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METODOLOGIA

Para uma avaliacdo geoquimica da drea de estudo, através de compostos
organicos do grupo dos esterdis, foram realizados testes - apresentados no capitulo
4.3 - com a metodologia encontrada em bibliografia e em trabalhos na mesma drea
de estudo, como Carreira (2000), Kalas (2001) e Lopes (2005), realizando-se as
adaptacdes necessdrias para obtencdo de um procedimento adequado e de baixa
variabilidade, o que resulta em boa recuperacio e repetibilidade analiticas.

Para caracterizar o ambiente e entender melhor a distribuicdo dos esterdis,
foram analisados também alguns pardmetros ambientais complementares:
Temperatura da dgua;
pH;

Profundidade do Disco de Secchi;
Salinidade;

Clorofilas;

Oxigénio Dissolvido (OD);
Sélidos em Suspensao (SS);

Carbono organico (C,,) e Nitrogénio total (Nioal);

A S AN T

Granulometria do sedimento;
10. Umidade do Sedimento;
11. Lipidios Totais Extraiveis — TLE (Oleos e Graxas).

4.1. AMOSTRAGEM

Foram realizadas duas amostragens, a primeira em 02 de margo de 2004 e a
segunda em 22 de setembro de 2004. Na amostragem de marco, foram coletadas 7
amostras de sedimento superficial e 8 amostras de material particulado. Na
amostragem de setembro, foram coletadas 10 amostras de sedimento superficial e
7 amostras de material particulado. As estagdes de amostragem foram

apresentadas no capitulo 3.
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As amostras de sedimento superficial foram coletadas para determinacio de
compostos orgénicos e andlise granulométrica, utilizando-se um amostrador de
aco do tipo Eckman. A camada superficial (0 - 2 cm) foi sub-amostrada e
conservada em embalagens de aluminio previamente descontaminadas.

Para as determinagdes de compostos orginicos no material particulado, de
clorofila, de carbono orgénico e nitrogénio total e para a quantificacdo de material
particulado em suspensao, foram coletados 4 L de dgua subsuperficial (a 0,5 m de
profundidade). As garrafas de vidro foram imersas fechadas na coluna d’4gua,
sendo abertas na profundidade da coleta para que o filme superficial, mais
enriquecido em compostos hidrofébicos, ndo contaminasse a amostra.

Todas as amostras foram acondicionadas sob refrigeracdo para transporte ao
laboratdrio.

Algumas das medi¢des fisico-quimicas da &dgua de cada estagdo de
amostragem foram realizadas in sifu: pH, temperatura e profundidade do disco de
Secchi. Também foi subamostrada dgua de cada estagdo, em frascos apropriados,
para medi¢@o no laboratdrio, da salinidade e do oxigénio dissolvido pelo método
de Winkler.

No laboratério, as amostras de sedimento foram congeladas a - 80 °C e as
amostras de dgua foram filtradas.

Os principios tedricos e as metodologias adotadas para cada parimetro estao

descritos a seguir.

4.2. FUNDAMENTOS TEORICOS E PROCEDIMENTOS
ANALITICOS

4.2.1. Temperatura

Segundo Strickland e Parsons (1972) e Tundsi et al. (1995), as propriedades
fisicas, quimicas e bioldgicas de um corpo d’dgua sdo sujeitas a influéncia da
temperatura. O transporte de substancias em rios, sejam elas dissolvidas ou
particuladas, também € afetado por este pardmetro fisico.

De acordo com Laws (1993), a temperatura, aliada a profundidade e

pressdo, controla a estabilidade da coluna d’agua.
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As temperaturas das dguas de sub-superficie de cada estacdo de amostragem
foram medidas in situ com termdmetro de mercuirio graduado em décimo de grau

Celsius.

4.2.2. Salinidade

A salinidade da 4dgua € obtida indiretamente a partir de cilculos que
envolvem a condutividade e a temperatura da dgua. Também se pode usar um
salindmetro, onde a conversao a condutividade é realizada automaticamente.

