de controle seja proxima acomposi¢ao
da amostra desconhecida®.

Deve-se lembrar ainda que uma analise quimica equivocada pode levar a
tomadas de decisbes muitas vezes irreparaveis. No caso particular de
monitorizacdo e diagndsticos ambientais, erros analiticos podem levar a néo
deteccdo de riscos ou aidentificacdo de riscos irreais, sendo que ambos 0s erros
irdo afetar diretamente o cotidiano de cidadéos (riscos de contaminacdo de aguas
superficiais, aq(iferos, ar, solo, etc.)'%,

Como resultado destes novos critérios, surgiram redes de laboratorios

internacionais (por exemplo, ver Acreditation and Quality Assurance in Analytical
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Chemistry'®!), e recentes redes de laboratérios nacionais, com iniciativas para
validar cientificamente os resultados analiticos de seus laboratérios (Jardim et al,
1997, citados em Meio Ambiente e Carvao'®?).

A exatiddo nao é facil de ser atingida, especialmente quando se determina
concentracbes de elementos e compostos em niveis de traco e ultra-traco em
matrizes complexas como sedimentos, agua de mar, animais aquaticos, etc.
Assim, os laboratérios que trabalham com este tema, devem implantar programas
de seguranca da qualidade e ao mesmo tempo aprofundar-se nas praticas de boa
conduta nos laboratérios (GLPs)'®2,

A qualidade somente pode ser alcancada com sistemas apropriados, que
incluem (Prichard et al., citado em Meio Ambiente e Carvao*®):

1- manutencao e inspecao dos equipamentos;

2- metodologias apropriadas para arquivar os resultados (por exemplo,
facilitar a verificacdo de possibilidade de erro);

3- gestdo dos materiais do laboratério (por exemplo, tempo pelos quais
determinados materiais podem permanecer estocados);

4- a equipe deve possuir qualificacdo comprovada para as tarefas
desenvolvidas, além de ser capaz de transmitir os aspectos importantes das
GLPs durante suas tarefas diarias.

Ainda, cabe lembrar de outros fatores que podem afetar as determinages
analiticas de forma irreparavel, como por exemplo: i) o método correto de
amostragem, para que a amostra seja representativa do material total; ii) se o
meétodo analitico selecionado € apropriado para alcancar o nivel de certeza
aceitavel; iii) se os métodos de preparo de amostra estéo livres de contaminacdo

(Prichard et al., citado em Meio Ambiente e Carv&o*®).

1.5.2 Uso de material de referéncia certificado

A calibracdo € sempre complexa, porque envolve varios passos analiticos.
Para aproximar-se do ideal € necessario demonstrar que ndo ocorreu nenhuma
perda ou contamina¢ao no procedimento de tratamento da amostra.

A Unica possibilidade para um laboratério assegurar de maneira confiavel o
procedimento analitico é por intermédio de uma amostra certificada®®. O

laboratério que realiza medidas do material de referéncia certificado, usando uma
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metodologia propria e encontra valores que nao concordam com os valores
certificados, demonstra que suas medidas incluem um erro, cuja fonte deve ser
identificada. Desta maneira CRMs contendo propriedades bem conhecidas devem
ser usados para:

- verificar a exatidao dos resultados obtidos em laboratorio;

- monitorar a performance do método;

- calibrar o equipamento que requer um calibrante similar a matriz (por ex.,

espectrometria de emissao optica);

- demonstrar a equivaléncia entre os métodos;

- detectar erros na aplicacdo de métodos padronizados.

A conclusdo sobre a exatiddo obtida na amostra desconhecida € algo
conservativo, se o laboratério encontra um valor coerente com o valor certificado.
Deve-se ter em mente que devido a discrepancias na composicao entre o CRM e
a amostra desconhecida, ha um risco de que o resultado para a amostra
desconhecida esteja errado. O uso de tantos quanto possivel CRMs é

aconselhavel para uma boa garantia da qualidade analitica®.
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2. PROPOSTA DE TRABALHO

O desenvolvimento de estratégias racionais, efetivas e econémicas para
solucionar os problemas causados por metais téxicos presentes em um
determinado sistema, deve ter por base a compreenséo dos processos que regem
a acumulacdo de metais nos diversos compartimentos que compdem este
sistema e na avaliacdo objetiva dos efeitos destes metais sobre as diversas
comunidades que possam interagir com 0S mesmos.

Para avaliar a situacdo atual do ambiente em Pinheira (PNH), Ribeirdo
(RBR) e Sambaqui (SBQ), pretendem-se determinar alguns parametros fisico-
guimicos e quimicos fundamentais para, em Ultima analise, compreender o que
ocorre entre a agua, material em suspensao, animais marinhos e sedimentos, no
ambiente aquatico, objeto deste estudo.

Ainda, pretende-se considerar a relacdo casual e reciproca entre 0s
organismos marinhos (ostras e mexilhdes) e o ambiente em que vivem,
considerando os diversos parametros fisico-quimicos e quimicos determinados.

O estabelecimento da rastreabilidade dos seguintes metais e semi-metais:
Ag, As, Cd, Cr, Cu, Hg, Mn, Ni, Pb, Se, Sn, V, Zn nas diferentes amostras
ambientais, se fara, nos diferentes compartimentos selecionados no presente
estudo, quais sejam:

- metais e semi-metais em agua, na forma dissolvida, total e, por diferenca, em
suspensao;

- metais e semi-metais em sedimentos, tanto como conteddo total quanto nas
diferentes fases minerais em que possam estar associados;

- metais e semi-metais em ostras e mexilhdes.

Ainda, os dados serdo examinados contemplando a influéncia de
parametros fisico-quimicos como: pH, salinidade, condutividade, oxigénio
dissolvido, etc. na solubilidade, precipitacdo, sorcdo dos metais ha agua, matéria
em suspensdo, bem como, o acumulo e biomagnificacdo em ostras, mexilhdes e
sedimentos.

Determinacdo dos niveis de elementos traco para se estabelecer a
situacdo atual, que podera servir de base para vereficar possiveis contaminacoes

futuras.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostragem

O Laboratério de Cultivo de Moluscos Marinhos (LCMM) da UFSC foi
responsavel pela producéo de sementes de ostras da espécie Crassostrea gigas
provenientes de trés diferentes periodos de larvicultura em laboratorio. Ao mesmo
tempo, os pesquisadores associados assumiram os desafios ligados a coleta e
selecdo de sementes do mexilhdo Perna perna utilizando-se para tanto os
coletores e pessoal especializado, existentes na praia do Sambaqui.

As ostras de cada lote provinham da mesma larvicultura e tinham, na
época da montagem do lote, entre 4,0 e 5,5 cm. Por sua vez, o tamanho dos
mexilhdes oscilava entre 3,0 e 4,0 cm (O Anexo | mostra fotografias das sementes
de mexilhdes e ostras, bem como cordas de mexilhdo e lanternas com ostras).
Estas dimensdes foram adotadas tendo em vista a necessidade de minimizar
diferencas nas taxas de crescimento e de mortalidade, permitindo assim que 0s
animais chegassem com seguranca ao tamanho comercial no espaco de tempo
de seis meses, entre o0 inicio do cultivo e a analise de cada lote. Além disso, 0s
mexilhdes foram mantidos em cordas especificas para este tipo de cultivo (feitas
de polietileno e algodédo), cujo comprimento oscilava entre 0,9 e 1,2 m, contendo
cerca de 2,0 kg de semente (aproximadamente 600 animais). As ostras ap0s
serem produzidas no laboratério de cultivo de moluscos marinhos séo criadas nas
fases de “spat” ou pré-semente (por dois meses) e de semente (por trés meses),
até atingirem o tamanho necessario para o experimento. Sao entdo, colocadas
em lanternas definitivas de cinco andares cada, com cerca de 1000 ostras por
lanterna (200 por andar).

Em cada local selecionado foram colocadas duas lanternas de ostras e trés
cordas de mexilhdes, as quais permaneceram no mar por um periodo de seis
meses, seguindo as previsbes da Tabela 3.1. Durante este periodo, ndo foi
preciso realizar qualquer tipo de manejo com os mexilhées. Quanto & ostras,

foram submetidas a um regime mensal de manejo para limpeza das lanternas.
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Na Figura 2 estdo indicados os locais de cultivo, situados nas proximidades
da llha de Santa Catarina, a saber: Enseada da Pinheira, municipio de Palhoca, a
60 km de Florianopolis (cultivo realizado pela empresa Moluskus), latitude:
27°51,089’ S, longitude: 48°34,894' W, profundidade no local da coleta: 2,9 m.
Atividades pesqueiras e de turismo fazem com que as atividades antrépicas
justificam a necessidade de acompanhamento dos possiveis niveis de poluigéo,
aqui representados pelos metais, neste e nos outros pontos de coleta. Praia do
Ribeirdo da Ilha (cultivo realizado pela Associacéo dos Miticultores do Sul da Ilha),
latitude: 27°44,674° S, longitude: 48°33,641' W, profundidade: 3,0 m. O nome
dado aPraia do Ribeirdo da Ilha origina-se de um pequeno rio ou ribeira, situado
no local (“ribeirac6” em lingua indigena). Localizada a 36 km do centro de
Floriandpolis, € composta por varias praias pequenas, de aguas calmas e areia
grossa. A comunidade é essencialmente de pescadores. Praia de Sambaqui
(cultivo realizado pela Associacdo dos Miticultores do Norte da llha), latitude:
27°29,243' S, longitude: 48°32,351' W, profundidade: 2,1 m. Derivada das
palavras “samba” ou “tambd” (concha, ostra) e “qui” ou “quire” (dormir, fazer), a
palavra sambaqui possui origem indigena, que significa cemitério; extensos
depdsitos de areia, conchas, cascas de ostras, restos de artefatos e esqueletos
gue ali foram alojados, detectando a presenca de primitivos habitantes deste
local, em tempos remotos. Localizada a 17 km do centro de Floriandpolis, a praia
de Sambaqui € um tradicional vilarejo de pescadores que abriga, além de nativos,
usudrios temporarios, turistas e veranistas.

As coletas foram realizadas nos meses de abril e outubro dos anos de
1999 e 2000. Eventualmente foram realizadas coletadas em pontos esporadicos,
sendo eles: Ponta do Lessa (PL), Saco Grande (SG) e Praia de Fora (PF), por
existirem suspeitas de contaminac&o.
Tabela 3.1. Lotes de ostras Crassostrea gigas e de mexilhdes Perna perna, com

0s respectivas meses de inicio de cultivo e coleta para analise

Lote colocacao retirada
01 ostras Outubro/98 Abril/99
02 ostras mexilhdes Abril/99 Outubro/99
03 ostras mexilhdes Outubro/99 Abril/00

04 ostras mexilhdes Abril/00 Outubro/00
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Figura 2. Mapa mostrando as areas de cultivo onde foram realizadas as coletas.
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3.2 Instrumentacao

As determinagcfes de metails e semi-metais foram realizadas num
espectrometro de massa com fonte de plasma indutivamente acoplado ELAN
6000 da Perkin-Elmer SCIEX (Thornhill, Toronto, Canada). As condi¢cdes de
operacdo do espectrometro, resumidas na Tabela 3.2, foram sempre ajustadas
apos a realizacdo de um teste com o proposito de se obter a maxima producéo de
jons M" e minima producdo de sinal para M™, MO, e fundo em m/z 220.
Nebulizador de fluxo cruzado; camara de pré-mistura do tipo Scott e uma bomba
peristaltica modelo Gilson foram usados para a nebulizacdo pneumética. Também
foi usado um vaporizador eletrotérmico HGA-600 MS equipado com amostrador
automético AS-60 ambos da Perkin Elmer (Norwalk, USA) e tubos de grafite
recobertos piroliticamente (Perkin Elmer, n® 091 504). Também foi utilizado o
sistema de injecdo em fluxo (FI) da Perkin-Elmer FIAS-400 (Uberlingen,
Alemanha) acoplado ao ICP-MS, para a introducdo de pequenas quantidades de

amostra no plasma.

Tabela 3.2. Condi¢des instrumentais para a aquisicéo dos dados.

Poténcia da RF 1000 W
Voltagem da lente 6,8V
Vazao do géas, Argonio 15 L mint
principal 1.2 L min
intermediario 1,01 L min
nebulizador
Voltagem do detector:
Analdgico -2100V
Pulso 1700V
Cone de amostragem skimmer Pt
Medida do sinal cps
Modo de leitura “peak hopping”
Auto lens On

Detector multiplicador de elétrons
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3.3 Preparacao do material

Todos os frascos para o acondicionamento das amostras e solugdes e 0s
materiais de vidro foram mantidos em acido nitrico 10 % (v/v) por, no minimo, 5
dias ou em acido nitrico (1+1) por, no minimo, 24 h. Os tubos de
poli(tetrafluoretileno) (PTFE), empregados na digestdo acida, foram aquecidos
com acido nitrico (1+1), no minimo, por 4 h. Gral de agata e o pistilo, usados para
homogeneizar as amostras reais, foram mergulhados em &cido nitrico 10 % (v/v)
por, no minimo, 48 h e lavados com a&gua em abundancia. Para o procedimento
de extracdo sequencial do SM&T, toda a vidraria usada, baldo volumétrico de 250
mL, condensador de refluxo, pérolas de vidro, baldo volumétrico de 25 mL e
frascos de polietileno, foram limpos por imersdo em HNOs; 4 mol L™ por, no
minimo, 16 h e lavados repetidas vezes com agua destilada antes do uso, como

recomendado pelo protocolo SM&T.

3.4 Solucdes e reagentes

Para o preparo de todas as solucdes de calibracdo e para a mineralizagao
das amostras foram utilizados reagentes com elevado grau de pureza. Mais
especificamente, o procedimento incluiu as seguintes soluc¢des: solucdo estoque
multielementar Merck IV (Darmstadt, Alemanha, n® 90392573) para preparar
solugdes intermediarias dos elementos Ag, Cd, Cu, Cr, Mn, Ni, Pb, e Zn ; solucéo
intermediaria de Hg a partir da solugdo estoque da Merck (n? 80309631); solugdes
intermediarias dos elementos As, Se, Sn e V, a partir das solugcbes estoque
monoelementares da SPEX (Edison, NJ, USA, r? 08831R, 10831DM e 01911K,
01921Q, respectivamente). Todas elas foram preparadas em agua com
resistividade de 18 MW.cm, obtida no sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, M.A.,
USA). O éacido nitrico e metanol da Carlo Erba (Mildo, Italia, n® 408015 e 414805,
respectivamente) e o acido cloridrico da Merck (n® 334), empregados no preparo
das solugbes, ou como reagentes, foram destilados abaixo dos seus pontos de

ebulicio em um destilador de quartzo da Hans Kuirner Analysentechnik
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Rosenheim, Alemanha). O sal de aménio DDTP, foi obtido da Aldrich (Milwaukee,
WI, USA, n? 17779-2, 95% de pureza).

Para a fusédo alcalina preparou-se:

Mistura do fundente: 80% de carbonato de litio (Li,CO3 Merck n? k16223071,

Darmstadt, Alemanha) e &cido bdrico (H3BOs, Fluka n? 15660, Neu Ulm,

Suica) na proporcédo de (1+1), e 20% de tetraborato de litio (Li.B4O7, Riedel-de

Haén n? 31499, Seelze, Alemanha).

Para o procedimento de extragcdo sequencial seguindo o protocolo SM&T
foram preparadas as seguintes solucgdes:

Solucdo A (4cido acético 0,11 mol L™)
Adicionaram-se 25 mL de &cido acético glacial (Carlo Erba ¥ 401415, Miléo,
Italia) destilado a aproximadamente 500 mL de agua destilada em baldo de
polietilieno de 1 litro e o volume foi completado com agua destilada. Desta
solucdo, 250 mL foram diluidos a 1 litro com agua destilada para se obter a
solucao de &cido acético de 0,11 mol L.

Soluc&o B (cloridrato de hidroxilamina, 0,5 mol L)
Dissolveram-se 34,75 g de cloridrato de hidroxilamina (Merck rf 4616,) em 400
mL de &gua destilada. Transferiu-se a solucdo para um baldo volumétrico de 1
litro e, por meio de uma pipeta volumétrica, foram adicionados 25 mL de solucao
de HNOs 2 mol L' (preparado a partir da diluicdo conveniente do &cido
concentrado). Completou-se a 1 litro com agua destilada. Preparou-se esta
solucdo sempre no dia em que a extracao foi realizada.

Solucdo C (per6xido de hidrogénio, 8,8 mol L™)
Usou-se o perdéxido de hidrogénio, tal como obtido pelo fornecedor (Merck r?
7210) e estabilizado a pH 2-3 com HNOs.

Solucdo D (acetato de aménio, 1,0 mol L)
Dissolveram-se 77,08 g de acetato de amonio (Carlo Erba n? 418768) em 800 mL
de agua destilada. Ajustou-se o pH a2,0 + 0,1 com HNO3 concentrado e o volume

foi levado a 1 litro com &gua destilada.
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3.5 Agua do mar

3.5.1 Determinacédo de parametros fisico-quimicos da agua do mar

Para a determinacdo de temperatura, pH, salinidade e oxigénio dissolvido (OD)
foi utiizado um equipamento multiparametro Multiline P4 WTW, (Myers, Florida,
USA) sendo que as determinacdes foram realizadas in loco. Os parametros
relacionados a seguir foram determinados no laboratério, sendo que as amostras
de agua foram obtidas com o auxilio de um modelo de garrafa para coleta de
agua desenvolvida pela Wildco, a saber: i) determinac¢des de turbidez usando um
turbidimetro Lamote modelo 2020 (USA); ii) matéria particulada total (MPT),
matéria organica (MOP) e matéria inorganica em suspensdo (MIP) foram
avaliados segundo a metodologia basica descrita em Strickland & Parsons®®3; iii)
clorofila a, foi determinada através do método fluorimétrico’®*®*, Em todos os

casos foram realizadas trés medidas para cada local e dia de coleta.

3.5.2 Determinacgéo de elementos trago

Para a determinacdo de metais e semi-metais dissolvidos em &aguas
marinhas superficiais, foram coletadas 3 amostras de cada ponto em frascos de
polietileno. As amostras, tdo logo chegaram no laboratério foram filtradas em
membrana Millipore de 0,45 mm de acetato de celulose e entdo acidificadas,
seguindo o protocolo dos métodos padronizados para a determinacdo de
metais®!; juntamente procedeu-se o branco das amostras, usando-se agua de alta
pureza na filracdo. Posteriormente, foram analisadas por espectrometria de
massa com fonte de plasma indutivamente acoplado com introdugdo da amostra
por vaporizacdo eletrotérmica’?, determinando-se diretamente: As, Cr, Mn, Ni e V.
Os programas de temperatura usados no vaporizador eletrotérmico estédo
apresentados nas Tabelas 3.3 e 3.4.

Na determinacéo de Cr, Mn, Ni e V, as solu¢des padrao dos elementos, na
faixa de 1-5 ng L, foram preparados em HNO3 1% (v/v), e a calibracéo realizada
com ajuste de matriz com solugbes padrdes adicionadas a agua do mar

purificada. Ou seja, pelo amostrador automatico, foram introduzidos no
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vaporizador, 10 nL de agua do mar purificada, diluida 4 vezes e 20 niL da solugéo
de calibracdo. Quando amostrados 10 ni de agua do mar, diluida 4 vezes, foram
adicionados de 20 niL de solucdo de HNOs; 1% (v/iv). A &gua do mar foi
inicialmente diluida, transferindo-se 2,5 mL da amostra para um tubo de
polietileno e diluindo-se a 10 mL com agua de alta pureza, contendo 100 ni de
HNOs3.

A purificagdo da agua do mar foi realizada, neutralizando-se a amostra com
NH,OH que foi entdo passada aproximadamente dez vezes através de uma
coluna de silica imobilizada com 8-hidroxiquiloneina para reter os metais (metais
como Na, K, Ca, ndo sdo complexados e, consequentemente, ndo sao retidos). A
purificacdo da éagua € feita passando-se primeiramente a agua do mar
neutralizada pela coluna, seguida de solucéio &cida (HNOs; 0,8 mol L' + HCI 2,0
mol LY, 4gua, ar, depois repetindo-se varias vezes esta seqiiéncia. A agua do
mar purificada é o branco da curva de calibracao.