A condutividade expressa o teor de sais dissolvidos, entre os quais podem-
se destacar os cloretos de s6dio, magnésio e cdlcio, os sulfatos de magnésio,
potassio e célcio e os carbonatos e nitratos de cdlcio e magnésio. Os sais
dissolvidos e ionizados presentes na dgua transformam-na num eletrélito capaz de
conduzir a corrente elétrica. Como hd uma relagdo de proporcionalidade entre o
teor de sais dissolvidos e a condutividade elétrica, pode-se estimar o teor de sais
pela medida de condutividade na dgua. A medida ¢ feita através de condutivimetro
e a unidade de condutancia adotada pelo Sistema Internacional de Unidades é
Siemens (S). Como a condutividade aumenta com a temperatura, emprega-se 25
°C como temperatura padrio (Grasshoff et al., 2000).

Na Resolugdo CONAMA 357/05, considera-se para fins de classificacdo,
dguas doces como as que apresentam até 0,5 g de sais por 1000 g de solugdo;
dguas salobras com salinidade maior que 0,5; e as dguas salinas como aquelas
com salinidade maior ou igual a 30. Os procedimentos de algumas andlises e o
comportamento da biota sdo bastante influenciados pela salinidade.

Neste trabalho, as amostras foram conservadas frescas até leitura.

Na coleta de margo, as medicdes deram-se em condutivimetro Analion®
modelo C-702 com eletrodo de vidro, em temperatura fixa de 20 °C e escala de
unidade de 20 mS (precisao de + 1,5 % da leitura). O condutivimetro foi calibrado
com 4gua do mar padrio de salinidade 34.998 (IAPSO Standard Seawater da
Ocean Scientific International Ltd. — 09/12/99, R;5 = 0.99995).

Os valores de salinidade, para esta coleta, foram obtidos através da seguinte

equacdo (UNESCO, 1981 apud Grashoff et al., op. cit.):
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S = 0,008 + (-0,1692 . (CofCy)%) + (25,3851 . (Cof/Cyy)) + (14,0941 . (Co/Cin)*)
+ (-7,0261 . (Co/Cy)f’) + (2,708 . (Co/Cs)?) + (Ta- 15) /(1 + 0,0162 . (T, -
15))). (0,0005 + (-0,0056 . (Co/Cs,s)"?)) + (-0,0066 . (Co/Cs)) + (-0,0375 .
(C/Cy)”?)) + (0,0636 . (Co/Cy,)°) + (-0,0144 . (Co/Cy)™?)

Onde: S, € valor de salinidade; C, é o valor de condutividade da amostra; Csy € 0

valor de condutividade da dgua do mar padrio; T, € a temperatura da amostra.

Na coleta de setembro as medi¢des deram-se em salindmetro da YSI®
modelo 30, ajustado para 20 °C (faixa de leitura de O - 80 e acurdcia de + 2 %),

também calibrado com a d4gua do mar padrao.

4.2.3. pH

O pH representa a atividade hidrogenidnica, ou seja, € uma estimativa da
concentracdo dos 4cidos ou dlcalis presentes em uma solugcdo. As enzimas
catalisam todas as reagdes bioquimicas dos seres vivos e sdo susceptiveis as
reacdes de desnaturacdes que as inutilizam, sendo o pH um dos pardmetros
capazes de provocar tais desnaturagdes. Sabe-se que um outro efeito de variagdes
de pH do meio estd relacionado ao equilibrio osmoético das células. Logo,
mudangas de pH representam um risco a integridade do metabolismo dos
organismos marinhos (Parsons et al., 1984). O pH determina a especiagdo quimica
nos corpos de dgua e influencia o transporte, degradagdo e destino de elementos
quimicos e compostos diversos.

Os valores de pH das &4guas de sub-superficie de cada estagdo de
amostragem foram determinados através de medidor de pH Orion® modelo 250A
(acuricia de +0,02), equipado com eletrodo de vidro previamente calibrado com

solugdes tampdes (4.0, 7.0 e 10.0 da Orion®).