Para a determinacdo de As, utilizou-se o0 método da adicdo do analito com
solucdo de Pd 0,01% (m/v), como modificador quimico?’. Solucdes padrdo de
calibracdo na faixa de 0,4-2,0 ng L', em HNO; 1% (v/v), foram adicionados
separadamente pelo amostrador, de maneira que foram amostradas 10 niL da
amostra, diluida 4 vezes + 10 ni da solug&o de calibracdo + 10 ni da solugéo do
modificador. A amostra foi diluida da maneira descrita anteriormente.

Ap6s separacdo da matriz por complexacdo/sorcdo®®*®,  foram
determinados Cd, Cu, Pb, Se e Hg, através de um sistema de injecdo em fluxo
(F1) acoplado ao instrumento de ICP-MS, como descrito abaixo, com a introducdo
da amostra por nebulizacdo pneumatica, usando-se calibracao externa e solucdes
de calibracdo submetidas ao mesmo procedimento da separacao. A exatidao dos
meétodos foi comprovada pelas andalises de agua do mar certificada NASS-5
“Seawater Reference Material for Trace Metals” do National Research Council
Canada (Ottawa, Canada) e CRM 403 “Trace Elements in Seawater” do
Standards, Measurements and Testing Programme. Na fracdo retida no filtro
(amostras da quarta coleta somente), determinaram-se 0s metais e semi-metais
em suspensao, apos digestdo do filtro com &acido nitrico diluido (1+1) sob
aguecimento em bloco digestor e levando-se a amostra ao volume original com

agua de alta pureza. As amostras foram analisadas quantitativamente por
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calibracdo externa com a introducdo da amostra por nebulizacdo pneumatica.
Para se verificar o balan¢co de massas, 3 amostras de agua do mar, acidificadas in
situ, foram tratadas de acordo com o método 3030E da EPA e, a determinacéo
dos metais e semi-metais foi realizada por ICP-MS da mesma maneira descrita

para os metais dissolvidos.

Tabela 3.3 Programa de temperatura usado na determinacéo de Cr, Mn, Ni e V,
por ETV-ICP-MS.

Passo Temperatura, Rampa de Tempo de Vazao interna
°C aguecimento, s permanéncia, s do gas, ml/min

Pré-secagem 110 10 10 300

Secagem 150 15 10 300

Pirélise 1300 30 15 300

Resfriamento 20 5 10 300

Vaporizagdo™ 2400 0,7 10 300

Limpeza 2600 0 2 300

Resfriamento 20 1 12 300

"Leitura neste passo

Tabela 3.4 Programa de temperatura usado na determinacdo de As, por ETV-
ICP-MS.

Passo Temperatura, Rampa de Tempo de Vazao interna
°C aquecimento, s permanéncia, s do gas, ml/min

Pré-secagem 90 5 10 300

Pré-secagem 110 10 15 300

Secagem 200 5 5 300

Pirdlise 1200 10 20 300

Resfriamento 20 5 5 300

Vaporizacdo 2200 1 300

Limpeza 2650 2 300

Resfriamento 20 2 20 300
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3.5.3 Sistema de injecdo em fluxo

O sistema FI*® é mostrado na Figura 3, sendo constituido basicamente de 6
valvulas de trés vias (Cole Parmer, lllinois, USA, Cat. no. 01367-72), duas
bombas peristalticas de quatro canais com velocidade variavel (Pi: Gilson,
Franca, e P,: Ismatec, modelo 7331-15, Suica,), munidas com tubos de tygon e
PVC (este ultimo somente para a propulsdo do metanol). Todas as conexdes do
sistema foram feitas com tubos de PTFE com 0,8 mm de didmetro interno. Uma
coluna, PC, comercial da Perkin Elmer, (n® B0504047) preenchida com material
sorvente Cig imobilizado em silica gel da Fluka, Suica, n? 60757, foi utilizada para
separacao/pré-concentracdo. Esta coluna possui o formato cénico e é preenchida
com aproximadamente 30 mg do sorvente, com o tamanho das particulas entre
40 a 63 mm. Uma outra coluna CC, preenchida com o mesmo sorvente, foi usada
para a purificacdo do DDTP em linha. Esta foi construida a partir de um tubo de
polietleno de 5 mm de diametro interno e 15 mm de comprimento, cujas
extremidades foram fechadas com espuma de polietileno para reter a silica-Cis.
Esta coluna foi lavada com metanol apds aproximadamente 4 h de uso continuo,
para a remocao dos complexos de DDTP sorvidos.

O sistema FlI é gerenciado por um microcomputador pessoal com o
programa escrito em visual basic e adaptado para Windows. O “drive de
poténcia”, contendo o circuito integrado ULN-2004, empregado para O
acionamento das valvulas solendides, foi construido no préprio laboratério. A
sincronizacao entre a etapa da eluicdo dos complexos e o inicio da leitura do
espectrdmetro € feita a partir do sinal enviado ao espectrémetro, através da
entrada auxiliar I/O (input/output), pelo microcomputador que gerencia o sistema
Fl.

Um ciclo completo de separacdo/pré-concentracdo compreende as
seguintes etapas:

1) Pré-condicionamento do sistema: através do acionamento da valvula Vi, a
solugdo do ligante lava a coluna de separagdo/pré-concentracdo e a linha do
percurso analitico x.

2) Pré-concentracao: além da valvula V; (acionada na etapa anterior), a valvula V;

€ acionada, fazendo com que a amostra seja misturada com o DDTP e conduzida
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para a coluna PC. O efluente da coluna é descartado apds a valvula Vg em W. No
final desta etapa, a valvula V; é desligada, enquanto que a V1 permanece ligada.
3) Lavagem do sistema: para a remoc¢ao da matriz da amostra, a coluna PC e as
linhas do sistema x e z séo lavadas com a propria solugdo de DDTP empregada
na pré-concentracao, através da valvula V1.
4) Remocédo da solugdo do DDTP das linhas x e z: a remogédo da solugcdo do
DDTP da linha na parte anterior, x, da coluna PC é feita com metanol através do
acionamento simultaneo das valvulas \t e V4, da parte posterior, z, acoluna, é
feita com &gua através do acionamento da valvula \s. No final desta etapa as
valvulas V3 e V4 sdo desligadas, enquanto que a Vs permanece ligada.
5) Eluicdo: é feita com metanol através da vélvula \6 a qual permanece ligado
desde a etapa anterior, 0 tempo suficiente para efetuar a eluicdo dos complexos
retidos na coluna PC. Num periodo de tempo pré-determinado, a valvula \; €
acionada, fazendo com que somente a fragdo metandlica, contendo os analitos,
seja conduzida para o ICP, usando agua como carreador. Isto é feito desligando-
se a vélvula \t e acionando-se a valvula V5. As valvulas \s e Vg permanecem
ligadas até o final da leitura do espectrémetro.
6) Lavagem do sistema: no final do ciclo, todo o sistema (coluna PC e linhas x e y)
€ lavado com metanol (através da valvula \t). O efluente é descartado em W
através de Vs. O tempo de lavagem da coluna € dependente do elemento a ser
determinado.

A solucdo de DDTP, 1% (m/v), é preparada em solucdo etandlica 5%;
posteriormente é passada através de uma coluna de purificacdo, contendo Cig €

s6 entdo, diluida 10 vezes para ser usada no sistema Fl.
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FIGURA 3. (a) Diagrama do sistema de injecdo em fluxo. P; e P,: bombas
peristélticas; PC: coluna de pré-concentracdo/separacdo; CC: coluna de
purificacdo; Vi....Ve: valvulas solendides de trés vias; x: 50 cm; y: 3 cm; z: 25 cm;
ndameros entre parénteses: representam a vazao das respectivas solu¢cdes em mL
mint. (b) Programa de tempo das valvulas, as linhas cheias e tracejadas
representam o tempo em que as valvulas estdo ligadas e desligadas,

respectivamente. W: descarte; R: reciclo?®.
3.6 Sedimento marinho
As amostras de sedimento foram coletadas com o auxilio de um

amostrador de sedimento de superficie de fundo (modelo Ekman Tall da Wildco,

Buffalo, NY, USA) que, quando em contato com o fundo, se fecha recolhendo
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uma camada de aproximadamente 10 cm de espessura. A draga em seguida &
puxada para o barco, onde € aberta em bandeja de polietileno e descartada a
parte superficial, tho somente por entrar em contato com a parte metalica do
amostrador. Ndo é a pratica mais correta, pois considerando a taxa de deposicéo
e a representatividade de uma coluna sedimentar, pode-se, com este descarte,
estar desprezando alguns anos de sedimentacdo, mesmo assim, deu-se
prosseguimento & determinacfes baseado que a sedimentologia de uma regido
costeira ndo altera significativamente num pequeno periodo de tempo. O restante
(aproximadamente 1 kg) é recolhido em sacos plasticos devidamente etiquetados.
As amostras foram levadas ao laboratorio e liofilizadas em liofilizador da Edwards
(modelo Pirani78/1, Inglaterra) e armazenada em refrigerador até serem
efetuadas as andlises. Uma aliquota foi separada e enviada para analise por
fluorescéncia de raios-X, para a determinacdo dos teores de silica, alumina e
outros oxidos, no Laboratério de Desenvolvimento e Caracterizagcdo de Materiais,
LDCM, do Centro de Tecnologia em Ceramica, em Criciima, Santa Catarina.

As amostras de sedimento e o material de referéncia CRM 601, foram
submetidas ao protocolo modificado de extragcdo sequencial do SM&T,
esquematizado na Figura 4. Também foram submetidas aos processos de
abertura por fusdo alcalina e digestdo acida como mostrado na Figura 5. Em
todos os procedimentos de abertura, usou-se o sedimento com tamanho de

particula menor que 67 nm.

3.6.1 Procedimento de extracdo seqgiencial pelo protocolo modificado do
SM&T

A amostra liofilizada de sedimento foi agitada por cinco minutos para uma
melhor homogeneizacdo e uma parte da amostra foi retirada com espatula
plastica para ser macerada em gral de agata, sendo separada a fracdo com
tamanho de particula menor do que 67 mm, em peneira de fabricagdo caseira,
com malha de poliéster. Para a extracdo sequencial, aliquotas de 1,00 g de
amostra, foram colocadas em tubos de centrifuga de polietilieno de 50 mL e

submetidas ao procedimento que segue:
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Fracédo 1

A 1 g de sedimento foram adicionados 40 mL de solucéo A, descrita em 3.4, 0
frasco foi imediatamente fechado e deixado sob agitacdo, em agitador de Wagner
(Marconi, Piracicaba, Brasil) por 16 h em temperatura ambiente (22 + 5 °C),
durante a noite. Em seguida, o extrato foi separado do residuo solido por
centrifugacdo a 3000 rpm por 25 min, sendo o liquido sobrenadante decantado
para tubos de polietieno previamente limpos, etiguetados e estocados em
refrigerador a 4 °C, até a andlise. O residuo foi lavado com 20 mL de &gua
destilada, agitado por 15 min e centrifugado a 3.000 rpm por 25 min. O
sobrenadante foi decantado e descartado, tomando-se o cuidado de n&o se
perder nenhum residuo sélido.

Fracéo 2

Ao residuo da Fracao 1, adicionaram-se 40 mL da solucédo B, descrita em 3.4,
recém preparada. O frasco foi imediatamente fechado, o residuo re-suspenso por
agitacdo manual e extraido por agitacdo mecéanica por 16 h em temperatura
ambiente (22 + 5 °C), durante a noite. Em seguida, o extrato foi separado do
residuo solido por centrifugacdo a 3.000 rpm por 25 min, sendo o liquido
sobrenadante decantado para tubos de polietiieno previamente limpos,
etiquetados e estocados em refrigerador a 4 °C, até a andlise. O residuo foi
lavado com 20 mL de agua destilada, agitado por 15 min e centrifugado a 3000
rpm por 25 min. O sobrenadante foi descartado, tomando-se o cuidado de néao se
perder nenhum residuo solido.

Fracédo 3

Ao residuo da Fracao 2, foram cuidadosamente adicionados 10 mL da solugéo C,
descrita em 3.4, colocou-se a tampa sobre o tubo de polietiieno sem fechar,
deixando-se a temperatura ambiente por 1 h com agitacdo manual ocasional.
Digeriu-se por mais 1 h a temperatura de 80 + 5°C, em banho maria, com
agitacdo manual ocasional na primeira meia hora, e, entédo, reduziu-se o volume
para menos de 3 mL através de um aguecimento mais severo aplicado aos tubos
ndo cobertos. Adicionou-se mais uma aliquota de 10 mL da solucdo C, aqueceu-
se novamente a 80 + 5°C e digeriu-se por 1 h com os tubos cobertos e agitacdo
manual ocasional, na primeira meia hora. Removeu-se a tampa e reduziu-se 0

volume do liquido a aproximadamente 1 mL. Adicionaram-se 50 mL da solu¢éo D,
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descrita em 1.3.2.2, amistura do residuo ja fria e agitou-se por 16 h a temperatura
ambiente (22 + 5 °C), durante a noite. Em seguida, o extrato foi separado do
residuo sélido por centrifugacdo e o liqguido sobrenadante foi decantado, como
descrito nas fragdes anteriores.

Como checagem interna do procedimento, € recomendado que o residuo
da Fracdo 3 seja digerido em agua régia e a quantidade total do metal extraido
(soma da Fracdo 1 + Fracdo 2 + Fracdo 3 + Residuo) comparada com a obtida
por digestdo total, em separado, de 1 g da amostra de sedimento, com &gua
régia. O residuo da Fracéo 3 foi entdo transferido para o sistema de extracdo com
3 mL de &gua e digerido, segundo o procedimento de extracdo com 4gua régia. O
mesmo procedimento foi aplicado ao sedimento original. Em todas as fracdes

foram corridos brancos com os reagentes utilizados.

3.6.1.1 Procedimento de extragcdo com agua régia
Pesou-se aproximadamente 1 g de sedimento seco em um frasco de reacao;
Adicionou-se 1,0 mL de agua para obter uma suspenséo, e adicionaram-se
sob agitacdo, 7,0 mL de HCI bidestilado, seguidos de 2,3 mL de HNOj;
bidestilado, que foram adicionados lentamente;
Adicionaram-se 15 mL de HNOs; 0,5 mol L' ao frasco de adsorcéo (frasco
coletor), conectado ao condensador de refluxo no topo do frasco de reacao;
Deixou-se por 16 h a temperatura ambiente, para permitir a lenta oxidacéo da
matéria organica do sedimento;
Permitiu-se o lento aumento da temperatura da mistura reacional até as
condicOes de refluxo serem alcangadas e entdo mantida por 2 h;
Permitiu-se o resfriamento lento atemperatura ambiente;
Adicionou-se o conteudo do frasco de adsorcgédo, através do tubo condensador,
para dentro do frasco de reacéo, lavando-se com 10 mL de HNO3 0,5 mol L™
Filtrou-se (filtro de membrana celulésica com tamanho de poro de 0,45 mm)
para remover particulas (silicatos e outros materiais insollaveis), coletando o
filtrado em um frasco graduado de 100 mL;
Permitiu-se que todo o filtrado inicial passasse pelo papel filtro e entdo lavou-
se o0 residuo insolavel sobre o papel de filtro com pequena quantidade de
HNO3 0,5 mol L™
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Completou-se o frasco graduado com HNOs; 0,5 mol L até a marca, fechou-
se, agitou-se e armazenou-se em frasco de polietileno previamente limpo e
etiquetado, estando pronto para a determinacdo dos elementos traco.

Em todos os passos, a calibracéo foi realizada com solugbes de calibragcéo
preparadas nos brancos das extracdes com os analitos na faixa de concentracao
de 0,5-20,0 ny L*, utilizando-se um sistema de injecdo em fluxo comercial (FIAS
400) para a introducdo de pequena quantidade de amostra no plasma (220 ni).
As fracdes foram diluidas 5 vezes com agua destilada antes da determinacdo dos

elementos por FHICP-MS.

3.6.2 Digestéo acida

Para a comprovagdo do método foram analisados trés materiais de
referéncia: HISS-1, MESS-2 e PACS-2 “Marine Sediment Reference Materials for
Trace Metals and other Constituents” do National Research Council Canada,
CNRC. As amostras foram analisadas em triplicata.

Aproximadamente 100 mg de sedimento foram pesados em tubos de PTFE
do forno de microondas e adicionados de 1 mL de H,O + 5 mL de HNO;
bidestilado + 3 mL de HF" destilado e a mistura foi submetida a programa de
poténcia (Tabela 3.5) do forno de microondas Mega 1200 da Milestone, Sorisole,
Italia. Apés esfriar, o conteddo do tubo foi transferido a um frasco volumétrico e
adicionado de 0,1 mL de uma solucdo contendo 10 mg L de Rh como padrdo
interno. Foi adicionado Au ao nivel de 100 ng L aos padrées e amostras, por
causa da alta tendéncia do Hg apresentar efeito de memérial®’. O volume foi
levado a 100 mL e a solucdo armazenada em tubo de polietileno, previamente
limpo e etiquetado, mantido em refrigerador a 4 °C. Para a determinagdo dos
elementos traco por ICP-MS usou-se o0 sistema de injecdo em fluxo, para a
introducdo de pequenas quantidades de amostra no plasma. A curva de
calibracdo foi obtida com solucdes preparadas no branco do procedimento,

contendo os analitos na faixa de concentracéo de 0,5-20,0 ng L.
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Tabela 3.5 Programa de poténcia utilizado na digestao acida do sedimento

assistida por microondas.

Passo Tempo, min Poténcia, W
1 10 250
2 10 400
3 10 650
4 10 250

3.6.3 Fuséo alcalina

Pesaram-se em um cadinho de platina, aproximadamente 200 mg da
amostra pulverizada em particulas £ 67 mm. Adicionaram-se 140 mg de
tetraborato de litio (Li:B4O7 ) e 1,4 g da mistura (1+1) de carbonato de litio
(Li,CO3) e é&cido borico (H3sBO3). Misturou-se o fundente e a amostra por agitacédo
manual. Introduziv-se o cadinho em um forno mufla EDGCON 3P (EDG
equipamentos, Sao Carlos, Brasil ) a 950 °C por 15 minutos. Decorrido esse
tempo, retirou-se o cadinho, agitou-se a massa fundida e colocou-se novamente
na mufla por mais 5 minutos a mesma temperatura. Apoés, retirou-se o cadinho da
mufla e deixou-se esfriar. Transferiu-se aproximadamente 10 mL de solucdo de
acido nitrico 4% (v/v) e agitou-se em um agitador magnétido (MQAMA 301, Micro
Quimica, Brasil) até que toda a massa anteriormente fundida se dissolvesse.
Transferiu-se guantitativamente a solucdo para um tubo de polietileno de 50 mL e
completou-se o volume com solucdo de HNO;3; 4% (v/v). A solugao obtida foi
considerada como sendo a solugcéo estoque da amostra. A solucéo foi diluida 18,8
vezes para a determinacdo dos elementos por calibragdo externa com solugdes
preparadas no branco da fusdo na faixa de concentracdo de 0,5-20,0 ng L. Um
esquema deste procedimento e da digestédo &cida, descrita acima, sdo mostrados
na Figura 5. Para a comprovacdo do método foram analisados os trés materiais
de referéncia de sedimento, ja mencionados no item anterior. As amostras foram
analisadas em triplicata. Realizou-se o branco da fus&o alcalina contendo apenas

os reagentes, que passaram pelo mesmo procedimento.



Materiais e métodos 57

3.7 Mexilhdes e ostras

Para a andlise dos animais, treze individuos de cada espécie foram
coletados em cada ponto e transportados imediatamente ao laboratério, em caixa
de isopor com gelo. Em seguida: (1) para a limpeza da parte externa da concha
foram retiradas as incrustacfes de limo; (2) procedeu-se apesagem do animal;
(3) abriu-se o animal com uma espatula de aco inoxidavel recoberta com teflon,
liberando-se a agua intervalar; (4) retirou-se o animal da concha, para a medi¢éo
do peso da carne e, finalmente, (5) as amostras foram armazenadas a -85 °C em
potes de vidro etiquetados.

Posteriormente, em temperatura ambiente, procedeu-se ahomogeneizagéo
do tecido em gral de 4gata para se obter a massa homogénea, retirando-se a
agua do desgelo mediante uma peneira de polietileno. Determinou-se a umidade,
colocando-se aliquotas de um a dois gramas da amostra, em vidro de relégio
previamente pesado, em dessecador contendo acido sulfarico.