4.2.4. Profundidade do Disco de Secchi

A energia luminosa proveniente do sol modifica substancialmente a
estrutura térmica de um corpo d’dgua e interfere nos padrdes de circulagdo e de

estratificacio da massa de dgua. Esta energia também ¢ transformada
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biologicamente pelo processo fotossintético, principalmente a radiagdo
compreendida entre 390 a 710 nm, fundamental para o metabolismo dos
ecossistemas aquaticos (Pompéo, 1999).

Considerando o regime luminoso, um corpo aquoso pode ser dividido em
dois compartimentos: a zona eufética (regido da massa de dgua iluminada com até
1 % da luz superficial) e a zona afética (regido sem luz) (Pompéo, op. cit.).

Na zona fética, ao penetrar na massa d’dgua, a luz tem sua intensidade
diminuida e sua composicao espectral alterada pela absor¢io e dispersdo. Assim, a
luz sofre uma alteracdo tanto quantitativa como qualitativa, denominada de
atenuacdo da luz, expressa pela Lei de Lambert-Bouguer:

Io = Iz e(—de)

(equacdo 1)
Onde Io € a intensidade luminosa subsuperficial, 1z a intensidade luminosa na
profundidade z (m), Kds o coeficiente de atenuacao vertical (1.m'1).

Um dispositivo muito simples é utilizado para medir a transparéncia da
coluna d’4dgua e avaliar a profundidade da zona fética, o disco de Secchi. Este
consiste em um disco metdlico de 20 cm de didmetro, com dois quadrantes
pintados de preto e branco e suspenso por um cabo graduado. A leitura final € a
média das medidas das profundidades de desaparecimento e reaparecimento do
disco na coluna d’dgua. O valor obtido de transparéncia corresponderd a
profundidade na qual a incidéncia de luz corresponde a 1 %, sendo o limite entre a
zona euf6tica e afética.

Mesmo ndo fornecendo dados qualitativos e quantitativos sobre a radiacdo
subaquadtica, € possivel calcular o coeficiente de atenuagéo vertical da luz (Kds)
através das medidas da profundidade do disco de Secchi. A transparéncia do disco
de Secchi (Zds) é, basicamente, fun¢do da reflexdo da luz na superficie do disco,
sendo também dependente da intensidade luminosa subsuperficial (Io) e da
intensidade luminosa na profundidade do desaparecimento visual do disco (Ids) e,
de acordo com a lei de Lambert-Bouguer, temos:

Zds = In(lo/lds)/Kds (equagdo 2)

Como a relagdo Io/Ids é de aproximadamente 1,7, pode-se calcular Kds

através da seguinte relagdo:
Kds = 1,7/Zds  (equagdo 3)
Desta forma, a partir das equagdes 1 e 2 podem ser calculados fatores que

quando multiplicados pela profundidade do disco de Secchi permitem a obtencio
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de profundidades correspondentes a percentuais da luz incidente na coluna de
dgua sub-superficial. Para calcular a profundidade na massa de &dgua cuja
intensidade luminosa corresponda a 1 % do valor da sub-superficie deve-se
multiplicar a profundidade do disco de Secchi por um fator fz de 2,709 (Pompéo,
1999).

Em corpos com dguas claras a profundidade do disco de Secchi é mais fiel a
realidade, visto que nestas condi¢des ocorre pouca dispersdo da radiagdo,
conseqilentemente, a radiacdo refletida a partir da superficie do disco €, em grande
parte, captada pelo observador. Por outro lado, em corpos aquosos com elevadas
concentragdes de compostos dissolvidos e particulados ocorre maior dispersdo da
radiagdo, prejudicando a observacdo. Em dguas muito turvas fz da ordem de 4 ou
5 também tém sido utilizados (Pompéo, op. cit.).