Aliquotas de 1,2 g (peso umido) de cada individuo foram colocadas em
tubos de PTFE hermeticamente fechados e submetidos a digestdo em bloco
digestor (modelo Te — 015/50 da Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) na presenca de 4
mL de acido nitrico, por 3 h, a uma temperatura de 110°C. Depois de esfriado, o
volume foi levado a 100 mL e analisado quantitativamente por ICP-MS com
nebulizacdo pneumatica e calibracdo externa, com solucdes de calibracdo na
faixa de 0,5 — 20,0 ng L, sendo que a amostra foi diluida 10 vezes antes das
determinacdes. Juntamente, foram analisados os materiais de referéncia Oyster
Tissue 1566a do National Institute of Standards and Tecnology (NIST,
Gaithersburg, USA) e 278R “Trace Elements in Mussel Tissue” do Standards,
Measurements and Testing Programme (Bruxelas, Bélgica), que passaram pelo
mesmo processo de digestdo. A determinacdo da umidade foi realizada em
aliquotas separadas da amostra, como descrito acima. Em cada corrida de
abertura foram digeridos treze animais, um material de referéncia e um branco.

Utilizando o material de referéncia Qyster Tissue), testaram-se diferentes
métodos de abertura, nas determinacdes de Cr, As, Cd, Sn e Pb. Para a obtencéo
do peso seco, a amostra foi mantida por trés dias em dessecador contendo acido

sulfdrico.
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3.7.1 Copo aberto

Realizou-se a digestdo de 0,150 e 0,157g do material de referéncia com
5,0 mL de HNOs3 concentrado e 0,5 mL de HO, a 30%, durante 24 h; depois
procedeu-se a evaporacdo atemperatura moderada (70 °C), o residuo seco foi
tratado com outros 50 mL de HNOs; e filrado. O filtrado foi diluido
adequadamente com agua de alta pureza e levado a 100 mL. Antes das

determinagdes, diluiu-se a solugéo final do branco e amostras (1+1).

3.7.2 Copo fechado e ultra-som

Realizou-se a digestdo com 0,254g e 0,269g da amostra em tubo de
polietilieno de tampa rosqueavel, com 4,0 mL de HNOz e 1,0 mL de H,O,
deixando-se em banho por 120 min atemperatura ambiente, depois centrifugou-
se por 60 min a 2.500 rpm e filtrou-se. O volume foi levado a 100 mL. Para as

determinacdes, diluiu-se a solucao final (1+1), juntamente com o branco.

3.7.3 Sistema fechado em vasos de PTFE

Realizou-se a digestéo de 0,267g e 0,268 g do material certificado, com 4,0
mL de HNO;3; , em vasos de poli(tetrafluoretileno), hermeticamente fechados e
colocados em bloco digestor por 3 h a uma temperatura externa de 110°C,
fitrando-se a solucdo apos o resfriamento. Os volumes foram completados a 100
mL com agua. Todos os resultados foram obtidos pela calibracdo externa. Para as
determinagdes, diluiu-se a solucao final (1+1), juntamente com o branco, com

agua.

3.8 Tratamento estatistico

Para checar efeito de tamanho, os dados de tecido seco de cada animal foi
correlacionado com dados de concentragdo do metal ou semi-metal, para
assegurar uma distribuicdo normal os dados foram logaritimados.

ConcentracOes dos elementos traco entre pontos de amostragem foram
comparadas, submetendo a uma analise de varianca (ANOVA). Para elementos

gue apresentaram correlacao significativa entre log. da concentracdo do analito e
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log. do peso seco, também foram comparados pela andlise de covarianca
(ANCOVA).

Foram avaliadas, também, as correlacbes existentes entre as
concentracbes de elementos traco encontradas em agua do mar e parametros
fisico-quimicos, como também entre concentracdes encontradas nos tecidos dos
moluscos e as obtidas nas diferentes fragdes do sedimento.

Todos os testes foram conduzidos, utlizando-se o0 pacote estatistico
STATISTICA para Windows, verséao 5.0 (StatSoft).

Sedimento (1 q)

acido acético; 0,11 mol L™

p| Fracdol
v
Residuo Extracdo com agua régia
cloridrato de hidroxilamina; 0,5 mol L
’ ~
v Fracdo 2
Residuo

peréxido de hidrogénio; 8,8 mol L™
acetato de aménio; 1,0 mol L™

» Fracdo 3

Residuo

extracdo com agua régia

extrato final

Figura 4. Esquema do procedimento de extracdo sequencial do protocolo

modificado do ST&M para metais em sedimentos.
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Moagem em gral de agata

I

tamanho de particula £ 67 mm

Digestado acida em

Fusao alcalina

Pesar ~200 mg de amostra
em cadinho

microondas

!

Pesar ~100 mg de amostra
em tubos de microondas

Adicionar 140 mg de Li,B,O7 + 1,4 g
HsBO3 + Li,COg3 (1+1)

!

adicionar 1 mL de H,O +
5 mL de HNO3 + 3 mL de HF

!

15 min a 950°C; agitar; 5 min
a 950°C em mufla

!

|

Programa de poténcias no
microondas

adicdo de 10 mL de HNO3
0,9 mol.L ! e agitar

}

avolumar a 100 mL com H>O
de alta pureza

!

avolumar a 50 mL com HNO3
0,9mol L?

Figura 5. Fluxograma dos procedimentos de fusdo alcalina e digestdo &cida

adotados para amostras de sedimento.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Agua do mar

4.1.1 Parametros fisico-quimicos da agua do mar

Os parametros mostrados na Tabela 4.1 podem ser considerados como
adequados, quando comparados com os da bibliografia disponivel’*®. De fato, o
pH da &gua do mar situou-se em torno de 8,0 em todos os pontos de cultivo,
sendo que a temperatura da mesma variou de 18 a27 °C nos meses de abril e
outubro de 1999 e de 2000. Os valores de salinidade e oxigénio dissolvido podem

ser considerados adequados e consistentes com a regido em equilibrio?®18°

, €
estdo de acordo com as temperaturas encontradas. A ampla faixa de variacao
destes parametros esta relacionada ao fato de se tratar de areas localizadas nas
proximidades da costa e com baixa profundidade (até 2 m).

Com relacédo ao material particulado total (MPT), salienta-se o fato de que a
maior parte constitui-se de material inorganico. Este dado € muito importante
tendo-se em vista uma avaliacdo das possibilidades que os locais selecionados
oferecem para a continuidade das atividades de aquicultura no futuro. De fato, as
regides costeiras pouco profundas e marcadas pela auséncia de correntes
significativas que respondem pela movimentacao intensa e constante das aguas,
podem enfrentar dificuldades neste sentido. E sabido, por exemplo, que em
ambientes com pouca movimentacdo das aguas, mais de 50% da producéo
primaria chega a sedimentar-se através da coluna d’agua. Em consequéncia, a
maior parte da matéria particulada organica € mineralizada no sedimento, e os
produtos de sua decomposicdo acabam retornando acoluna d’agua’®®. Assim, o
conhecimento da associacdo dos metais com a matéria particulada ou sua
presenca na forma dissolvida torna-se relevante na caracterizacdo da provavel
origem deste tipo de contaminacdo e na busca de estratégias para sua

minimizac&o™®.
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Tabela 4.1 Parametros fisico-quimicos da agua do mar nos locais de cultivo.

62

Abril Outubro 19992 MM 1999°

19992
SAMBAQUI
pH 7,7+02 8,2+0,1 7,7 -85
Temp. (°C) 22,1+0,2 22,2+0,3 17,8- 28,1
O,(mg L™ 75+0,2 10,2 +0,1 5,8 - 10,2
Salinidade (%) 33,1+0,1 34,0+0,2 30,2- 35,0
Turbidez 6,4+0,8 9,4+0,7 3,8 -233
MPT (mg L ™) 10,7 £0,7 16,3+ 2,1 4.6 - 60,4
MIP (mg L) 9,1+0,5 14,2 +1,6 4,1-51,4
MOP (mg L ™) 1,5+0,2 2,1+05 0,5- 9,0
Clorofilaa(igL™ [4,8+0,2 3,2+0,1 1,8 - 8,3
RIBEIRAO
pH 78+0,2 8,2+0,1 75-85
Temp. (°C) 20,4+0,1 19,0+ 0,2 16,0- 29,7
O,(mg L™ 78+0,2 - 6,2 - 10,2
Salinidade (%) 33,8+0,1 - 29,9- 35,0
Turbidez 57+12 75+10 2,2-85
MPT (mg L™) 7,2+0,6 12,2+1,0 2,5- 13,9
MIP (mg L) 6,5+ 0,6 10,5+ 0,8 2,0- 14,7
MOP (mg L ™) 0,7+0,2 1,7+0,2 0,1-27
Clorofilaa(igL™ [1,3+0,1 3,1+0,2 1,3- 6,0
PINHEIRA
pH 8,3+0,2 8,2+0,1 75 -85
Temp. (°C) 21,6+0,1 20,8+0,3 15,6-26,7
O,(mg L™ 6,7+0,2 10,2+ 0,3 5,4 - 10,2
Salinidade (%) 34,6+0,1 37,0+0,2 30,8-37,0
Turbidez 35+0,2 31+1.2 0,8- 20,6
MPT (mg L) 11,0+55 229+17,6 1,3-40,5
MIP (mg L ™) 89+45 18,2 + 13,4 0,8-31,6
MOP (mg L™) 2,4+0,7 48+4,1 0,2- 8,9
Clorofilaa(igL™) [1,3+0,1 2,1+0,1 0,7-5.1
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Continuacao da Tabela 4.1

Abril 20002 Outubro 20002 MM
2000°

SAMBAQUI
pH 8,1+0,2 8,1+0,1 8,0 - 85
Temp. (°C) 23,2+0,1 21,8+0,1 14,3 -27,2
O>(mg L™ 75+0,1 54+0,2 5,1 -10,2
Salinidade (%) 33,0+0,2 31,7+0,1 30,5 - 35,0
Turbidez 10,2+0,3 7,1+£27 4,0 -90,6
MPT (mg L) 125+2,2 16,8+ 1,5 6,1 - 42,8
MIP (mg L) 10,6 + 1,8 15,1+ 1,4 51 - 75,0
MOP (mg L™) 1,9+04 1,6+0,1 1,0 - 152
Clorofilaa(igL™) [5,5+0,4 4,4+0,2 1,1 -70
RIBEIRAO
pH 8,2+0,1 75+0,2 75- 83
Temp. (°C) 22,3+0,3 23,5+0,2 13,5- 24,8
O2(mg L™ 78+0,1 8,3+0,6 27 - 89
Salinidade (%) 34,0+ 0,5 29,7+0,1 29,6- 34,8
Turbidez 3,3+0,3 3,8+0,5 1,0 - 7.9
MPT (mg L) 5,9+0,9 9,9 +0,4 3,3-372
MIP (mg L™) 43+0,8 72+04 2,1 - 29,6
MOP (mg L) 1,5+0,1 2,8+0,1 0,3 -75
Clorofilaa(igL™ [2,8+04 58+0,3 0,7 -70
PINHEIRA
pH 8,3+0,2 79+0,1 75 -85
Temp. (°C) 21,5+0,1 20,2+0,2 14,9 - 22,7
O,(mg L™ 7,0+02 8,3+0,5 6,0 -8,7
Salinidade (%) 35,2+0,1 34,7+0,2 29,7 -36,1
Turbidez 3,5+0,4 42+12 0,6-12,6
MPT (mg L™ 86+17 6,2+1,6 2,6 -56,0
MIP (mg L) 73+18 44+04 1,5-46,9
MOP (mg L ™) 1,3+0,1 1,9+0,3 0,4 - 9,2
Clorofilaa(igL™) [1,6+0,2 2,4+0,2 0,5 -7,6

2 Valores médios e desvios padrdo (entre parénteses);

P Os valores de MM representam a minima e a maxima na variacdo ao longo do

ano,

© MPT = matéria particulada total, MOP = matéria organica e MIP = matéria

inorganica em suspensao.
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4.1.2 Determinacao de As, Cr, Mn, Ni e V

A presenca de altas concentracdes de fons na matriz (Na*, Mg*, Ca®*, CI
,S047%) causa dois grandes problemas na andlise direta de elementos traco em
agua do mar por ICP-MS:(a) sobreposicdo isobéarica de ions poliatémicos e (b)
supressdao do sinal pela interacdo ion-ion ou efeitos de espaco carga.
Especialmente importantes, conforme ja salientado, sdo as interferéncias
causadas por ions poliatbmicos, formados pela combinacédo entre as espécies
majoritarias da matriz da agua do mar, como O e H da agua, Ar do plasma, e em
alguns casos, C liberado pelo ETV?"2,

A introducdo da amostra por ETV, contudo, reduz o espectro de fundo,
permitindo estratégias para a reducao da interferéncia, através de um programa
adequado de pré-tratamento térmico e o uso de modificadores quimicos. As
temperaturas de pirdlise e de vaporizacdo para diferentes elementos
determinados por ETV-ICP-MS foram anteriormente otimizadas* para se obter
uma boa separacdo da matriz em beneficio do melhor sinal analitico, incluindo-se
o uso de modificadores quimicos (como no caso da determinacdo direta de As em
agua do mar).

Os parametros analiticos, bem como os resultados obtidos nas analises
dos materiais de referéncia certificados de agua do mar, sdo mostrados nas
Tabelas 4.2 e 4.3, respectivamente. O limite de deteccdo, LD, foi calculado a
partir de 3s/a, sendo “s” o desvio padrdo das intensidades dos sinais de 10
leituras consecutivas do branco (dgua do mar purificada) e ‘@” a sensibilidade
analitica (inclinacdo da curva de calibracéo).

Os baixos LDs observados para °As, >°Mn, *®Ni e °!V, tornam possivel a
determinacéo direta das concentracbes destes elementos em agua do mar. A
interferéncia do Cl sobre os is6topos "°As, **Mn e °'V, devido aos poliatdmicos
PVArSCl, 3'CI®0 e *°CI*°0, respectivamente, é adequadamente minimizada,
guando as amostras, que contém altas concentracGes de cloreto, sdo introduzidas
no plasma por ETV. A interferéncia do Ca (**Ca’®0, “°Ca*®0) sobre o sinal do *®Ni
nao é totalmente eliminada, prejudicando o LD deste elemento. Porém, sua alta
abundéancia isotopica natural (67,8%) resulta em uma melhor sensibilidade na
razdo m/z 58 do que com os outros isétopos do elemento®®’%. No caso do Cr, 0

melhor is6topo a ser monitorado € o de razdo m/z 50, j& que os outros dois
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is6topos 52 e 53, sofrem interferéncias sérias devidas ao carbono.
Independentemente da condicdo do tubo de grafite (vaporizador) ou da
temperatura de vaporizacdo usada, a quantidade de C proveniente do tibo de
grafite é sempre suficientemente alta para provocar a interferéncia  dos
poliatdmicos “°Art?C e “°Ar'*C sobre o sinal do **Cr e *3Cr. Por outro lado, a
possibilidade de se monitorar o is6topo 50 do Cr, depende da concentragdo de Ti
na amostra, que é uma interferéncia isobarica, corrigida automaticamente pelo
software do aparelho.

A linearidade da resposta analitica em matriz de agua do mar foi
estabelecida para os cinco elementos na faixa de concentracdo indicada na
Tabela 4.2. Para o caso do As, o nodificador quimico foi adicionado em cada
solucéo de calibracdo (adicdo do analito) e para Cr, Mn, Ni e V, o proprio acido
nitrico atua como carreador do vapor do analito ao plasma. Aliquotas de 10 m da
amostra foram introduzidas no ETV, usando-se o programa de temperatura
mostrado nas Tabelas 3.3 e 3.4. Os sinais dos quatro elementos foram
monitorados simultaneamente e do As separadamente. Boa linearidade foi obtida
para todos os elementos, sugerindo que o ajuste de matriz para a calibracdo
resulta em suficiente exatiddo analitica. O maior limite de deteccéo foi obtido para
*0Cr em virtude de sua baixa abundancia isotépica natural (4,31%). Este método
de determinacéo direta de elementos traco por ETV-ICP-MS foi validado para os
cinco elementos analisando-se materiais de referéncia certificados (NASS-5 e

CRM 403), sempre quando realizadas as determinagdes.
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Tabela 4.2 Parametros de medida dos is6topos na agua do mar, “a” é a
sensibilidade analitica, “R” o coeficiente de regressao linear e LD é o limite de

deteccao (n=10, 3s).

Is6topo  Curva,mgL? a, (mgLY)* R LD, mg L
SUCr 05-5 958 0,99890 0,2
Sy 05-5 21054 0,99970 0,06
>SMn* 05-5 20094 0,99998 0,03
i\ 05-5 5374 0,99417 0,03
SAs* 04-2 3112 0,9862 0,05
®Scu=*  0,05-04 24806 0,9620 0,06
ST 0,05-0,4 7786 0,99914 0,006
Hegs  0,05-0,4 41507 0,99903 0,001
22Hge*  0,05-0,4 26506 0,99945 0,009
208pp** 0,05 -0,4 348710 0,99976 0,003

*Por ETV-ICP-MS sem separacdo da matriz; **Por FFHICP-MS com separacdo da
matriz.

Tabela 4.3 Valores obtidos na determinagéo de elementos traco em material de

referéncia certificado de agua do mar, NASS 5 e CRM 403, n = 5.

Elemento valor valor valor valor
certificado encontrado certificado encontrado
(g L™) (ngL™) (ngL™) (g L™)

\% 1,2* 0,9+0,1 nd

Cr 0,110+ 0,015 0,186 + 0,021 nd

Mn 0,919+ 0,057 0,986+ 0,120 nd

Ni 0,253+0,028 0,262+0,046 0,260+ 0,023 0,269 + 0,03

As 1,27 +0,12 1,29+0,04 nd

Cu 0,297 +0,046 0,240+ 0,074 0,248 +0,025 0,308 + 0,070

Se 0,017 + 0,003 0,028 + 0,005 nd

Cd 0,023 +0,003 0,015+0,001 0,020,002 0,018 + 0,002

Hg 0,53 +0,07 0,535+ 0,035

Pb 0,008 £ 0,005 <LD 0,024 £ 0,005 0,031+ 0,070

*valor informado; <LD = abaixo do limite de deteccédo; nd = ndo determinado.
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4.1.3 Determinacéo de Cd, Cu, Hg, Pb e Se(IV).

O sistema de injecao em fluxo (Fl) foi usado para a determinagéo de metais
em agua do mar ap0s a separacdo e pré-concentracdo dos mesmos, ja que
determinados diretamente podem sofrer interferéncias, como supresséo de sinal
por elementos de baixo potencial de ionizacdo (por ex.: Na e K), efeito espaco-
carga e obstrucdo do sistema de amostragem pelo alto teor de sélidos
dissolvidos, além de interferéncias espectrais. O sistema FlI proposto foi
desenvolvido em nosso laboratério e aplicado a determinacdo de metais em

® 4gua do mar®® e, mais recentemente,

aguas naturais e materiais biolégicos,*
aplicado a determinacéo de Hg*°. Quando foi utilizado o sistema Fl acoplado ao
ICP-MS, aumentou-se a poténcia de radiofrequencia do equipamento para 1150
W e a vazdo do gas nebulizador foi reduzida a 0,86 L.min™*, usando-se um injetor
de alumina com diametro interno de 1,5 mm, para minimizar os efeitos da
introducao de solvente organico no plasma.

O sistema FI proposto foi projetado de forma a diluir o eluato em linha,
introduzindo-se no plasma reduzidas quantidades de eluente e de solugéo
residual de DDTP, esta utlizada na etapa da lavagem da coluna (etapa 3). Desta
forma, a confluéncia apos a véalvula Vs dilui o eluato na proporgdo de 1 + 1 e lava
constantemente o sistema entre cada eluicdo, enquanto que o emprego das
valvulas V5 e V4 permite que, somente a fracdo de DDTP residual da etapa da
lavagem contida na coluna e na linha “y” permaneca no sistema, antes da eluicao
dos complexos. A coluna ndo deve ser lavada com agua (o que eliminaria todo o
DDTP do sistema) antes da eluicdo, porque alguns analitos sdo eluidos com este
solvente.