Segundo Niencheski et al. (1999), os melhores resultados obtidos pela
imersdo do Disco de Secchi ocorrem quando a medida é realizada entre 10 e 14
horas, correspondendo ao periodo de incidéncia de luz mais vertical no sistema
aqudtico. Medidas realizadas em diferentes horas do dia podem representar
resultados ndo significativos, devido a diferencas na iluminagdo e ondulagdes na
superficie da 4gua, tornando os dados obtidos nao compardveis. Outro fator
importante a ser considerado em estudos comparativos, na escala temporal ou
espacial, € que as medidas devem ser realizadas pelo mesmo observador
(Niencheski et al., 1999).

Contudo, apesar de haver alguns fatores limitantes, o disco de Secchi é
amplamente utilizado, devido a sua facilidade de transporte e de obtengdo dos
dados. Isto proporciona comparagdes de dados de diversos trabalhos realizados
em diferentes paises e zonas climdticas (Esteves, 1988).

Neste estudo, o disco de Secchi foi utilizado para determinar o nivel de
transparéncia das dguas através da profundidade de Secchi, a qual foi empregada
na classificagdo de trofia do ambiente, discutido no capitulo 5. As medidas de
profundidade de Secchi foram realizadas entre 9:30 e 14:00 h de acordo com os

principios citados acima.
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4.2.5. Oxigénio Dissolvido

O oxigénio dissolvido (OD) provém, em geral, da dissolucdo do oxigénio
atmosférico na dgua e da producdo de oxigénio por organismos fotossintéticos,
principalmente o fitoplancton. A solubilidade do oxigénio € funcdo da altitude, da
temperatura e da salinidade do corpo d’agua (Libes, 1992).

O nivel de disponibilidade de OD na 4agua vai depender do balancgo entre a
quantidade consumida pela respiragcdo dos seres vivos presentes (fontes pontuais e
difusas), a quantidade produzida no proprio corpo d’agua através de organismos
fotossintéticos e a velocidade de difusdo para ou da atmosfera. A perda de
oxigénio no ecossistema aqudtico se dd, entdo, em processos de oxidacdo de
matéria orgénica, troca com a atmosfera e pela respiracdo dos seres vivos. Se o
balango de OD permanecer negativo por tempo prolongado, o corpo d’dgua pode
tornar-se anéxico (auséncia de oxigé€nio), causando a geracao de maus odores, o
crescimento de bactérias anaerdbicas e a morte de diversos seres aerdbicos,
inclusive peixes.

Portanto, o OD é um dos principais parametros de caracterizacio dos efeitos
da polui¢io das dguas decorrentes de despejos organicos. E interessante ressaltar
que valores de OD inferiores ao valor de saturacdo, que considera a salinidade e a
temperatura da amostra, podem indicar a presenca de matéria orginica em
decomposicdo e, valores superiores, podem indicar a existéncia de crescimento
anormal de algas.

A determinagdo do oxigénio dissolvido foi realizada pelo método
modificado de Winkler, a partir de Grasshoff ez al. (2000). A concentragdo de OD
é obtida em mgL"' e a partir de equacdes que relacionam a salinidade, a
temperatura e a concentracdo de OD, também pode-se obter o grau de saturacio

de OD na 4dgua (UAO %).
mg 0,.L1=0,1016.7.V. 16
f=5.v!

Onde: f € o fator da solugdo de tiossulfato de sédio; V é o volume de tiossulfato

de sddio utilizado na titulacdo.
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Os fatores das solucdes de tiossulfato de sédio 0.01 M utilizadas neste
estudo foram de 1,23 para a solu¢do de margo e de 1,39 para a solucdo de
setembro.

As amostras foram coletadas em frascos de vidro ambar de 125 mL com
tampa esmerilada, tomando-se o cuidado de ndo formar bolhas de ar na amostra e
de fixa-las in situ, podendo entdo, ser estocada por até doze horas em ambiente

escuro até a titulacao.