Deve ser ressaltado que a solu¢cdo de DDTP usada na lavagem da coluna
nao pode ser muito diluida, uma vez que sob esta condicdo, alguns complexos
sdo ainda parcialmente eluidos. Assim, com a mesma solucao de DDTP utilizada
para a pré-concentracdo do analito € possivel remover a matriz residual na
coluna, sem eluir os complexos. Por outro lado, consideraveis quantidades de
DDTP que ficam no sistema nesta etapa podem ser introduzidas no plasma na
etapa da eluicdo. Isto pode causar interferéncias, principalmente por ions
poliatdbmicos contendo S e P, além de afetar o perfil do sinal transiente. Portanto,

€ necessario que a solucéo residual de DDTP no sistema seja removida o0 maximo
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possivel antes que seja feita a eluicdo do analito. Com esta finalidade, foram
introduzidas as vélvulas V3 e Vg4, as quais possibilitam a remocédo de toda a
solucdo contida nas linhas “X” e “z” antes e apo6s a coluna PC (Figura 3). Ou seja,
somente uma pequena fracdo contendo DDTP fica entre o ponto de confluéncia
das valvulas \5 e V4, juntamente com a coluna PC. Assim, a solucdo de DDTP
gue fica na linha “x” é lavada com o préprio eluente e descartada em W (valvula
V,4), enquanto que a da linha “z” é lavada com agua através de Vs e descartada
em W (Valvula Vg). Também é importante salientar que o comprimento do
segmento “y” deve ser 0 menor possivel para que a minima quantidade de DDTP
figue no sistema nesta etapa. Desta forma, a eluicdo também ¢é facilitada, uma
vez que a dispersao do eluente antes de chegar na coluna é minimizada. A
dispersdo deve ser evitada, porque quanto mais diluido for o eluente, maior € o
volume necessario para efetuar a eluicdo dos complexos, carregando assim o
plasma com metanol, o que € indesejavel. Além disso, a selecdo adequada do
tempo de acionamento da valvula Vs permite que, praticamente, s6 0 volume de
eluato, que contém os analitos, seja introduzido no plasma, descartando-se a
maior parte do DDTP. Os perfis dos sinais transientes dos elementos traco
determinados por FFHICP-MS é mostrado na Figura 6. Os sinais transientes de Cd
e Se ficam na linha base dos sinais apresentados e por isso ndo sédo observados.
Os valores obtidos com o material de referéncia certificado, para a comprovacao
do método constam na Tabela 4.3. As Tabelas 4.2 e 4.4 apresentam as figuras de

mérito relacionadas ao sistema FFHCP-MS.

Tabela 4.4 Parametros do sistema FFICP-MS

vazdo da amostra, mL min™* 2,3
tempo de pré-concentracao, s 60
consumo de reagente. mL:
DDTP, 0,1% (m/v) 2
Metanol 0,14

frequiéncia de amostragem, h? 20
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Figura 6. Sinais transientes dos elementos traco determinados por FHICP-MS em

amostra real de agua do mar, n=3.

4.1.4 Faixas de concentracdo de metais e semi-metais na agua do mar

As amostras foram coletadas e armazenadas em frascos de polietileno
previamente limpos. Sabe-se que estes, ndo sdo considerados apropriados para a
estocagem e posterior determinacdo de Hg. Este elemento em particular adere-se
& paredes dos frascos passando através de seus poros®®, podendo, sgundo a
EPA, ter sua concentragdo aumentada em amostras estocadas neste tipo de
frasco e em laboratérios que trabalham com Hg. S&o recomendados frascos de
Teflon, poli(etilenoterftalato) PET, quartzo ou vidro borosilicato, para né&o
ocorrerem perdas de elementos dissolvidos nas amostras® ou nas solucées das
mesmas. Como o laboratério ndo dispunha de tais materiais em quantidade
suficiente e também nado possui salas limpas (classe 10, 100 ou 1000) para o
manuseio das amostras, a metodologia apresenta limitagdes inerentes ao
ambiente de trabalho, o que para as amostras se reflete nas intensidades do
branco. Como os elementos determinados estdo a nivel de ng L?, procurou-se
analisar as amostras, o mais breve possivel apds sua coleta, em periodos de até

trés semanas.
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A Tabela 4.5 apresenta as faixas de concentracdo obtida, nas quatro
coletas realizadas, para elementos traco nas formas total (dissolvida mais em
suspensdo) e dissolvida na agua do mar, nas principais areas de cultivo em
estudo: PNH, RBR e SBQ. Na mesma Tabela foram incluidos, para fins de
comparacao, os valores autorizados pelo CONAMA® para o trabalho de gestio de
aguas Classe 5 (classificacdo para aguas salinas destinadas a aquicultura). E
importante destacar que, para os metais e 0 semi-metal As, foram obtidos valores
inferiores aos permitidos pela legislagdo em vigor, com excecdo do Hg que se
encontram no limite permitido. A quantidade dos elementos na forma total esta
mais sujeita a erros de determinacdo associados, devido ao manuseio da amostra
e processos de digestdo aplicada, isto se reflete no branco da amostra, que
resulta em altas contagens para os elementos. Por isso, os valores para 0s
elementos, nesta forma, devem ser vistos com cautela, principalmente o Hg, até
porque ndo se tem material de referéncia certificado para comprovar a exatidao
de tal método de determinacdo. No entanto, vale a pena ressaltar que a legislacéo
brasileira ndo faz referéncia a forma dos metais, ou seja, ndo especifica se os
resultados devem ser apresentados na formas totais, dissolvidas ou na matéria
em suspensao nas aguas em estudo. Permanece também pouco claro se os
valores permitidos na Legislagio CONAMA N° 20, para estes elementos
quimicos, sdo superiores aueles permitidos nas legislagbes da maioria dos
paises da Comunidade Européia e, também Japdo e Estados Unidos, que ja
passaram por problemas graves de contaminacdo por metais no passado. A
meédio e longo prazo serd necessario compatibilizar a metodologia de analise e a
legislagdo brasileira com a de outros paises, em fungdo das exigéncias de
mercados econOmicos globalizados. Por exemplo, a Association of Official
Analytical Chemists (AOAC), através da qual as acdes de seguranca de qualidade
sdo estabelecidas e o0s sistemas de qualidade s&o padronizados e

reconhecidos®®,
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Tabela 4.5. Faixas de concentracdes de elementos traco em agua do mar nas
guatro coletas realizadas, considerando a fase total e dissolvida, e valores
permitidos pelo CONAMAS®,

Elemento Faixa encontrada na Faixa encontrada na Maximo permitido

fase total fase dissolvida pelo CONAMA,

mg L™ mg L™ mg L™
Arsénio 15-39 1,1-24 50,0
Cadmio 0,01-0,24 0,01-0,15 50
Chumbo 02-16 0,1-0,7 10,0
Cobre 09-184 0,4-85 50,0
Cromo 2,1-17,7 0,7-3,7 50,0
Manganés 2,0-44,5 0,2-9,0 100,0
Mercurio 0,05-0,22 0,05-0,13 0,1
Niquel 0,3-12,8 0,2-5,2 100,0
Selénio 0,08-2,6 0,056-1,3 10,0
Vanadio 0,5-5,0 0,4-3,0 -

A Figura 7 permite visualizar os resultados da distribuicdo dos metais e
semi-metais nas fragbes dissolvida (MD) e em suspensdo (MS). Nas trés
primeiras coletas (Abril/99 — Abril/00), a concentracdo no material em suspensao
foi calculada pela diferenca entre a concentragéo total e a dissolvida.

Na coleta de Out/O0 determinou-se diretamente a concentracdo dos
elementos tragco na MS pela digestédo da fracao retida no filtro (porosidade 0,45
mm). A Tabela 4.6 apresenta os valores dos coeficientes de distribuicdo, Kp, para
0s elementos traco, exclusivamente nesta data. Este coeficiente indica a afinidade
do elemento com a fase sdlida e sua tendéncia para ser transportada como
material particulado’®®. A razdo entre as concentraces de cada elemento na
fracdo em suspenséo e na fragéo dissolvida, Kp é dada por:

Ko = concentracéo no MS em ng kg™ / concentragdo na MD em ng L™
A concentracdo do metal, na fracdo em suspensdo, em mg kg™ é calculada por:
(A x B)/g amostra (retida no filtro)
onde: A = concentracdo do metal na solucao final da digestdo do filtro, mg L™

B = volume final da solucao digerida, mL (250 mL)
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Figura 7 Concentracdo média e desvio padrdo dos elementos traco na

fracdo dissolvida (MD) sub-indice “D”, e na fracdo em suspensédo (MS) sub-indice

“S”, nos diferentes locais e periodos de coleta, n = 3 réplica x 3 leitura/réplica.
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Figura 7 Continuacao

Observando a Figura 7, nota-se que o0s elementos apresentam um
comportamento semelhante quanto & concentracdes, considerando-se as
variacdes temporais. Ou seja, em geral, observado um aumento na concentracao
de um metal em determinado ponto de coleta em relacdo a coleta anterior, um
aumento também se verifica para 0 metal em questdo nos outros pontos de
coleta, guardadas as devidas propor¢cées. Em outubro de 2000 foi época de muita
chuva e intempéries, tendo ocorrido uma ressaca no mar, provocando O
adiamento da coleta de outubro por duas semanas, acarretando inclusive em
perdas de cordas de mexilhdo e lanterna com ostras, principalmente na Enseada
da Pinheira. Esta ressaca pode ter provocado uma ressuspensdo do sedimento
superficial na coluna de &gua, tornando os elementos mais biodisponiveis e
aumentando sua concentragdo tanto na fase dissolvida como na fase em
suspensao.

As concentracdes de Hg e Cr ndo foram determinadas em alguns pontos
de coleta por terem ficado abaixo dos respectivos LDs.

Os coeficientes de distribuicdo para os elementos se mostraram bastante
proximos entre os pontos de coleta e foram maiores para Cu, Mn, Ni e Pb,
indicando a maior concentracdo destes na fase suspensa na coluna de agua,

concordando com os resultados apresentados na bibliografia consultada®**®’,



Resultados e discussao 75

Trata-se de um resultado esperado, que intensifica a necessidade de se verificar
a presenca dos metais e metal6ides na fase sedimentaria dos locais de cultivo
selecionados, principalmente por causa da baixa profundidade e da falta de

correntes maritimas importantes nas areas de cultivo.

Tabela 4.6 Valores de coeficiente de distribuicdo (Kp), em L kg?, dos elementos
traco nos diversos pontos de coleta em Out/00, média e desvio padrao de trés

amostras.

PNH RBR SBQ SG PF

As 2655+472 7397+201 3038+776 7754546 9421 + 856
Cd 17241+ 783 32520 £ 4065 25202 + 5040

Cr 22950 + 2330 12856 +1910 6663 +1281 7193 +1050 5344 +1068
Cu 9340+ 346 12741 +1287 35203 £ 5254 16971 + 2828 18713 + 3119
Hg 7982 +£3980 8870+2956 10194+ 3398 9539 +1907 11843 + 3550
Mn 38793 £ 255 21224 +754 42682 +1922 120778+8051 23244 + 1010
Ni 36718 + 5428 59451 + 9654 33266 + 5040 17934 + 4270 40403 + 8783
Pb 22899 + 2150 42683+10160 48483+13852 85983+16535 22836+1268
Se 6638 +517 10298 +813 4200+ 1680 29246 +4207 13169 + 3165
Vv 10475+ 1020 7332+ 1309 3333+271 4020+201 6367 +826

Prata, Sn e Zn ndo foram determinados em &gua do mar. Zinco e Sn nao
podem ser determinados diretamente por ETV-ICP-MS, ja que Zn sofre forte
supressao de sinal, causada pelo Na da matriz que ndo complexa eficientemente
com DDTP e ndo é completamente eliminado nas temperaturas maximas de

pirélise usadas.

4.1.5 Avaliagao do potencial de risco de metais e semi-metais

Aqui se aplicara principalmente a compreensdo das possibilidades de
movimentacdo de metais e semi-metais ao que se refere aos niveis de

concentracao obtidos dos elementos em estudo.
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Cabe salientar que a manutencédo da qualidade dos sistemas, onde estédo
inseridos os cultivos estudados é fortemente dependente das caracteristicas
fisico-quimicas destes sistemas, sendo que a interface sedimento-agua sera
influenciada por estas. Também sdo muito importantes os cuidados com relacéo a
manejo e manutencdo que 0s aquicultores devem tomar com relacdo ao cultivo,
como por exemplo, limpeza das lanternas para retirada de incrustacbes e
manutencgédo fisica do ambiente natural. Ainda, somadas a estes dois fatores de
influéncia, para o caso particular dos pontos de cultivo, deve-se salientar as
caracteristicas fisicas onde os mesmos se encontram, que sdo as correntes
maritimas e a profundidade dos locais. Estes ultimos fatores, no sistema fisico
estudados sao consideravelmente simples (x 2 metros de profundidade e
auséncia de correntes maritimas fortes), facilitando desta forma, a avaliacdo do
risco potencial por metais e semi-metais.

Na Figura 8 apresenta-se, de forma esquematica, as possibilidades de

movimentac¢ao dos metais e semi-metais no ambiente em estudo.

Sedimento

Material em suspensao

fracdes PO et
¢ espécies lipidicas sollveis e

particulas coloidais

Figura 8 Possibilidades de movimentacdo dos ions metalicos nas diferentes

interfaces solido-liquido em estudo.
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A importancia dos dados fisico-quimicos pode ser ilustrada, analisando-se
0 caso do Cu. A concentracdo de Cu em aguas de regides de estuérios encontra-
se, geralmente, entre 0,2 e 100 ng L™, sendo que em Santa Catarina, os valores
observados nos diferentes pontos de coleta e diferentes periodos (Figura 7), sao
muito menores que o teor maximo permitido pelo CONAMA (50 ng LY, para

18185 & 3 EPA tém associado e

aguas catalogadas na classe 5. Alguns trabalhos
recomendado o uso do teor de metal dissolvido como padrdo de qualidade da
agua, porque o “metal dissolvido aproxima melhor a fracédo biodisponivel do metal
e semi-metal na coluna de 4gua do que a concentracao total do mesmo”.

Com relacdo ao material particulado em suspensdo de estuarios cabe
lembrar que estes também exercem influéncia na distribuicio e na
biodisponibilidade de metais. A interacdo depende da forma quimica e da
guantidade das espécies particuladas presentes, do pH, do nivel de concentracéo
do elemento em questéo, das diferentes interacdes quimicas com a fase soluvel e
da forca ibnica do meio. Pesquisas realizadas durante as duas Ultimas décadas
em diversos ambientes aquaticos, tém mostrado consideravel introspecao destes
parametros, dentro dos processos e mecanismos do ambiente quimico
superficial’®, permitindo interpretacbes qualitativas ou semi-quantitativas das
observacdes de campo. Conhecendo-se as constantes de estabilidade para os
diferentes equilibrios possiveis em agua do mar, pode-se calcular a distribuicéo
de espécies quimicas, a qual é fortemente controlada pelo pH. Por exemplo, em
geral, as espécies mais abundantes do Cu sdo Cu(OH)ClI e Cu(OH);
(aproximadamente 65% do Cu total), sendo que o nivel de Cu(OH), aumenta de
18% do cobre total em pH 7,0 a 90% em pH 8,6; enquanto que o CuCOs decresce
de 30% em pH 7,0 para menos de 0,1% em pH 8,6. Estes dados sao relevantes
na medida em que afetam a biodisponibilidade e toxicidade do Cu em
ecossistemas marinhos®3. Outro exemplo é o caso especial do As dissolvido em
agua do mar, que pode existr numa variedade de formas quimicas,
principalmente como arsenito, arsenato, e suas formas metiladas
(monometilarsenato e dimetilarsenato)®. Concentracdes de As de 1 a 2 ng L™ sdo
comumente encontradas em aguas de mar aberto e podem ser maiores em

regides de estuarios®.



Resultados e discussao 78

Caso ocorressem elevadas concentracbes dos elementos traco, tanto na
agua do mar como nos moluscos, a causa principal provavelmente seria atribuida
& atividades antropogénicas, ligadas principalmente ao saneamento urbano,
considerando-se que Florianépolis ndo dispbe de um setor industrial expressivo.
Nos paises da Comunidade Européia e USA, muitos metais e semi-metais sé&o
monitorados por exigéncias formalizadas em lei*®®. Os efluentes liquidos urbanos,
gue devem ser tratados nas Estacdes de Tratamento (ET) municipais, possuem
composicles similares ao lixo urbano, somados os efluentes liquidos sanitarios e
fluviais. Atualmente poucas sdo as ET que possuem condicbes de monitorar
metais e semi-metais e muito provavelmente, nenhum tipo de minimizacdo de
risco é feito para diminuir o langamento de contaminantes ao mar. Sabe-se que as
aguas recebem todos os efluentes originados em préticas agricolas, e aqui cabe
destacar que muitos inseticidas, fungicidas e herbicidas, utilizam sais de As, Hg,
Pb ou Zn e compostos inorganicos, como sulfato cuproso que séo utilizados e
misturados com compostos organicos sintéticos. Como 0S mesmos Sao pouco
soliveis na agua, pouco Vvolateis e quimicamente estaveis, permanecem por
grande periodo de tempo nos solos em que sao utilizados, contaminando
paulatinamente os efluentes liquidos que lixiviam os mesmos.

Como o sedimento funciona como um reservatorio para armazenar estes

micropoluentes, torna-se de fundamental importancia o estudo do mesmo.
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4.2 Sedimento

4.2.1 Validacdo da metodologia

A aplicabilidade do protocolo modificado de extragdo sequencial do SM&T
foi avaliada, usando-se o material de referéncia certificado CRM 601. No anexo |l
sdo mostrados a sensibilidade da curva analitica e o coeficiente de correlacdo
linear (R) obtidos para cada fracdo da extracdo sequencial, usando-se curvas de
calibracdo obtidas com solucbes de calibracdo preparadas no branco das
extracOes. A Tabela 4.7 apresenta os valores dos LDs obtidos. As solucdes da
amostra foram diluidas, (1+1), antes das determina¢des. Um volume discreto da
amostra, 220 i, foi introduzido no plasma através de um sistema Fl acoplado ao

espectrémetro, diminuindo-se assim a carga de organicos no mesmo.

Tabela 4.7 Limites de deteccdo LDs, em ng g*, obtidos para cada fracdo do

protocolo modificado de extracédo sequencial do SM&T.

Isétopo Fracdo 1 Fracéo 2 Fracdo 3 Fracéo 4
>ty 0,01 0,2 0,01 2
2Cr 0,03 0,09 0,1 2
>Mn 0,009 0,01 0,02 0,07
ONjj 0,02 0,04 0,04 0,5
®cu 0,08 0,04 0,07 0,9
®7n 0,04 0,2 0,3 3
As 0,006 0,8 0,007 0,1
"Se 0,2 0,2 0,08 0,2
07ag 0,009 0,01 0,03 0,01
Hcd 0,008 0,005 0,003 0,009
1205 0,2 0,02 0,02 0,06
202Hq 0,03 0,01 0,04 0,1

208py, 0,01 0,03 0,03 0,2
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A Fracdo 4, que é o residuo da Fracdo 3 digerido com &agua régia,
apresenta os maiores LDs para os elementos. No entanto, para a maioria dos
elementos, seu conteudo nesta fracdo esta bem acima do limite de detecc¢éao.

Para a determinacdo de Cr, monitoraram-se 0s dois isGtopos mais
abundantes do elemento P°Cr e >3Cr). Foi obtida uma diferenca significativa na
concentracdo medida na razdo m/z 53, devida a interferéncia de CI ¢’CI*®0O) no
residuo da Fracdo 3 e no “pseudo-total”’, dando-se preferéncia para os valores
encontrados na massa do °2Cr, que por sua vez pode sofrer interferéncias de fons
poliatdmicos de Ar e C, como o “°Ar2C. O “pseudo-total” refere-se aextracdo com
agua-régia do sedimento original. Vanadio (51) pode sofrer a interferéncia de
BArNH e de 3°CI*°0, enquanto que *°V é de baixa abundancia isotépica natural
e sujeito a interferéncias de is6topos de Cr e Ti'%. Niquel (60) pode sofrer
interferéncia do Ca, quando este forma fons poliatdmicos, tal como o **Ca’®0. No
entanto, os outros isotopos de Ni, ou sofrem sobreposicédo isobarica ou estédo
presentes em abundéancia muito baixa.