4.2.6. Clorofilaa,bec

A determinacdo de pigmentos € usada como uma estimativa de biomassa
fitoplanctonica, podendo ser empregada na determinagdo de indices de
assimilagdo de nutrientes juntamente com medidas de produtividade primdria. A
correlacdo entre concentracdo de clorofila e disponibilidade de nutrientes é,
geralmente, direta. Quando uma regido apresenta altas concentracdes de ambos,
pode ser considerada eutrofizada ou sob este processo (Mayr, 1998).

Dado que toda a producdo orginica de um ecossistema aquitico depende
dos organismos fotossintetizantes, é fundamental que se considere a medida desta
produgdo como o ponto de partida inicial para uma avaliagdo sobre o potencial
sustentdvel do mesmo (Tundisi e Tundisi, 1976).

Esteves (1998) menciona que a produtividade primdria de um ambiente
pode ser definida, em sentido amplo, como a sua capacidade de alimentar
organismos, isto €, a sua riqueza em nutrientes que possibilitem a vida e a
reproducdo de organismos aqudticos. A produgdo primdria refere-se a fixacao de
carbono inorganico produzindo matéria orginica a partir da fotossintese.

Dentre os fatores importantes relacionados a produtividade primdria, a
disponibilidade de nutrientes e a intensidade luminosa sdo fundamentais para
otimizar a producio de biomassa em ecossistemas aquiticos. Assim, a dindmica
dos compostos orgdnicos e inorginicos tem um papel fundamental na
produtividade em diversos ecossistemas marinhos (Tundisi et al., 1995).

Contudo, o proprio funcionamento do ecossistema faz com que outras
varidveis abilticas sejam consideradas, principalmente fatores fisicos, como
hidrodinamica, regime de ventos, salinidade e temperatura (Esteves, op. cit.).

Além disso, corpos de dguas tropicais, respondem a mudangas ambientais em
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curto prazo. Forcas climdticas e meteoroldgicas, como episédios andmalos de
intensa precipitacdo ou seca, ciclos relativos a rios e a maré, acdo de ventos fortes,
podem afetar rapidamente o processo biogeoquimico destes corpos (Knoppers et
al., 1990).

A produtividade bioldgica nas zonas costeiras estd, em muitos casos,
relacionada com a abundancia dos organismos planctonicos que constituem a base
energética para outros niveis tréficos. O fitoplancton faz parte desta base em
muitos ciclos alimentares em ambientes aqudticos e globalmente estd entre os
mais importantes produtores primdrios (Chiu et al., 1994).

A clorofila a € o composto mais comumente determinado em estudos
ambientais, por ser o pigmento de mais ampla ocorréncia nas populacdes de
microalgas em geral. Com a andlise de diferentes tipos de pigmentos, como é o
caso das clorofilas a, b e ¢ (figura 7), aliado a determinacio de outros pigmentos,
€ possivel estimar as familias de microalgas prevalecentes na regido de estudo e,
assim, utilizd-las como organismos bioindicadores da qualidade do ambiente, de
acordo com as caracteristicas e propriedades de cada grupo taxondmico (Jeffrey,

1997).

P11 RisHe

pa CHAEH o H P
P7

P11 A
CSSH72N405Mg 055H70N405Mg

COOCH3

Clor ¢4 Clor ¢ I Clor C3

A

CooH COOCH,O COOH COOCH, COOH cooc:,o C
CssH3oN4OsMg CasH2sN4OsMg C36H2sN4O;Mg

Figura 7: Estrutura molecular das clorofilas. A — clorofila a; B — clorofila b; C — clorofila ¢
total (cy + 2 + C3). Fonte: In Jeffrey et al. (ed.) (1997).
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As andlises metodoldgicas de clorofila empregadas neste trabalho seguiram
Parsons et al. (1984) e estdo descritas a seguir.

Foram filtrados, no fim de cada dia de coleta, em laboratorio, até 100 mL de
amostra. O volume filtrado depende da quantidade de sélidos em suspensdo
presente na agua, pois a filtracdo ocorre até a leve comatagio do filtro, sob viacuo
fraco, para que nao houvesse rompimento das células e cloroplastos. Utilizou-se
kit de filtracdo plastico e filtros de membrana de acetato de celulose HA 0,45 pm
de porosidade e 47 mm de didgmetro (Millipore®).