A Tabela 4.8 apresentam os resultados obtidos para os elementos nas
diferentes fracbes do CRM 601.
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Tabela 4.8 Resultados obtidos para o sedimento certificado CRM 601, usando-se

o protocolo modificado do SM&T, n = 3 réplicas x 3 leituras/réplica (resultados em

nyg)
Elemento valor Valor obtido Elemento valor valor obtido

certificado certificado
Fracédo 1 Fracéo 2
Ag 0,013 +0,008 Ag 6,43 + 0,28
As 1,47+0,02 As 9,16 £ 0,33
Cd 435+0,10 435+0,10 Cd 3,95+0,53 3,47+0,10
Cr 0,35+ 0,08 0,36 +0,04 Cr 106 £0,9 10,3+0,5
Cu 10,5+0,8 10,4+ 0,3 Cu 728+49 61,7+18
Hg <LD Hg 0,093 + 0,008
Mn 232+3 Mn 1787
Ni 7,82+0,84 9,14+0,07 Ni 106 +1,2 11,3+0,3
Pb 2,28+0,44 2,77+0,6 Pb 205+11 1864
Se 0,325+ 0,007 Se 0,742 + 0,075
Sn <LD Sn 0,240 £ 0,010
\% 0,170+ 0,20 V 5,43+0,48
Zn 261 +13 244 + 1 Zn 266+17 236+6
Fracédo 3 Fracédo4

(residuo)

Ag 0,32+1,92 Ag 7,14+ 0,28
As 0,81+0,04 As 6,61 + 0,58
Cd 1,43+0,11 191+1/43 Cd 13+22 3501
Cr 144+26 143+18 Cr 78,2+6,5 82,8+38
Cu 786+89 74820 Cu 60,4+4,9 485+1,1
Hg <LD Hg 1,02 + 0,21
Mn 41 +5 Mn 366 + 14
Ni 6,04+1,27 5,76 +£0,32 Ni 50,5+43 44,7+13
Pb 19,7+58 18,3+0,9 Pb 38,0+8,7 33,1+0,8
Se 0,64 + 0,03 Se 0,240 + 0,060
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Sn 0,170+ 0,050 Sn 84,25+ 2,06
\Y 1,90 £ 0,28 \Y 19,87 £1,32
Zn 106+11 116+2 Zn 161+14 118+5
S 4 fracbes Aguarégia

Pseudo total
Ag 155+0,3 Ag 172+1,1
As 18,1+£0,3 As 20,0+04
Cd 116+27 12,8+01 Cd 11,5+19 10,5+0,2
Cr 104 + 10 108 +2 Cr 112+95 127+11
Cu 222+ 20 196 + 2 Cu 230+15 2065
Hg 1,13+ 0,10 Hg 1,44 + 0,6
Mn 817 +10 Mn 905 + 61
Ni 748+80 709+0,7 Ni 788+6,7 724+14
Pb 265 + 27 240+ 2 Pb 288+52 253+37
Se 1,95+0,05 Se 1,29+0,12
Sn 84,71 Sn 13+1
\Y 274+0,7 V 29,8+ 2,7
Zn 794 £ 55 714+ 4 Zn 833+17 741+16

O material de referéncia certificado CRM 601 foi coletado'®®

em marco de
1994 em diferentes pontos de amostragem do lago Flumendosa, Italia, possuindo
tamanho de particula £ 90 mm. Ja as amostras coletadas, neste trabalho, foram
maceradas e peneiradas para se separar um tamanho de particula considerado

conveniente (£ 67 mm). Segundo alguns autores®33*

o tamanho ideal esta proximo
a 63 nm, que separa a argila e o silte da areia, a qual os elementos traco
encontram-se principalmente associados.

Os resultados obtidos para o CRM séao bastante concordantes com o0s
valores certificados, mostrando a viabilidade do protocolo de extracdo sequencial
modificado aplicado & amostras de campo com posterior determinagéo por ICP-
MS. A compensacao dos efeitos de muitos potenciais interferentes pelo branco de
cada fracdo, auxiliou para a obtencdo de bons resultados analiticos. Poucos
elementos possuem valores certificados ou

informados, prejudicando a
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determinacdo da exatiddo dos elementos sem seus valores de referéncia. A pior
exatiddo, foi para o Zn na Fragéo 3, ficando a 10,5 % do valor certificado. Para os
demais elementos, os valores obtidos pelo somatério (S) das 4 fracdes e o0s
pseudo-totais (extracdo do sedimento original com agua régia) foram altamente
concordantes. Contudo, os valores para Mn nas quatro fracdes foi, em média, 2,5

vezes menor que o valor obtido por Sutherland e Tack'®

, quando aplicaram o
protocolo modificado do SM&T e determinaram o conteddo de alguns metais por
FAAS. A precisao foi 6tima com valores de desvio padréo relativo, RSD, no geral,
menores do que 5%. A Fracdo 3 foi a que apresentou a pior precisdo, para 0s
elementos Ag, V, Mn, com valores de RSD em torno de 15%. Dos elementos
traco que ndo possuem valor informado, o0 Hg e o Se, aparentemente nao
apresentaram resultados concordantes, porém, aplicando-se o teste-t, verificou-se
gue as médias obtidas nao diferem significativamente, considerando-se um nivel
de confianca de 95%. No caso do Sn, a diferenca entre as médias é significativa,
indicando que as extracdes de Sn com agua-régia, aplicadas ao residuo da
Fracdo 3 e ao sedimento original, ndo foram concordantes e sdo devidas ao
elemento presente na estrutura cristalina do sedimento. Uma explicacdo poderia
ser a distribuicdo deste elemento, na estrutura cristalina do sedimento, ndo ser
homogénea, podendo, seu teor, variar significativamente de uma aliquota para
outra.

Para a determinacdo do conteudo total e da recuperacdo obtida com o
procedimento de extracdo seqiencial, determinaram-se 0s elementos nas
amostras apoés digestdo acida (DA) e apoés fusdo alcalina (FA). A Tabela 4.9
apresenta as caracteristicas analiticas obtidas para as curvas de calibracédo
obtidas com seis solucbes preparadas nos brancos dos extratos, no intervalo de

concentracdo de 0,5— 20,0 ng.L ™.
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Tabela 4.9 Caracteristicas analiticas obtidas para a determinacdo de elementos

traco em sedimentos: coeficiente de correlagéo linear (R), sensibilidade e LD

obtidos apds fusdo alcalina (FA) e apoOs digestdo acida (DA); utilizando-se a

nebulizagdo pneumatica para a introducéo da solugédo da amostra.

Is6topo FA DA
Sensibilidade R LD Sensibilidade LD R
g LYy (g g*) s"(ng.L)" (g g*)

Sy 9426315  0,9999 0,4 11311578 0,06  0,9999
2Cr 7038249  0,9998 0,4 7742074 0,2 0,9999
*Mn 12285142  0,9999 0,07 13513657 0,1 0,9988
€ONi 1979518  0,9992 0,1 2375422 0,1 0,9998
&cu 5102418  0,9992 0,06 5357539 0,2 0,9998
®zn 1470670  0,9993 1 1617737 0,3 0,9992
As 1509866  0,9999 0,2 1799840 0,9 0,9978
Se 136583 0,9999 1 143413 1 0,9998
07ag 7614625  0,9999 0,04 9137551 0,02 0,9999
Hicd 1951165  0,9998 0,03 2146282 0,05 0,9999
120G 8623201  0,9998 0,04 8795665 0,02  0,9999
202Hg 2278301  0,9993 0,2 2506131 0,07 0,9999
208pp 18141474  0,9996 0,1 18504304 0,07 0,9997

Observam-se LDs muito préximos para ambos os métodos. A precisdo

dada pelo RSD de dez leituras do branco da amostra, foi menor que 8,0% para os

elementos estudados. As Tabelas 4.10 e 4.11 apresentam os valores obtidos para

trés materiais de referéncia certificados que foram submetidos aos processos de

FA e DA antes das medidas.
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Tabela 4.10 Resultados obtidos apés abertura digestdo acida nos diferentes

materiais certificados, n = 3 réplicas x 3 leituras / réplica

Is6topo HISS-1 (ng g}) MESS-2 (ng gl
Certificado Encontrado Certificado Encontrado
>y 6,80+ 0,78 59+0,1 252 + 10 183 + 12
>2Cr 30,0+ 6,8 24,7+ 0,4 106 + 8 101 +1
>Mn 66,1+ 4,2 59,4 +0,2 365+ 21 325+3
®ONi 2,16 £ 0,29 6,27 + 0,03 49,3+ 1,8 47,0+0,2
®cu 2,29 + 0,37 4,74 0,14 39,3+2,0 30,1+1,0
%zn 4,94 +0,79 4,82 +0,17 172 + 16 97 +2
As 0,801+ 0,099 <LD 20,7+0,8 14,1+ 0,9
"se 0,05+ 0,07 <LD 0,72 £ 0,09 <LD
9%Ag 0,016 + 0,002 <LD 0,18 £ 0,02 0,65 + 0,06
Mcd 0,024 £0,009 0,061 + 0,020 0,24+ 0,01 0,22+ 0,01
1205 0,11* 1,89 £ 0,04 2,27 £ 0,42 <LD
202Hg (0,01) 0,06 + 0,02 0,092 + 0,009 0,102 + 0,02
208pp 3,13+ 0,40 3,41+ 0,04 21,9+1.2 14,0+0,3
Is6topo PACS-2 (ng g})

>y 133+5 1111

2Cr 90,7+ 4,6 85,4+0,6

>Mn 440+ 19 356+5

®ONi 39,5+23 37,9+0,5

cu 310 £ 12 290 + 1

®Zn 364 + 23 312+2

®As 26,2+ 15 15,6 £1,1

"se 0,92+0,22 1,30 £ 0,07
07ag 1,22 +0,14 1,59 +0,1
Hcq 2,11+0,15 2,21 +0,05

120gn 19,8 +25 21,7+0,1
202Hq 3,04 + 0,20 10,80 + 0,05
208pp 183+ 8 143,2+0,8
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Tabela 4.11 Resultados obtidos ap6s abertura por fusédo alcalina nos diferentes

materiais certificados, n = 3 réplicas x 3 leituras / réplica

Is6topo HISS-1 (ng g}) MESS-2 (ng gl
Certificado Encontrado Certificado Encontrado
>y 6,80+ 0,78 8,11+ 0,37 252 + 10 234 +1
>2Cr 30,0+ 6,8 30414 106 + 8 100 £ 1
>Mn 66,1+ 4,2 68,9+ 1,0 365+ 21 3101
®cu 2,29 +0,37 34,95 + 0,65 39,3+ 2,0 30,2+0,7
®ONi 2,16 £ 0,29 4,31+0,21 49,3+1,8 50,5 + 05
%zn 4,94 +0,79 4,41 +0,72 172 + 16 166 + 1
As  0,801+0,099 0,826 +0,109 20,7+0,8 19,9+ 0,4
"Se 0,050+ 0,007 <LD 0,72 0,09 0,67 +0,28
%%Ag 0,016 + 0,002 <LD 0,18 + 0,02 0,97 + 0,03
Mcd 0,024 0,009 <LD 0,24+ 0,01 0,31+ 0,02
1205 (0,11) 1,02 + 0,03 2,27 +0,42 2,37 +0,03
202Hg (0,01) <LD 0,092 + 0,009 <LD
208pyy 3,13+0,40 6,26 + 0,05 21,9+ 1,2 26,6 + 0,1
Is6topo PACS-2 (ng g})
>y 133+5 134 £ 2
2Cr 90,7+ 4,6 94,8 +0,8
>Mn 440+ 19 387+3
®ONi 39,5+23 35,6+0,8
cu 310+ 12 242 + 2
®Zn 364 + 23 363+3
®As 26,2+ 15 23,9+0,1
"se 0,92+0,22 1,32 +£0,16
07ag 1,22+0,14 2,58 + 0,02
Hcq 2,11+0,15 1,30 £ 0,03
120gn 19,8 +25 15,2 +0,2
202Hq 3,04 + 0,20 2,98 +0,14
208pp 183+ 8 176 £ 2
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Nas condi¢cdes usuais do espectrémetro, observou-se de uma maneira
geral, que a fusao alcalina mostrou-se mais eficiente na recuperagéo dos valores
certificados para os metais dos diferentes CRMs utilizados. Nenhuma otimizac&o
do instrumento foi realizada especificamente para tal fim, ja que foram obtidos
valores concordantes com os valores informados. A pior concordancia foi
observada para HISS-1, possivelmente porque 0o mesmo € constituido,
praticamente, de 100% de SiO..

Antes de se conhecer os resultados referentes a determinacdo dos
elementos traco € importante determinar a constituicdo das amostras através de
dados de fluorescéncia de raios-x, geoquimicos e granulométricos, isto, para
melhor entender a distribuicdo encontrada para os elementos. Estes dados estao

apresentados na Tabela 4.12 e Figura 9 A e B respectivamente.

Tabela 4.12 Composicdo das amostras determinadas pela técnica de

fluorescéncia de raio X, resultados em % m/m.

*Compostos PNH RBR SBQ PL

SiO, 92,57 64,22 49,68 51,59
AlLO3 1,49 11,64 15,83 16,73
FeSO; 0,67 4,68 6,13 6,53
CaO 1,36 0,67 1,71 0,71
Na.O 0,52 3,22 5,15 4,51
K20 0,48 2,25 2,48 2,35
MnO 0,03 0,07 0,19 0,14
TiO; 0,41 1,15 0,76 0,98
MgO <0,20 1,79 2,58 2,28
P,0s 0,10 0,21 0,26 0,25

perda ao fogo 2,37 10,11 15,25 13,94
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Figura 9 Dados geoquimicos (A); e classes granulométricas (B). Fonte:
Departamento de Geociéncias da Universidade Federal de Santa Catarina, equipe
do Prof. Dr. Jarbas Bonetti Filho.

Porcentagem de carbono organico no intervalo de 1 a 3% € considerada
solo mineral com teor moderado de matéria organica, a melhor faixa para
aquicultura. Resultados com teores menores de 0,25% séo tipicos de locais novos
de cultivo ou de sedimento anoxico. Este parece ser 0 caso, ja que a pratica da
aquicultura ndo é relativamente nova nos locais de coleta e por ter sido
descartado alguns milimetros da camada superficial do sedimento, no momento
da coleta, por estar em contato com a parte metalica do amostrador (ver Materiais

e métodos).
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4.2.2 Resultados e avaliacdo do potencial de risco de metais e semi-metais

As Tabelas 4.13 a 4.17 apresentam os resultados das determinacdes dos
elementos traco nas diferentes fracbes das amostras de sedimentos dos
diferentes pontos de coleta. No ponto SG nao foi coletada a amostra de
sedimento. Como os valores determinados para as amostras de sedimento nao se
diferenciam significativamente de uma coleta para outra (Abril/00 — Outubro/00),
estdo apresentados, como exemplo, apenas os resultados obtidos na ultima
coleta.

Para um estudo de avaliacdo de risco das condi¢des futuras das areas de
cultivo em questdo, um estudo complementar devera ser realizado. Este fato se
deve a que o projeto que o presente trabalho estd enquadrado néo disponibilizou
a verba que o estudo previsto exigia, principalmente em relagcdo as amostras de

sedimentos.
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Tabela 4.13 Concentracdes de elementos traco em sedimento de PNH,

resultados em ng g%, n= 3 réplicas x 3 leituras/réplica.

Elemento Fracéo 1 Fracéo 2 Fracao 3
Ag <LD 0,014 +£ 0,001 <LD
As 0,51+0,14 2,45+0,21 0,13+0,03
Cd 0,021 + 0,009 <LD 0,021 + 0,003
Cr 0,46 £ 0,02 1,57 + 0,02 4,82 +0,32
Cu 0,40+ 0,15 0,26 £ 0,02 0,06 £+ 0,008
Hg <LD <LD <LD
Mn 175+ 140 28+0,3 5+0,5
Ni 1,06 + 0,50 0,33 +0,05 0,45 £ 0,03
Pb 0,27 +0,02 2,63+0,03 2,35+0,21
Se 0,386 + 0,020 0,352 + 0,035 0,038 + 0,009
Sn <LD <LD 0,041 + 0,030
\% 0,17+ 0,04 1,67 £0,05 0,35+ 0,09
Zn 3,00+ 1,20 3,40+ 0,20 259+1,10
Fracdo 4 (residuo) a 4 fracoes Pseudo-total
Ag 0,034 + 0,002 0,048 + 0,007 0,056 + 0,006
As 4,92 + 0,26 8,01+0,20 5,41+ 0,28
Cd 0,320 + 0,020 0,362 + 0,009 0,155 +
Cr 13,48 + 0,87 20,33+ 0,46 11,92+0,71
Cu 2,39+0,10 3,11 + 0,09 2,77+0,12
Hg 5,455 + 0,230 5,472 +0,12 4,710 + 0,350
Mn 311 2394 380 + 40
Ni 1,05 2,90+ 0,06 4,05+ 0,30
Pb 2,87 +0,30 8,12+ 0,54 10,7+0,4
Se 0,055 + 0,026 0,831+ 0,03 0,715+ 0,190
Sn 9,464 + 0,260 9,505+ 0,13 0,171 + 0,001
\% 6,50+14 8,7+0,74 14,8 + 0,87
Zn 86+6 95+2 190+ 6
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Tabela 4.14 Concentracbes de elementos traco em sedimento de RBR,

resultados em ng g%, n= 3 réplicas x 3 leituras/réplica.

Elemento Fracéo 1 Fracéo 2 Fracao 3
Ag <LD 0,082 + 0,030 <LD
As 0,71+0,11 2,19+0,18 0,34+0,01
Cd 0,04 +0,01 0,01 + 0,002 0,10 + 0,004
Cr 0,50 £ 0,05 2,62+0,03 4,48 + 0,14
Cu 0,60 £ 0,22 1,56 + 0,03 1,20+ 0,03
Hg 0,061 + 0,011 <LD <LD
Mn 126 + 2 72+1 28+1
Ni 1,54 + 0,55 1,13+0,02 2,18 £ 0,03
Pb 1,01+0,34 13,11+ 0,22 0,76 £ 0,01
Se 0,76 £ 0,03 0,51+0,04 0,39+0,01
Sn <LD <LD <LD
\% 1,22+0,19 12,54+ 0,85 1,21 £ 0,02
Zn 3,84 £ 0,07 13,25+0,21 5,83+0,27
Fracdo 4 (residuo) a 4 fracoes Pseudo-total
Ag 0,092 + 0,010 0,174 £ 0,030 0,130 + 0,010
As 7,38+0,31 10,61+ 0,20 9,80+ 0,32
Cd 0,44 £ 0,02 0,58 +0,12 0,13+0,01
Cr 18,42 + 0,63 26,02 + 0,33 34,37 £1,00
Cu 7,23+0,21 10,59 +0,15 14,37+ 0,12
Hg 5,780 + 0,540 5,841 + 0,27 3,277 £ 0,340
Mn 174+12 400 £ 6,3 479 + 32
Ni 3,85+0,21 8,70+ 0,30 12,65+ 0,27
Pb 4,93 +0,09 19,81+0,21 25,00 £ 0,50
Se <LD 1,66 + 0,023 1,78 + 0,39
Sn 12,54+ 0,42 12,54 +0,21 2,39+0,07
\% 34,22 +£ 0,80 49,20 + 0,60 48,10+ 1,53
Zn 148,7+ 134 172+7 405 + 26
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Tabela 4.15 Concentracoes de elementos traco em sedimento de SBQ,

resultados em ng g%, n= 3 réplicas x 3 leituras/réplica.

Elemento Fracéo 1 Fracéo 2 Fracao 3
Ag <LD 0,026 + 0,015 0,017 £ 0,002
As 0,64 + 0,01 2,30+0,10 0,26 + 0,07
Cd 0,02 + 0,002 0,02 + 0,003
Cr 0,76 £ 0,02 2,81+£0,77 8,54 +2,61
Cu 0,77£0,21 1,41 + 0,06 0,86 £ 0,06
Hg 0,042 + 0,001 <LD <LD
Mn 475+ 13 165+ 35 40+ 6
Ni 1,76 £ 0,24 1,68 + 0,53 5,91 +0,58
Pb 0,54 + 0,07 12,01+ 3,25 2,59+0,27
Se 0,93+ 0,02 0,59+0,02 0,23+0,11
Sn <LD <LD <LD
\% 1,03+0,13 14,65+ 0,16 0,37+0,01
Zn 3,05+ 0,37 12,63 + 4,10 12,98 +1,12
Fracdo 4 (residuo) a 4 fracoes Pseudo-total
Ag 0,029+ 0,011 0,072 + 0,008 0,074 + 0,003
As 5,55+1,20 8,75+ 0,62 9,75+0,22
Cd 0,24 £0,0,01 0,28 £ 0,005 0,10 + 0,004
Cr 30,5+8,0 42,60 £ 4,20 36,0+ 0,9
Cu 8,63+1,90 11,7 +0,97 15,2+0,5
Hg 5,791 + 0,490 5,833+ 0,25 4,923 + 0,410
Mn 125+ 24 805 + 22 963 + 31
Ni 2,80+0,32 12,15+ 0,44 19,50+ 0,60
Pb 4,58 £ 0,10 19,71 +1,63 24,80+ 0,73
Se <LD 1,75+ 0,017 1,80 + 0,66
Sn 7,15+0,18 7,15+ 0,09 1,65+ 0,06
\% 26,96 +£ 0,83 43,00 £ 0,43 52,95+1,13
Zn 103 +4 131+3 483 + 17
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Tabela 4.16 Concentracdes de elementos traco em sedimento de PL, resultados

em my g%, n= 3 réplicas x 3 leituras/réplica.

Elemento Fracéo 1 Fracéo 2 Fracao 3
Ag <LD 0,336 + 0,040 0,009 + 0,002
As 0,65+ 0,03 4,47 + 0,52 0,47 £ 0,04
Cd 0,052 + 0,007 0,008 + 0,002 0,034 + 0,015
Cr 0,72+0,01 1,77 + 0,39 6,21+ 2,21
Cu 1,00 £ 0,07 2,04 £ 0,37 2,23+0,82
Hg 0,068 + 0,030 <LD <LD
Mn 395+21 87 +15 33+4
Ni 1,12+0,01 0,71 +0,14 2,47 + 0,98
Pb 1,60 £ 0,10 13,19+ 2,02 1,11+0,11
Se 0,535+ 0,061 0,687 £ 0,051 0,176 £ 0,070
Sn <LD <LD <LD
\% 1,15+0,04 26,45 + 3,00 1,14 + 0,07
Zn 9,64 + 0,58 10,64 + 0,82 12,72 + 3,00
Fracdo 4 (residuo) a 4 fracoes Pseudo-total
Ag 0,123 + 0,003 0,468 + 0,02 0,284 + 0,011
As 13,10+1,11 18,69+ 0,61 11,63+0,42
Cd 0,507 + 0,020 0,600 + 0,013 0,182 + 0,012
Cr 18,60 + 0,30 27,31 +1,28 31,12+ 1,12
Cu 9,14+0,11 14,40 + 0,46 17,62 + 0,68
Hg 5,34+ 0,51 5,41+ 0,25 555+0,31
Mn 107 +1 622 +13 710+ 19
Ni 4,04 +0,12 8,35+ 0,50 11,10 +0,61
Pb 5,93+0,17 21,84+1,01 31,63+1,38
Se <LD 1,398 + 0,053 <LD
Sn 15,10+ 0,55 15,10+ 0,30 2,40 £ 0,07
\% 35,45+ 1,65 64,18 + 1,71 41,26
Zn 106 £ 2 139+2 426 + 14
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Tabela 4.17 Concentracdes de elementos traco em sedimento de PF, resultados

em my g%, n= 3 réplicas x 3 leituras/réplica.

Elemento Fracéo 1 Fracéo 2 Fracao 3
Ag <LD 0,035 + 0,005 LD
As 0,44+ 0,01 1,02 +0,57 0,14 + 0,02
Cd 0,045 + 0,003 <LD 0,010 + 0,001
Cr 0,47 £0,01 1,00 + 0,02 12,57 +1,0
Cu 0,72+ 0,06 0,62 £ 0,01 1,43+0,12
Hg 0,019 + 0,008 <LD <LD
Mn 58+3 14 +0,2 16+1
Ni 1,12+ 0,04 0,23+0,01 1,34 £ 0,15
Pb 1,51+0,10 5,80+0,11 1,80+0,14
Se 0,238 + 0,040 0,222 + 0,010 0,136 + 0,04
Sn <LD 0,002 + 0,0004 <LD
\% 0,39+ 0,02 8,30+1,76 0,76 = 0,06
Zn 6,2+04 3,4+0,1 6,0+0,5
Fracdo 4 (residuo) a 4 fracoes Pseudo-total
Ag 0,070 + 0,010 0,105 + 0,05 0,082 + 0,010
As 2,70+ 0,60 4,30+ 0,41 3,93+0,19
Cd 0,83 £ 0,09 0,885+ 0,05 0,098 + 0,009
Cr 121+14 26,13 + 0,86 14,31+ 0,16
Cu 2,85+0,30 10,62+ 0,16 8,08 +0,15
Hg 535+0,47 5,37+£0,24 5,18 + 0,45
Mn 70x2 158+ 2 145+ 2
Ni 2,10+0,20 4,79+ 0,13 4,35+ 0,18
Pb 6,43+ 0,30 15,54 +0,18 14,79+ 0,15
Se <LD 0,596 + 0,028 <LD
Sn 6,32+ 0,30 6,32+0,15 1,45+ 0,07
\% 11,2+0,5 30,64 £ 0,92 21,4+0,48
Zn 66+5 105,60 + 0,43 585 + 20




Resultados e discussao 95

Para melhor visualizacéo, a Figura 10 apresenta a porcentagem obtida do

elemento em cada fragédo do sedimento.

Ag As
OFr. 4 OFr. 4
OFr. 3 OFr. 3
mFr. 2 WFr. 2
OFr. 1 OFr. 1
PNH RBR SBQ PL PF
Cd
100%
90%
80%
70%
60% OFr. 4
50% OFr. 3 OFr. 4
40% mFr. 2 OFr. 3
282;0 BFr 1 WFr.2
0
10% oFr. 1
0%
PNH RBR SBQ PL PF PNH RBR SBQ PL PF
Cu Hg
oFr. 4 OFr. 4
OFr. 3 OFr. 3
BFr. 2 WFr. 2
OFr. 1 OFr. 1
PMH RBR SBO PL - PN\H RBR SBQ PL PF

Figura 10 Porcentagem do elemento nas diferentes fracbes obtidas pelo

protocolo modificado do SM&T, aplicado as amostras coletadas, na determinacao

de treze elementos traco.
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Figura 10 Continuagao
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Manganés foi o que teve as maiores concentracdes na fracdo extraida por
acido (Fracao 1), com porcentagens que vao de 30% em RBR a 70% em PNH, ou
seja, encontra-se principalmente adsorvido na superficie do sedimento, seguido
pelo Se com porcentagem média de 40% na Frag&o 1, distribuindo-se de maneira
uniforme nos pontos de coleta. O Ni variou de 10% em PL e SBQ a 35% em PNH,
nesta fracdo. Apenas 5% do total de As, Cu e Cd encontram-se na fracdo 1 ou
facilmente extraivel.

Para todas as amostras coletadas, o Pb esta mais concentrado na Fracéo
2, ou seja, na fracdo reduzivel, tipicamente associada a 6xidos de Fe e Mn, fato
que concorda com a literatura’®. A fracdo reduzivel de Pb esta entre 40% no
ponto PF e 65% em RBR. E importante ressaltar que a presenca de Pb em
sedimento, se deve, quase que exclusivamente & atividades antropogénicas.
Com excecdo de Ag, que apresenta uma distribuicdo bastante variavel,
principalmente, nas Fracbes 2 e 4, também de Mn, Ni, Pb e Se, 0s outros oito
elementos estdo principalmente associados a Fragdo 4 ou fragdo residual, com
porcentagens que variam de 65 a 70% para V, Cu, As, Cr, passando para quase
100% no caso do Zn, Hg e Sn. Para o Sn o grafico ndo foi mostrado, ja que o
mesmo apresenta um comportamento estranho, obtendo-se altas concentragdes
na Fracdo 4, que nao foram confirmadas, nem mesmo com a digestdo total da
amostra.

Outro importante aspecto do fracionamento € o estabelecimento do
conteudo labil do elemento, isto é, a soma das suas concentragdes nas Fragfes 1
a 3 relativa a quantidade total removida por todas as fragcbes do procedimento
modificado de extracdo sequencial. Geralmente se assume que, quanto maior o
teor labil, maior é o potencial de bioacumulagdo. Através dos resultados
apresentados nas Tabelas 4.12 a 4.16 ou pelos gréaficos da Figura 9, pode-se
estimar as porcentagens labeis dos elementos para as amostras coletadas.
Chumbo e Mn sdo os elementos mais labeis, dado confirmado pela literatura®®,
seguindo-se 0 Se que também é praticamente 100% labil. Seguem-se Ag e Ni
com 50-60% e As, Cr e Cu em torno de 30% na forma labil. E importante afirmar
gue, da mesma forma que acontece para espécies dissolvidas, existem varias
interpretacdes para o termo labil aplicada asedimentos. A definicdo mais simples

€ em termos de concentracdo de metais dentro das fases do sedimento sélido em
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equilibrio com a agua de “poro” @gua intersticial). Para o caso dos sedimentos
oxidos, este equilibrio sera quase que exclusivo da espécie metalica livre, para
gue ocorra a adsorcdo em um determinado sitio das diferentes fases do
sedimento?®. estas espécies metélicas disponiveis, em geral, sdo chamadas de
espécies idnicas livres ou concentracao de ion metalico labil, que estardo na agua
na forma de metal complexado com espécies lipidicas soluveis e com metais
ligados a matéria coloidal ou matéria particulada.

A Figura 11 apresenta, para uma melhor comparacdo e visualizacdo, as
concentracdes obtidas pelo somatério (S) das 4 fracbes e os pseudo-totais
(extracdo do sedimento original com agua régia) que ja constam nas Tabelas 4.13

a4.17, e os valores determinados pela fusao alcalina.
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Figura 11 Somatorio das concentracfes das 4 fracbes obtidas com a

extracdo sequencial (SF), comparadas com as obtidas por digestdo total com

agua régia (Pseudo T) e fusao alcalina (FA).
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Resultados e discussao 100

As recuperacdes dos valores certificados obtidas, podem ser observadas
na Tabela 4.18. As recuperacdes foram calculadas comparando-se o somatorio
das 4 fracBes com as concentracdes obtidas apos a fusao alcalina. Os teores de
elementos traco no ponto PNH, sempre menores quando comparados aos outros
pontos de coleta, € explicado pela composicdo das amostras apresentada na
Tabela 4.12 e Figura 9, que mostram para este ponto um comportamento
diferenciado, visto que a constituicdo do sedimento € eminentemente arenosa
(altos teores de silica), representando menor biodisponibilidade dos elementos
para a biota.

Valores inesperados foram obtidos para o Zn no Pseudo T, pois os valores
ficaram bem acima do que os encontrados na SF e na FA. Como se o0 elemento
fosse totalmente liberado para a solucdo na extracdo com a agua régia, e

parcialmente na extragao sequencial.

Tabela 4.18 Recuperacfes obtidas para as fragcbes do protocolo modificado
SM&T aplicado as amostras de sedimento. As recuperacdes (%) foram calculadas

comparando-se o somatorio nas 4 fracdes com o obtido pela fusado alcalina.

Elemento PNH RBR SBQ PL PF
Ag 13,3 5,5 8,2 6,0 2,74
As 120 120,4 86,3 128,7 89,8
Cd 109 187,6 127,3 153,8 64,3
Cr 75,5 68,8 87,1 90,4 83,7
Cu 27,3 71,8 78,0 12 93,3
Mn 42,7 84,2 83,0 82,7 92,9
Ni 66,0 60,8 60,8 69,6 60,8
Pb 74,8 82,8 87,2 68,7 93,3
Se 78,4 72,2 103,5 79,5
Sn 103,8 335 156,7 312,5 80,3
\% 85,3 71,6 63,1 70,3 82,9
Zn 190 111,8 115,0 123,0 110,2

As recuperacdes dos valores certificados dos elementos séo consideradas

adequadas e concordam com a literatura consultada, que disponibiliza dados

apenas para Al, Cd, Cu, Mn , Pb e Zn*°®.
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4.3 Moluscos

4.3.1 Validacédo dos métodos de analise de tecidos de mexilh&o e ostra
Para a abertura acida do material biol6gico é recomendada a digestdo em

frascos fechados assistida por microondast?t7174

Porém, para o trabalho
proposto, este método de abertura seria muito moroso, considerando que a
capacidade do carrossel para o forno microondas é de apenas seis copos de
digestdo. Isto, somado ao processo de limpeza e ao numero de amostras
coletadas, fez com que se verificasse a aplicabilidade de um método mais pratico.
A Tabela 4.19 apresenta os valores obtidos no material de referéncia certificado
Oyster tissue para alguns analitos de interesse, de acordo com o método de
abertura empregado. Todos os sinais obtidos para as solu¢des de calibracédo e
amostras foram corrigidos por subtracdo do sinal do branco das solugbes, que
corrige o fundo produzido pelo gas do plasma, entrada de ar, solvente, etc.

O 4&cido nitrico, usado nos processos de abertura, tem as menores
interferéncias espectrais em ICP-MS. Mudancas nas concentra¢cdes do acido em
geral ndo tém efeito significativo sobre os principais is6topos. Contudo, Maher et
all’? verificou um decréscimo no sinal (contagens) com o aumento da
concentracdo de acido (2% v/v ou maior) para %*Zn, ®zn, %8zn, "'Se e 8?Se. Neste
trabalho, uma concentracdo é&cida de 4% (v/v) foi usada nas solucbes das
amostras, como compromisso pela necessidade de baixos valores de pH para se
estabilizar os elementos em solugéo, reduzindo-se a sor¢do nas paredes dos

frascos que as armazenam.
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Tabela 4.19. Concentracdes obtidas usando-se 0 método de abertura em copo
aberto (CA) em bloco digestor; tubos fechados em banho de ultra-som (US) e em
sistema fechado (SF) em tubos PTFE. Resultados obtidos com calibracédo

externa; n = 2 réplicas x 3 leituras/réplica; (resultados em ng g™ de peso seco).

Isétopos Valor Valor obtido

medidos certificado (CA) (US) (SF)
>Cr 1,43 + 0,46 3,41+0,25 2,65+ 0,08 3,20 £ 0,25
“As 14+1,2 14,1+0,4 11,2 +0,2 14,1+0,4
H4cd 4,15+ 0,38 4,32 +0,14 4,45 + 0,03 4,21 + 0,09
1205 3 3,5+0,6 <LD 1,6 £0,1
208pp 0,371+0,014  10,29:+1,08 0,89+0,75 4,47 + 4,23

* vaor informado.

Os resultados obtidos para Cr, As e Cd foram bastante concordantes entre
si para dois dos diferentes métodos de abertura (CA e SF) e também com os
valores certificados, a excecdo do Cr, cujos resultados evidenciam erros
sisteméticos, por problemas de interferéncia espectrais, jA esperados. O Sn
apresentou diferentes concentracbes pelos diferentes métodos de digestao.
Segundo o proprio certificado do material de referéncia, este elemento ndo se
distribui homogeneamente no tecido do animal, razdo pela qual o valor do mesmo
ndo é certificado. O meétodo com ultra-som n&o se mostrou eficiente nas
recuperacdes, apresentando resultado concordante apenas para Cd. O chumbo
apresentou sérios problemas de contaminacdo, motivo pelo qual o procedimento
de limpeza e estocagem do material foi todo revisto, sendo adotado um controle
rigido, conforme os itens 2.4 e 2.5, também no que diz respeito alimpeza do
ambiente. Os limites de deteccdo (LDs) obtidos para os analitos foram
equivalentes para os diferentes métodos de abertura.

O C causa grandes interferéncias nos isétopos mais abundantes do Cr,
pela formacéo dos poliatdmicos “°Art?C* e “°Ar'3C*, este (ltimo, com atuacdo bem
menos efetiva sobre o sinal do °°Cr. Segundo Maher'’?, em amplo e recente
estudo sobre interferentes na determinacdo de elementos traco em tecidos de
plantas e animais marinhos, usando digestéo acida assistida por microondas e um

espectrometro de baixa resolugdo com analisador quadrupolo (ELAN 6000), as
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interferéncias poliatdmicas provindas do C sobre o sinal do >Cr, ndo foram
observadas. No entanto, sobre este, recaem interferéncias provocadas pelos altos
teores de Cl em solucdo, pela formacdo dos poliatémicos 3'CI*°0*, 3°CI'80* e
BCI'OH". Sistemas fechados sob alta pressdo sdo tratamentos que minimizam o
carbono residual, mas o uso de corre¢cdes matematicas ainda se faz necessario
para a determinacdo exata de Cr em tecidos biologicos!’*1’®. O teor de matéria
organica residual é visivel quando da abertura da amostra, pela coloracédo
amarelada que permanece, conforme foi o caso para os diferentes métodos
empregados

As concentracbes de 50 mg L' de cloreto em solugdo, causam
interferéncias  significativas nos isétopos de ° e °3Cr, apresentando
concentracdes aparentes para estes de 0,126 e 0,57 ng.L ™%, respectivamente, ndo
sendo evidenciadas concentracfes aparentes para os is6topos de °As e "'Se,
apenas em concentracdes bem maiores de cloreto (préximas a 300 mg L)%, A
presenca de S produz valores de concentracdo aparente para os is6topos de %4zn
e ®Cu, em solucées com concentracdes de 10 mg L! de 0,65 e 0,11 ng L7,
respectivamente. O Na interfere sobre o sinal de ®Cu apenas em altas
concentracdes (100 mg L)% Os teores de Na e Cl no material de referéncia de
tecido de ostra utilizado, séo respectivamente 0,417% e 0,829% (m/m).
Considerando-se uma massa média de 250 mg da amostra e uma diluicéo final
para 500 mL, as concentracbes destes em solucao ficariam em 2,1 e 4,1 mg L;
consideradas baixas para a observacdo de concentracbes aparentes sobre os
elementos que sofrem interferéncias.

Apesar dos resultados obtidos em copo aberto terem sido tdo exatos
guanto &gueles obtidos em sistema fechado em vasos de PTFE, fatores como o
maior controle sobre contaminantes, e a necessidade de se analisar
rotineiramente um grande numero de amostras representativas de uma dada
regido costeira, fizeram com que se investisse mais tempo no método de abertura
em sistema fechado.

A determinacdo de Cr e Sn foi entdo realizada pelo método da adi¢cao do
analito (AA), que corrige interferéncias de matriz. As massas usadas do material
de referéncia certificado Oyster tissue para obtencdo das solucdes de calibracao

dos analitos e também para testes de recuperacdo foram: 246 mg; 248 mg; 245
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mg e 267 mg (amostra sem enriquecimento). A umidade determinada foi de 3%
(m/m) e as concentracdes apresentadas foram sempre corrigidas para peso seco.
Posteriormente, as mesmas solucdes enriquecidas e a solucdo da amostra, foram
analisadas por calibracdo externa (E), sendo as solugcbes de calibragao
preparadas nas mesmas concentracdes das solucdes enriquecidas. Na Tabela
4.20 sdo mostrados algumas figuras de mérito e os resultados obtidos para
ambas as técnicas de calibracdo. Foi também monitorado o sinal do °3Cr nas

determinacoes.

Tabela 4.20 Figura de mérito e resultado obtido pelas técnicas de calibracdo, AA

(adicdo de analito) e E (calibracao externa); n=3.