Os filtros foram congelados a -80 °C por 18 horas para serem entdo tratados
com solu¢do de acetona 90 %, em tubos de centrifuga, agitando-se vigorosamente,
e deixando-os em repouso em ambiente refrigerado e escuro por 16 horas.

Apés atingirem temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas de 5
a 10 minutos a 3000 rpm (centrifuga IEC Centra® modelo MP4R). A leitura
ocorreu em seguida em espectrofotdmetro de varredura (modelo DMS 100 UV-
Visivel — Intralab, Perkin Elmer®), utilizando-se cubetas de 1 cm, em
comprimentos de onda (3) diferentes: 630, 647, 664 e 750 nm. As amostras foram
lidas contra o branco (filtro limpo reagido na solugdo de acetona 90 %) em cada >.
Corrigiu-se a turbidez descontando-se os valores lidos no 3 750 nm de cada
resultado.

Os calculos para obtermos resultados de clorofilas a, b e ¢ sdo:

Co=11.85Esss — 1.54 Esy7 — 0.08 Es39

Cy=21.03 Esy7 — 5.43 Ess4 — 2.66 Eg3p

C.=24.52 Es30— 1.67 Eg64 — 7.60 Egy7
Onde: C,, Gy e C, representam os valores de clorofilas a, b e ¢, respectivamente,
em pg.mL™"; E é a absorbéncia j corrigida para o 3 750 nm; e C, corresponde ao

valor de clorofila c total (Parsons ef al., 1984).

Para o valor em miligrama de clorofila por metro ctibico, aplica-se:

Mg corofita - M> = (C.v).(V.10)"
Onde: v é o volume da solucdo de acetona 90 % utilizado em mL; V € o

volume de amostra filtrado em litros; e C € a quantidade do tipo de clorofila.
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4.2.7. Solidos em Suspensao (SS)

Seston - ou s6lidos em suspensdo (SS) - sdo pequenas particulas encontradas
na dgua.. O seston € constituido de uma fracdo mineral (ou inorganica) e outra
organica. As concentracdes na dgua sdo bastante varidveis no espaco e no tempo,
dependendo da hidrodindmica, do aporte terrestre, da constitui¢do do substrato e
margens dos corpos d’dgua, de fatores meteoroldgicos, bioldgicos, etc. As dguas
ocednicas profundas sdo pobres em SS, enquanto as 4guas continentais e,
principalmente, as estuarinas s@o bem mais enriquecidas (Strickland e Parsons,
1972).

A quantidade de SS foi obtida a partir dos filtros utilizados para
determinagdo de carbono orginico particulado, conforme descrito no item
seguinte. A massa dos filtros limpos e descontaminados (aquecimento em mufla a
450 °C por 8 horas — Quimis®), apds atingirem peso constante (medido em
balanga digital de 5 casas decimais — Mettler Toledo® modelo AT 261 Dela
Range), foi registrada. A diferenca de massa obtida entre o filtro com material
(seco em estufa a 60 °C até peso constante - Fanem modelo 315SE - Incibras®) e o

filtro limpo corresponde a quantidade de seston presente no volume filtrado.

4.2.8. Carbono Orgéanico (Corg) e Nitrogénio Total (NT)

A caracterizacdo da matéria organica (MO) no sistema de tributdrios é de
suma importincia e utilidade para se conhecer a origem, 0S processos e
caracteristicas da composi¢do geoquimica de todo o ecossistema estuarino.