Isétopos Sensibilidade R Oyster Tissue,
(ngg™*s™ ngg™.
>2Cr (AA) 36414557 0,97429 3,00 + 0,01
(E) 23475234 0,99982 1,74+ 0,03
SCr (AA) 4657205 0,98928 1,11+ 0,03
(E) 4467621 0,99993 0,14 + 0,02
1205 (AA) 40046690 0,96892 1,47 + 0,02
(E) 25018270 0,99996 1,61+ 0,02

Para estas solucdes, a calibracdo AA apresentou resultado semelhante ao
obtido anteriormente guando monitorado o is6topo de massa 52 do Cr e um
resultado concordante com o valor certificado quando monitorado o is6topo de
massa 53. Segundo Lam et. al.}”®, que determinou Cr em tecidos biolégicos, por
ICP-MS, esta deveria ser a metodologia utilizada para se determinar este
elemento quando fosse aplicada a abertura da amostra com acido nitrico.
Afirmaram isto, devido a Gtima concordancia entre o valor certificado e o obtido,
sugerindo que *3Cr estd livre de qualquer sobreposicdo significativa de
interferéncias poliatbmicas. Porém, esta técnica ndo € adequada para ser
aplicada em analises de rotina, envolvendo um grande numero de amostras. Por

E, obtiveram-se resultados coerentes, sendo que foi aplicada uma diluicdo maior
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(1+4), antes das determinacfes. O Sn apresentou resultados concordantes pelas
duas técnicas de calibracao.

A Tabela 4.21, apresenta o valor adicionado do analito em ng g* para as
amostras enriquecidas e as respectivas porcentagens de recuperagao
determinadas por E. As recuperacdes foram calculadas em funcdo dos valores

obtidos para a amostra com e sem enriquecimento.

Tabela 4.21. Recuperacbes obtidas para as amostras enriquecidas; o primeiro
valor € a média de cinco leituras consecutivas de cada solucéo enriquecida. O
valore, entre parénteses, representa a quantidade adicionada em ng g de peso

seco e o ultimo valor é a recuperacéao.

Is6topos  enriquecimento 1 enriquecimento 2 enriquecimento 3
52Cr 4,08 (2,9) 80,7% 6,71 (5,8) 85,7% 9,77 (8,8) 91,3%
5Cr 1,51 (2,9) 46,3% 3,17 (5,8) 51,8% 5,00 (8,8) 54,8%
1205 2,67 (2,0) 54,0% 4,04 (3,9) 62,4% 5,75 (5,9) 70,2%

Monitorando-se o sinal para o is6topo °°Cr, verificou-se uma boa
recuperacao para o Cr. Os resultados apresentados para Cr sédo animadores, pois
sugerem que uma amenizacdo da interferéncia espectral causada pela presenca
de C e Cl na matriz, sobre o sinal do Cr , pode ser alcancada mediante uma
diluicdo conveniente e monitorizacdo simultanea dos dois is6topos de Cr. O Sn
apresenta uma recuperacao inadequada, podendo ocorrer perdas no processo de
abertura da amostra, provavelmente em funcdo da natureza do acido e
temperatura usadas. Valores para Pb ndo constam da tabela por causa de
problemas de contaminacéo. O desvio padréo relativo atribuido a cada média foi
menor que 10%.

Uma equagdo matematica foi testada para corrigir as interferéncias
espectrais provocadas pelo carbono residual. Esta equacdo foi obtida,
monitorando-se o sinal do 3C e criando-se um fator de correcdo pela razéo das
intensidades do °2Cr/**C, mas ndo foi usada por causa da grande flutuacéo da
razdo entre os sinais de “°Ar'?’C e °C, provocando uma super-correcdo dos

resultados obtidos. Monitorou-se também o sinal do °°Cr na tentativa de se evitar
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as interferéncias, mas o mesmo nao foi detectado, por causa da sua baixa
abundancia (4,30%).

As figuras de mérito relacionadas & determinacbes sao apresentadas na
Tabela 4.22. Também foram realizadas determinacdes usando, Rh, 10 ngy L,
como padrao interno, para compensar efeitos de matriz, principalmente supresséo
da ionizagdo por altas concentracbes de concomitantes (por exemplo Na) e
flutuacdo no sinal. Os resultados obtidos tiveram boa concordancia com os
valores certificados e com os determinados por calibracdo externa sem padrao

interno, de modo, que optou-se por nao se usar o padréo interno.

Tabela 4.22. Figuras de mérito obtidas nas determinacdes; faixa de concentracao

para seis solucdes de calibracdo no intervalo de concentracdo de 0,5 a 20,0 ng.L™

dos analitos
Isétopos Correlacao Sensibilidade (a) LD

(R) (mgLYyts™ (rgg™)

>ty 0,99998 11719310 0,0005
2Cr 0,99997 9889079 0,0007

SCr 0,99998 1230138 0,002
>Mn 0,99998 15622284 0,0001
®ONi 0,99990 2749883 0,0004
®cu 0,99996 6253178 0,0004

zn 0,99995 1615708 0,003
®As 0,99999 1795347 0,0002

"Se 0,99997 147869 0,002
07ag 0,99997 9936698 0,0002
ed 0,99998 6083497 0,0001
1205 0,99999 15018935 0,00003
202Hq 0,99996 2455844 0,0003
208pp 0,99992 20368985 0,0001

LD = Limite de deteccgéo (3s/a), com base em dez leituras do branco da amostra

A Tabela 4.23 apresenta o0s resultados obtidos para os materiais de

referéncia certificados de tecido de ostra e mexilhdo na validacdo da metodologia
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aplicada na determinacdo de elementos traco (digestdo em sistema fechado em
bloco digestor). As massas iniciais das amostras usadas nas réplicas foram de
206, 265 e 282 mg para Mussel Tissue e 268, 286 e 300 mg de Oyster Tissue.

Tabela 4.23 Determinacéo de metais traco em materiais de referéncia certificados

de tecido de ostra e mexilhdo (n = 3 réplicas x 3 leituras por réplica, resultados em

ng g1), usando abertura das amostras em sistema fechado.

Isétopo Oster Tissue SEM 1566a Mussel Tissue CRM 278R
medido Certificado Encontrado Certificado Encontrado
>ty 4,68 £ 0,15 5,10 + 0,31 - 2,27 +0,34
2Cr 1,43 £ 0,46 1,76 £ 0,35 0,78+ 0,06 1,08 £ 0,16
>Mn 12,3+1,5 11,0+05 7,69+0,23 7,39+ 1,20
€ONi 2,25 + 0,44 1,82 £ 0,24 - 0,34+ 0,05
&cu 66,3+4,3 60,5+ 2,6 9,45+0,13 8,80 + 0,27
®zn 850 * 49 854 + 50 83,117 82,7+5.3
®As 14+1,2 14,7+ 0,9 6,07 £0,13 5,93+0,10
Se 2,21 +0,24 2,65+ 0,46 1,84+ 0,10 2,10+ 0,25
07ag 1,68 + 0,15 1,85 + 0,10 - 0,20+0,2
Hicd 4,15+ 0,38 4,10+0,25 0,348+ 0,007 0,300 + 0,03
1205 3* 1,6 £0,3 - 0,041 + 0,015
2249 0,0642+0,0067 0,111+0,027 0,196+0,009 0,291 + 0,020
208pyy 0,371+0,014  0,409+0,02 2,00+ 0,04 1,76 £ 0,10

*
valor informado.

Os resultados para Hg e Cr indicam que provavelmente ocorreu uma
super-estimativa das concentracbes destes nas amostras, em virtude das
interferéncias espectrais que possam surgir envolvendo os concomitantes da
amostra (Cr) ou por efeitos de memoria, que muitas vezes estdo relacionados a
determinacdo de Hg por nebulizacdo pneumatica. As concentracfes de Sn podem
ter sido subestimadas, em virtudes de perdas que podem estar ocorrendo na

abertura da amostra ou pela distribuicdo né&o uniforme deste analito nas amostras.
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4.3.2 Resultados das analises das amostras coletadas e avaliacdo do risco
potencial de metais e semi-metais

A representabilidade dos resultados de uma amostragem cresce como
aumento do numero de amostras coletadas. Neste trabalho, a representatividade
de cada ponto de amostragem foi composta de 13 ostras Crassostrea gigas (CQg)
e de 13 mexilhdes Perna perna (Pp) de um mesmo tempo de crescimento, sendo
cada amostra analisada individualmente e ainda seguindo protocolo do Mussel

154 comenta

Watch, que recomenda individuos de tamanhos similares. Daskalakis
gue a analise individual de ostras e mexilhdes é preferivel a andlise de amostra
composta por varios individuos, porque revela a distribuicio do eventual
contaminante, permitindo uma estimativa dos parametros populacionais e
deteccdo de valores an6malos, informacfes estas que sédo perdidas quando se
usa uma amostra composta. Mesmo usando-se amostra composta, em geral,
menos de 20 individuos sdo amostrados em programas de monitorizacéo™*.
Quando sdo analisados amostras individuais, freqientemente, 10 individuos ou
menos sdo amostrados!34146:1%0.152

N&o foram coletados dados biométricos de cada individuo, apenas o0 peso
do tecido mole. Para se verificar os efeitos de tamanho, os dados de
concentracdo foram correlacionados com o peso seco do tecido mole de cada
individuo. Para assegurar uma distribuicdo normal dos dados, estes foram
logaritimados. Detalhes da amostragem para cada espécie de molusco se
encontram na Tabela 4.24. A umidade média determinada foi de 82% (m/m) para

as ostras e mexilhdes.
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Tabela 4.24 Detalhes das espécies Crassostrea gigas (Cg) e Perna perna (Pp)
amostradas em PNH; RBR; SBQ; SG (coleta apenas em Out/00); PF" (coleta

apenas em Out/00) e PL" (coleta apenas em Abr/00); s = desvio padrao.

Local Espécie n peso seco do tecido mole (g)
média £ s faixa
PHN Cg 52 3,31+1,49 1,37 -8,88
Pp 39 2,95+ 1,37 1,68 -5,80
RBR Cg 52 2,93+ 1,50 0,95-6,01
Pp 39 2,34+1,34 1,28 -4,44
SBQ Cog 52 3,17+1,35 1,11-5,69
Pp 39 3,15+ 1,38 1,44 -5,30
SG’ Cg 13 2,87+1,24 2,12 - 5,20
Pp 13 2,02+1,32 1,15-3,59
PF Cg 13 2,65+ 1,20 2,00 -4,23
PL’ Pp 13 2,28+ 1,44 1,00 — 3,80

Coletas de ostras em PNH, RBR, SBQ em (datas): 4/99, 10/99, 4/00 e 10/00.

Coletas de mexilhdes idem, exceto em 4/99.

A Tabela 4.25 mostra a concentracdo meédia e a faixa de concentragéo,
obtida pela concentracdo de cada elemento traco no tecido mole individual da
ostra Crassostrea gigas e do mexilhdo Perna perna nos diferentes pontos de

coleta.
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Tabela 4.25 Concentracdo média de elementos traco em tecido mole de

Crassosstrea gigas, Cg, e Perna perna, Pp, (média £ 1 desvio padréo) e intervalo

de concentracdes em ng g* de peso seco, considerando todos individuos de cada

ponto de coleta.

Ag As Cd Cr Cu
PNH Cg 0,88+055 148+40 1,9/+088 1,82+1,28 20,9+10,0
0,12-250 9,2-244 0,76-4,18 0,09-5,50 6,1-50,2
Pp 0,46+051 129+34 092+0,64 3,162,117 5,734
0,06-240 6,7-191 0,34-266 061-7,66 05-1838
RBR Cg 157+0,84 144+3,84 151+0,65 1,75+1,02 19,2+98
0,50-4,02 69-222 065-358 0,35-3,81 8,2-47,7
Pp 1,10+0,58 148+53 1,03+x048 241+145 7,6-4,55
0,37-2,76 65-233 048-247 0,38-588 28-191
SBQ Cg 1,33+£0,35 132+28 145+0,63 1,55+0,77 22,1+10,7
0,57-223 75-193 0,66-324 052-339 51-48.2
Pp 1,03+0,53 12,7+4,07 0,83+0,33 3,09+190 14,7+99
0,24-245 53-205 0,29-163 0,76-6,50 3,9-38,2
SG Cg 244+0,30 133+19 186+0,21 351+046 31,1+96
2,12-3,16 10,916,2 1,66-2,33 2,76-4,38 18,9-55,2
Pp 1,21+£057 179+72 114+0,30 3,91+0,46 11,8+4,15
0,56-2,56 10,9-326 0,65-156 295-457 7,0-189
PF Cg 1,28+0,25 183+40 1,42+0,20 3,53+0,57 24,7+38
1,12-1,88 11,2-236 1,00-1,78 288-497 19,5-30,9
PL Pp 188+0,61 132+33 0,66+0,15 0,86%+0,21 6,08+1,18
0,96-326 9,6-194 046-094 0,35-1,21 4,48-8,66
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Continuacdo da Tabela 4.25

Hg Mn Ni Pb
PNH Cg 0,06 £ 0,02 52,2 £ 29,7 0,75+ 0,59 1,21+1,15
0,01-0,11 20,8 -126 0,11 -3,09 0,10-5,88
Pp 0,11 £ 0,04 25,3+ 135 5,67 £ 4,86 0,45+ 0,37
0,05-0,21 7,5-78,6 0,51-18,6 0,04 -1,24
RBR Cg 0,06 £ 0,04 50,7 £ 33,8 1,16 £ 0,63 1,15+1,07
0,002 - 0,15 13,7 -184 0,32-2,91 0,19-3,8
Pp 0,10+ 0,03 36,1+ 20,1 7,30+ 4,21 0,61+0,44
0,01-0,17 10,9-911 2,15-18,3 0,06 -1,78
SBQ Cg 0,05+ 0,03 45,7+ 24,4 1,20 £ 0,66 1,38 +1,39
0,004-0,12 12,9-118 0,27-291 0,15-6,44
Pp 0,06 + 0,04 33,7+25,8 6,57 = 3,08 0,69+0,41
0,01-0,13 2,84-92/4 1,96 - 15,4 0,15-1,87
SG Cg <LD 83,3544 1,25+0,38 0,93+0,23
- 29,7 -216 0,65-2,02 0,61-1,34
Pp 0,07 £ 0,06 54,5+ 19,1 14,8+ 5,7 2,04 £ 0,47
0,01-0,18 18,5-84,5 8,5-275 1,25-2,80
PF Cg 0,03+0,003 80,8+35,0 1,59+0,79 0,86 £ 0,24
0,025-0,030 22,5-145 0,86 — 3,40 0,50-1,33
PL Pp 0,02+0,01 36,0+ 11,3 8,49 = 3,00 0,53+0,14
0,10-0,41 22,4 — 53,7 547-13,8 0,32-0,76
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Continuacdo da Tabela 4.25

Se Sn \Y n
PNH Cg 3,30+ 1,55 1,73+0,51 465 + 167
1,29-7,76 0,90-2,75 158 — 738
Pp 3,95-1,87 0,03+ 0,02 4,26 + 3,00 95,7 + 58,3
0,92-7,30 0,008-0,09 1,65-13,7 22 -235
RBR Cg 3,07 +£1,58 0,034 +£0,04 2,11 +1,58 305+ 142
1,04 -7,52 0,003-0,152 0,85-7,61 116 — 599
Pp 4,35+ 2,88 0,04 £ 0,03 483+511 116 £ 77
1,32-10,8 0,005-0,15 1,3-20,1 39 - 279
SBQ Cg 3,41+1,83 0,07 +0,15 1,35+ 1,00 281 + 136
1,46 -7,71 0,01-1,13 0,43-4,79 90 — 587
Pp 4,48 + 2,35 0,044+0,03 2,25+ 0,69 95+49
1,26 - 10,2 0,01-0,12 1,20-3,52 35-226
SG Cg 5,94 + 0,67 0,03+0,01 2,43 +£ 0,53 372+118
4,86 — 6,90 0,016-0,043 1,65-3,21 225 - 660
Pp 6,24+1,71 0,04 £0,01 2,67 £0,68 196 + 59
3,90 -9,37 0,025-0,065 1,98-4,01 98 — 296
PF Cg 6,13+ 1,23 0,023+0,015 2,52 +0,57 390+ 75
4,44 — 8,18 0,005-0,055 1,84 - 3,56 295 -520
PL Pp 2,19+0,70 0,06 £0,12 3,61+0,77 91+24
1,46 — 3,18 0,01-0,48 2,30-5,40 60— 138
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A Tabela abaixo apresenta o resultados das matrizes de correlagdo entre

log do peso seco e o log da concentracdo do metal ou semi-metal. Cadmio, Cr, Ni,

Se, V e Zn apresentaram correlagdes significativas, para um ou mais pontos de

coleta, considerando um intervalo de confianca de 95%, ou um nivel de erro
aceitavel de 5% (p < 0,05) o qual considera o grau de veracidade de um resultado

representativo de uma populacao.
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Tabela 4.26 Correlacbes significativas (p < 0,05) entre concentracdo de

elementos tragco no tecido mole dos moluscos e peso seco.

Cd Cr Ni Se \Y Zn

PNH Cg 0,424 -0,375

Pp -0,478 -0,555 -0,659 0,433 -0,503
RBR Cg -0,526 -0,510

Pp -0,498 -0,365 -0,414 0,415 -0,396
SBQ Cg

Pp -0,521 -0,500 -0,454
SG Cg -0,440

Pp 0,638
PF Cg 0,616 -0,562
PL Pp -0,575

Para a comparagdo das concentragfes dos elementos trago entre pontos
de amostragem, as mesmas foram submetidas a uma andlise de varianca
(ANOVA) e os resultados sdo mostrados na Figura 12. Aqueles elementos traco
gue apresentaram correlacdo significativa entre log da concentracdo do analito e
log do peso seco, também foram comparados pela andlise de covarianca
(ANCOVA), conforme os histogramas da Figura 12 que representam a
concentracdo de cada metal no tecido mole de um organismo de peso médio
(ajuste pela concentracdo média). A barra de erro representa o desvio padréo das
determinacées em cada ponto. As concentragbes de um elemento traco que
compartilham as mesmas letras, ndo apresentaram diferenca significativa (p <
0,05) pelo método ANCOVA/ANOVA.
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Os dados se referem & concentracfes totais dos metais e semi-metais.
Em ambientes marinhos, os principais fatores que influem nos processos que
determinam o efeito dos metais e semi-metais sdo a hidrolise, a precipitacao, a

162164 Assim, a toxicidade dos

adsorcdo e a bioacumulagdo dos mesmos
elementos metalicos e semi-metalicos para a biota aquatica € significativamente
influenciada por variaveis abidticas como dureza, temperatura, pH e salinidade da
agua, que afetam a distribuicdo dos elementos; e fatores biolégicos como a
espécie de animal, estagio de vida, e diferencas potenciais em sensibilidade
quanto a populacdo local™®. Os histogramas mostram que as concentracdes para
alguns elementos traco apresentaram diferencas significativas entre os pontos de
coleta, para as ostras e para os mexilhdes. A concentracdo total € um registro da

biodisponibilidade de cada elemento traco para o animal**

, significando que a
mesma varia geograficamente entre as areas estudadas. Nenhum rio,
sabidamente poluido, desemboca no mar nas proximidades de alguma das area
de estudo, atribuindo-se esta variabilidade & atividades antropogénicas, como
emissdo do esgoto doméstico e hospitalar ndo tratados, dragagem em
determinadas &reas, uso de pesticidas e fertilizantes contendo metais que sao
lixiviados ou levados pelo ar, metais provenientes de industrias téxteis e
resultantes de atividades de turismo. Neste sentido, é importante se considerar o
efeito de tamanho do animal e aplicar a correcdo de massa necessaria para
garantir que as diferencas observadas ndo sejam relacionadas com esta
caracteristica, que é particular e indica uma diferenca da biologia do elemento
traco no molusco, como resultado de sua biodisponibilidade, num ponto
particular™°.

A Ag mostra tendéncia em se acumular mais na ostra do que no mexilhédo e
encontra-se localizada nos 0rgdos internos, especialmente nas glandulas
digestivas e no rim'®. Efeitos sazonais néo foram evidenciados para este metal
neste trabalho. O As apresenta um patamar de concentracdo semelhante, nas
diferentes coletas e pontos de amostragem. O Connor*®®, em trabalho do Mussel
Watch, considerou que as concentracdes de As acima de 16 mg g* podem ser
indicativos de contaminac&o por este elemento em tecidos de ostra. E mostrado
na Figura 12 que o ponto RBR encontra-se neste limite, apresentando maior

concentragdo do que nos pontos PNH e SBQ, com excecao da segunda e quarta
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coleta, quando foi maior em PNH. O As também merece destaque, em funcédo do
seu grau de toxicidade quando presente na forma inorganica. As concentracoes
de As detectadas neste estudo sdo similares ajuelas encontradas em outras
areas de cultivo em outros paises. Além disso, quando se compara os resultados
encontrados com os limites de tolerancia citados na bibliografia disponivel, pode-
se concluir que os resultados sédo nitidamente inferiores aos limites. Cabe
salientar que a tolerancia de ingestéo diaria de As esta baseada na exposicao ao
As na forma inorganica. Porém, sabe-se que o As existente em frutos do mar e
alimentos em geral, encontra-se preferencialmente na forma organica. Apenas
10% do As total encontrado em organismos marinhos apresenta-se na forma
inorganica®®®,

Quando comparados os niveis de Cu, Figura 12, percebe-se que as ostras
acumulam este elemento 3 vezes ou mais que os mexilhdes, em todos os pontos
de cultivo e datas de amostragem. O mesmo resultado foi observado por
O’Connor** em trabalho com ostras Crassostrea virginica e Ostrea sandvicensis e
com mexilhdes Mytilus edulis e Mytilus californianus. Um comportamento

7

semelhante é observado para Cd, Mn e também Zn, que acumulam em
propor¢ces menores, de 1,5 a 3,5 vezes. Para Ni a acumulacdo € maior no
mexilhdo, sendo que esta diferenca chegou até 10 vezes em Sambaqui, ha coleta
de outubro de 1999 e, na média foi 6,0 vezes superior no mexilhdo. Estes dados
estdo reproduzidos em parte na Tabela 4.27, que traz os fatores de
bioacumulagéo (FAB) do tecido de mexilhbes e ostras para 0s metais e semi-
metais, quando se comparam as concentracdes meédias encontradas destes
elementos nos moluscos e na agua do mar, na fase dissolvida, num periodo de
exposicao de seis meses, considerando que estes organismos s6 se alimentam

do ambiente.
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Tabela 4.27 Fatores de bioacumulacédo dos elementos do ambiente marinho por

espécies selecionadas da biota aquatica.

Elemento FAB FAB Elemento FAB FAB

C. gigas P. perna C. gigas P. perna
As 7800 7500 Mn 15000 10000
Cd 34400 18400 Ni 250 1500
Cr 440 720 Pb 2500 1150
Cu 4200 1800 Se 13000 17000
Hg 550 900 Vv 1150 2500

O Cr apresentou grande variagdo, tanto temporal quanto geografica,
apresentando maior concentracdo para o ponto PNH na segunda coleta. A
habilidade dos moluscos de acumular Cr em relacdo a agua marinha foi
documentado por Papadopoulu (em Eisler'®®), que encontrou explicacdes para as
diferencas nas concentracfes, como as observadas neste trabalho. O principal
fator que explicaria a variabilidade € o gradiente da concentracdo deste elemento
no sedimento e na coluna de agua. Também afetaria o peso dos organismos,
para o caso dos mexilhdes, como evidenciado neste trabalho. Este Ultimo efeito
nao foi observado com o tecido da ostra. Com relagcdo & formas quimicas
presentes em ambientes marinhos, as espécies Cr(lll) e Cr(VI) merecem atencao
especial, jA que podem existir em locais, onde os teores de matéria organica
presentes na agua sdo baixos®>. O Cr(VI) encontrado na natureza é altamente
toxico e aparece como resultado de emissGes domésticas e industriais.
Geralmente é a espécie dissolvida mais estavel e predominante na dgua do mar
sob condi¢cbes normais de oxigénio. De fato, Cr(lll) pode ser facilmente oxidado a

Cr(VI) por 6xidos de manganés, normalmente presentes nos sedimentos®®.

A maior concentracdo de Hg determinada foi de 0,12 nmy g™*. Este elemento
foi detectado em tecidos como metilmercario’®®, que é absorvido mais
eficientemente do que sua forma inorgéanica. Trés fatores principais modificam a
acumulacdo em organismos aquaticos'®: a idade do organismo, o pH da 4gua e o

contetdo de carbono organico dissolvido. O periodo de seis meses que o animal
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leva para chegar ao tamanho comercial, ndo € suficiente para acumular

concentracgdes significativas deste elemento.

As concentracfes de Pb, com excecdo dos niveis encontrados na segunda
coleta para ostra e no ponto SG para mexilhdo, na quarta coleta, estavam abaixo

do limite de tolerancia listado na Tabela 4.28. Segundo estudos'®®19%

a
concentracdo de Pb esta fortemente relacionada com o teor de Fe do ambiente
geoquimico. Pode-se mencionar que as obras da rodovia Beira Mar Sul na qual
foram realizadas iniUmeras dragagens e outros processos que, podem ter alterado

0 meio marinho nas proximidades de &reas de cultivo.

O Se apresentou um comportamento semelhante tanto em ostra como em
mexilhdo, com um aumento na concentracdo na quarta coleta, indicando uma
variacao temporal, cuja explicacdo ndo tem um padrédo conhecido. Este elemento
mostrou ter relacdo com o peso do animal, estando presente em maior
concentracdo em organismos de menor massa. A concentracdo determinada para
Sn foi baixa, podendo ter ocorrido perdas na abertura da amostra, e somando-se
o fato de o mesmo nédo estar homogeneamente distribuido no tecido de moluscos.
O V apresentou correlagdo positiva com o tamanho, e pequena variacao temporal

e geografica que ndo segue um padrdo de explicagao.

A Tabela 4.28 apresenta os valores encontrados (faixas de concentracao)
em moluscos para metais e semi-metais e inclui, para fins comparativos, valores
encontrados em outros programas de monitorizacdo ambiental. E importante
salientar que, com a excec¢do do Pb no tecido de ostra, na segunda coleta, todos
os teores encontrados estdo abaixo dos limites toleraveis citados™®® em “Food and
Drugs Administration (FDA) Guidance Document” e sdo semelhantes aos niveis

descritos em outros programas de monitorizacao criados no cenario internacional.
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Tabela 4.28. Faixa de valores determinados para alguns metais e semi-metais em

moluscos (valores em ng g™* de peso seco).

CostaUSA®  Costado  Groelandia®™® llha de Limite de
Chile®* Santa tolerancia
Catarina
As 8,28 -10,20 - 9,79-16,1 8,0-18,0 86*
Cd 1,97-3,2 2,1-20,0 1,20-2,34 0,5-3,0 4*
Cr - - 0,93-1,96 0,6 -5,0 13*
Cu 94 — 1382 90-134 7,4-105 1,7-325 150**
Hg 0,09-0,12 0,04-0,13 0,05-0,10 0,01-0,33 1*
Mn - - - 17 - 66
Ni 1,64 -2,13 - - 0,5-11,4 70*
Pb 0,42 -2,20 - 0,89 -2,50 0,1-3,0 1,7%
Se 2,27 - 3,25 - 3,22 -5,56 1,6-6,8 30**
Sn - - - 0,01 -0,07 250**
Zn 1633 — 2350° 200 -233 66,5—-117 40 -580 250**

¢ Faixa obtida apenas em tecido de ostra.

Os limites de tolerancia para moluscos bivalves de acordo com “Food and Drugs
Administration (FDA) Guidance Document™®® (*) e Associacdo Brasileira das
Industrias da Alimentacdo, ABIA % (),

4.4 Consideracdes

Os estuarios sdo normalmente caracterizados por altos gradientes fisico-
qguimicos e hidrodindmicos, sendo responsaveis por modificagdes da distribui¢cdo
de elementos traco entre as varias espécies dissolvidas e particuladas®. Estas
modificacdes combinadas com as flutuacGes das concentra¢des na agua do mar,
provocada por correntes maritimas, e também pelo total de particulas presentes,
podem afetar significativamente o fluxo dos elementos traco na regido.

Para se obter uma base de dados mais expandida da distribuicdo das
concentracfes de elementos traco nas fases dissolvida (MD) e particulada (MP)
na dgua do mar, nas regides de cultivo, os dados foram correlacionados com

parametros fisico-quimicos associados ao ambiente marinho. Com isto, pode-se
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compreender melhor o comportamento biogeoquimico dos elementos durante as
variacoes temporais. As correlacbes ndo foram apresentadas por considera-las
nao conclusivas, ja que os numeros de observacdes sao insuficientes, para uma
analise estatistica mais apurada.

Um comportamento conservativo (resposta semelhante de um elemento na
fase dissolvida e fase particulada frente avariacdo de um dado parametro) foi
observado para a maior parte dos elementos com relacdo as variacbes dos
parametros fisico-quimicos observados nos locais de cultivo.

O Hg é perdido na fase dissolvida provavelmente como vapor dissolvido na
interface agua-ar'®?; a formacéo de vapor dissolvido é favorecida pela incidéncia
de radiacdo solar que afeta a atividade biolégica que degrada as espécies de Hg
dissolvidas na agua do mar. Também, na agua do mar, a principal espécie de Hg
€ o metilmercurio formado em condicbes neutras e acidas e o dimetilmercurio
(muito volatil), produzido em condi¢fes basicas.

A concentracdo do Mn diminui com o aumento do pH, o que é explicado
pelo fato de que Oxidos e hidréxidos de Mn se dissolvem preferencialmente em
valores menores de pH e em condicfes de anaerobiose. Apesar da estreita faixa
de pH, tal comportamento pode ser observado para este elemento.

Um dos critérios requeridos quando um ou mais organismos Sao propostos
como agentes biomonitores é uma correlacdo simples entre o0s niveis de
poluentes presentes no organismo e aqueles no meio ambiente!®. A
ecotoxicologia, que procura predizer as consequéncias e diagnosticar as causas
de efeitos ecoldgicos/biologicos que resultam da exposicdo destes organismos a
agentes quimicos (metais pesados, em geral) e a um ambiente carregado.

Amostras de sedimento também foram usadas como representativa das
areas de cultivo estudadas em relacdo a uma potencial contaminacdo por
elementos traco. Cabe lembrar que as propriedades geoquimicas do sedimento

194 Assim, por

sao importantes e afetam a biodisponibilidade do elemento
exemplo, foi estudada a especiacdo de metais pesados no sedimento e sua
bioacumulacdo pelo mexilhdo Mytilus edulis e Perna viridis'®. Sedimentos que
contém altas concentragdes dos elementos, uma vez ingeridos pelo organismo
filtrador, no caso, Crassosstrea gigas e Perna perna, tornam-se biodisponiveis,

como fonte do metal retido. A correlagdo entre as concentragdes dos elementos
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traco no tecido mole de mexilhdes e ostras e os teores encontrados nos
sedimentos, foi baseada em trés pontos importantes'®®. Primeiro, a zona
intersticial, que provocada pela mudanca nas correntes maritimas, mistura o
sedimento de fundo com a coluna de agua, o que pode posteriormente contribuir
com a adsorcdo do sedimento contaminado através da filtracdo e ingestao pelos
organismos. Segundo, a presenca dos organismos filtradores nas aguas costeiras
como agentes acumuladores de nutrientes. Terceiro, a percepcao que os sitios de
amostragem estdo regular e constantemente recebendo contribuicdo de uma
fonte particular relacionada com as atividades antropogénicas.

As fracbes geoquimicas estudadas no presente trabalho sdo as
"fracamente adsorvidas” (Fracéo 1), “reduzivel” (Fracdo 2), “oxidavel” (Fracdo 3) e
“residual” (Fracéo 4,). A soma das trés primeiras fracdes constitui a fase lixiviavel,
gue esta fortemente relacionada com as atividades antropogénicas, enquanto que
a fracdo residual existe na natureza e origina do desgaste da silica de rochas®.
Por isso, a técnica de extracdo sequencial foi usada para diferenciar os elementos
de origem possivelmente antropogénicas daqueles de origem natural. Até aqui,
nao se tem informacdes disponiveis dos niveis de elementos traco nas diferentes
fracbes geoquimicas do sedimento com niveis no tecido da ostra Crassosstrea
gigas e do mexilhdo Perna perna. Neste ponto, pode-se destacar a correlacéo
significativa de Pb (em ambos os tecidos) com a Fracdo 1 ou “fracamente
adsorvida”, ou seja, quanto maior a concentracdo nesta fase mais biodisponivel
se encontra para os organismos. Também o Ni mostrou uma correlagdo positiva
com a fracdo oxidavel, ou seja, a matéria organica. A degradacdo oxidativa da
matéria organica pode liberar o elemento para o meio.

Correlacdo nao significativas entre as concentracdo dos elementos traco
nos organismos e no sedimento, indicam que este ndo € o Unico fator que
influencia o nivel de biodisponibilidade do elemento para a biota, ou seja,
diferentes rotas e mecanismos de acumulacdo de elementos tragco podem estar

atuando entre os organismos e o sedimento.
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5. CONCLUSOES

Os resultados das andlises relativas a presenca de metais e semi-metais
em amostras de mexilhdes e ostras, agua do mar e sedimento em zonas de
cultivo, apontaram para uma série de conclusdes sobre o ambiente marinho, area
de atuacao do presente trabalho.

A técnica de espectrometria de massa com fonte de plasma indutivamente
acoplado e as técnicas de controle da qualidade analitica, mostraram-se
eficientes na determinacdo de elementos traco total nas amostras selecionadas.
Quanto adeterminacdo de metais e semi-metais no tecido mole dos mexilhdes e
ostras, 0 Sn ndo se encontrou homogeneamente distribuido e pode ter tido sua
concentracdo subestimada. A medida da concentracdo de Hg é problematica
porgue este elemento apresenta efeito de memdria, quando determinado por ICP-
MS, principalmente com introducdo da amostra em solucdo por nebulizacdo
pneumatica. As interferéncias espectrais que recaem sobre o sinal do Cr e
dificultam sua determinacdo foram minimizadas pela diluicdo conveniente da
amostra, monitorando-se simultaneamente seus is6topos mais abundantes, °Cr e
>3Cr.

Na agua do mar, os parametros fisico-quimicos determinados sao
considerados normais e adequados a areas costeiras de baixa profundidade.
Apesar de nao ter sido evidenciadas correlacbes com a salinidade, existem
indicios literarios que consideram a salinidade e o pH do meio, os principais
parametros que governam a transferéncia e mobilizacdo de metais traco para a
biota.

As metodologias de separacéo/pré-concentracdo aplicadas & amostras de
agua do mar foram coerentes aos propoésitos de determinacdo dos metais e semi-
metais a nivel de traco. Nas andlise das amostras de agua do mar, todos os
teores de metais encontram-se abaixo do limite maximo permitido pela legislacédo
brasileira (CONAMA) para aguas de classe 5 (indicadas para atividades de
aquicultura), com excecdo do Hg que ficou no limiar, porém, cabe ressaltar que as
dificuldades e cuidados associados a sua determinacdo, muitas vezes levam a
resultados errbneos, ndo permitindo assim, tirar-se conclusdes definitivas a este

respeito. Apesar de alguns metais como Mn, Ni e Pb, encontrarem-se
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preferencialmente associados ao material em suspensdo na agua do mar,
recomenda-se o uso do teor de metal dissolvido como padrédo da qualidade da
agua, por este estar mais significativamente relacionado com a biodisponibilidade
e bioacumulacéo dos elementos trago.

Quanto ao sedimento, os resultados obtidos sugerem que as propriedades
geoquimicas afetam a biodisponibilidade dos elementos traco e a especiacéo
(fracionamento) dos mesmos no sedimento, sdo fundamentais para se melhor
entender a bioacumulacdo destes nos tecidos dos mexilhdes e ostras. O protocolo
modificado do ST&M aliado a técnica de ICP-MS se mostrou apropriado a
amostras reais, possibilitando a determinacdo dos elementos traco nas diferente
fragcbes do sedimento.

Considerando os moluscos, alguns metais como Cd, Cu, Mn e Zn se
bioconcentraram mais no tecido de ostra do que no de mexilh&o, principalmente,
por causa da maior presenca de metalotioneinas nas ostras e da sua afinidade de
complexacdo com estes metais. Niquel, por outro lado, encontra-se mais
bioconcentrado no tecido dos mexilhdes, mostrando que os padrbes de
acumulacao variam de um metal para o outro. As correlacdes das concentracoes
determinadas no tecido de mexilhGes e ostras e a massa seca dos mesmos,
permitiu reduzir as implicacdes de acumulacdo dos metais e semi-metais, devido
ao efeito do crescimento. Também, os resultados observados para mexilhdes e
ostras indicam variacdes locais e temporais nos niveis de acumulacdo dos
elementos trago.

Os teores de metais e semi-metais encontram-se n0S mesmos patamares
dos resultados alcangcados em outros locais de cultivo em outros paises e
inferiores aos limites de tolerancia conhecidos, cabendo ressaltar que na regiao
costeira da llha de Santa Catarina, estes teores sdo, exclusivamente, resultantes
de atividades antropogénicas, pois a regido nao tem caracteristica industrial
expressiva. Uma atencéo especial deve ser dada aos teores de As encontrados,
j& que as concentracBes determinadas foram tdo altas quanto, ou maiores &
encontradas em outras areas de monitoramento.

Encontrou-se indicios que correlacionam teores de elementos traco no
tecido de mexilhdes e ostras com as fracdes do sedimento, mostrando uma

interacdo positiva com a fracdo labil e negativa com a fracao residual, ou seja,
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guanto maior a concentracdo de um metal ou semi-metal na fracdo residual,
menos biodisponivel ele se encontra e menor sua bioconcentracéo nos tecidos de
mexilhdes e ostras.

Os resultados demonstram que a ostra Crassostrea gigas e o mexilhdo
Perna perna sédo capazes de representar as condicdes de biodisponibilidade de
metais e semi-metais em areas de cultivo marinho, como avaliadores da
contaminacao marinha por elementos traco e seus efeitos sobre a biota, além de
gerarem resultados que poderéo servir de base para estudos futuros, orientados
para futuras atividades de maricultura sensiveis a problematica dos riscos
socioambientais.

Em sintese, os riscos existentes de contaminacdo de moluscos cultivados
na regiao costeira da Ilha de Santa Catarina, por metais e semi-metais podem ser
considerados relevantes, porém a contaminacdo atual ndo é expressiva. Todavia,
0S riscos atuais de contaminacao por outros agentes bioquimicos e quimicos, ndo

estudados no presente trabalho, ndo podem ser negligenciados.
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7. Anexo

Anexo | Fotografias das sementes e corda de mexilhdes, também sementes e

lanterna com ostras.

Mexilhdio - sementes 400 mm mexilhéo adulto 800 mm

Corda recém-confeccionada corda com adultos
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sementes de ostra - sementes na lanterna
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Anexo |l Sensibilidade da curva analitica (de 1 a 40 ng L* dos analitos) e
coeficiente de correlagéo linear (R) referente as diferentes fragbes do sedimento.

Fracao 1 Fracao 2
Isétopos Sensibilidade (a) N Sensibilidade (a) N
(g LYyt Corr(eFI:;l(;ao (g LYy ls™t Corr(eFI:;l(;ao
>y 13813596 0,99995 13581059 0,99948
2Cr 12413878 0,99994 10153950 0,99991
>Mn 20596129 0,99995 16539563 0,99997
ONjj 3742066 0,99995 3043541 0,99909
®cu 8775310 0,99994 7264171 0,99901
®7n 2398486 0,9985 1961719 0,99905
SAs 2326462 0,99997 2234799 0,99913
"Se 265035 0,99995 237777 0,99980
107ag 10765432 0,99997 10418805 0,99998
cd 7727478 0,99993 6242642 0,99999
1205 11573569 0,99999 11289570 0,99993
202Hg 2363959 0,99997 2022351 0,99540
208pp 22270937 0,99998 18115950 0,99996
Fracao 3 Fracao 4
Sy 13384839 0,99973 7163930 0,99995
2Cr 11220291 0,99917 9390562 0,99998
>Mn 16653916 0,99996 15403464 0,99991
ONjj 2967692 0,99948 2694777 0,99991
®cu 6970158 0,99997 6479861 0,99996
%7n 1779258 0,99940 1675853 0,99981
As 2646938 0,99967 1055068 0,99988
"Se 320377 0,99947 178123 0,99986
1970g 9653742 0,99979 8384388 0,99999
cd 6191902 0,99991 5925515 0,99999
1205 10492855 0,99977 7511307 0,99997
202Hg 2314001 0,99975 1984978 0,99996
208pp 17270823 0,99989 16981468 0,99999
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