A razdo C:N (Carbono:Nitrogénio) € determinada a partir de andlise
elementar e € uma ferramenta bastante utilizada para determinacdo da origem da
matéria organica para o meio e dos processos diagenéticos sofridos por ela.
Plantas e organismos liberam através da degradagado de seus tecidos, tanto carbono
quanto nitrogénio, constituintes das estruturas de suas proteinas. A entrada de
material orgdnico por esgoto doméstico fornece quantidades relativamente
maiores de carbono do que o aporte derivado de plantas. Assim, a razdo C:N pode
servir como refor¢o para o uso de esterdis como indicadores de polui¢do antrépica

(Lourenco, 2003).
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A matéria orginica de origem autdctone na &dgua, isto é, produzida
principalmente pela comunidade planctdnica local; tem razdo molar de C:N entre
5 e 7e C:Pem torno de 106 (Meyers, 1994). Valores de C:N superiores a 20 sdao
caracteristicos da matéria orgénica terrestre, produzida principalmente por plantas
superiores. Também variam as proporcdes relativas de carboidratos, lipidios,
proteinas e outras classes quimicas componentes da matéria orginica total de
acordo com sua origem (Macko et al., 1993; Meyers, 1994).

A metodologia utilizada para determinacdo de carbono e nitrogénio
organico foi adaptada de Verardo et al. (1990). Utilizou-se o método de
combustdo a seco em um equipamento CHNS (Analisador Elementar da CE
Instruments®, modelo EA 1110). O principio de funcionamento € baseado na
queima catalisada da amostra a alta temperatura.

As amostras de sedimento foram homogeneizadas depois de descongeladas
e foi retirada uma aliquota para ir a secura em estufa a 60 °C (Estufa de Secagem e
Esterilizacdo Fanem modelo 315 SE — Incibras®). Quando secas, as subamostras
foram maceradas em grau e pistilo de dgata. Cerca de 1 g deste sedimento foi
pesado em tubos plasticos de centrifuga de 50 mL (Sarstedt) usando-se balanga
digital de 4 casas decimais (Mettler Toledo® AT21 Compactor Pro Fact). As
amostras foram descarbonatadas para eliminacdo do carbono inorginico
(carbonato de célcio) com adi¢@o de cerca de 15 - 20 mL da solugdo aquosa de
HCI1 1 M (até obtencgéo de pH 2), deixando reagir em mesa agitadora (a 140 rpm)
por 20 horas. As amostras foram ent@o centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos
(Centrifuga Clinica Spin IV — Incibras®), para retirar o dcido e ao lavé-las com
dgua destilada 3 vezes, centrifugando entre as lavagens, com o cuidado para nédo
ocorrer perda de sedimento. As amostras foram secas a 60 °C em estufa com
circulagdo de ar mecénica (FANEM modelo 320-SE — Incibras®) até atingirem
peso constante, quando foram, entdo, remaceradas e levados a 105 °C em estufa
(General Signal — Lindberg® modelo SW-11TA-1) para retirar toda umidade
residual. Aliquotas de 5 - 10 mg foram pesadas em cédpsulas de estanho para
analise de CHNS. As amostras foram preparadas em duplicata e as andlises
repetidas no caso do coeficiente de variacdo ser maior que 20 %.

Na determinacdo de C e N do material particulado, as amostras de dgua
foram filtradas até comatacdo dos filtros (até cerca de 350 mL de amostra). A

filtracdo foi realizada a vacuo em kit de filtracdo de vidro, previamente
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descontaminado, utilizando-se filtros de fibra de vidro Whatman® GF/F de 0,7 um
de porosidade e 25 mm de didmetro, também previamente descontaminados e
pesados. Apds filtragdo, os filtros foram levados a peso constante em estufa a 60
°C para obten¢do da concentracdo de SS. Foram entdo, descarbonatados a partir da
exposicdo a vapores de dcido cloridrico concentrado por 18 horas, e secos em
estufa a 60 °C por 48 horas, para subamostragem de pequenos circulos de 0,5 cm
de didmetro. Antes de serem acondicionadas nas capsulas de estanho, as aliquotas
passaram uma noite a 105 °C para retirada da umidade residual.

As amostras foram analizadas em triplicata, todos os coeficientes de
variagdo (CV) estiveram abaixo de 20 %. Uma amostra (F-1-5) foi analisada em 6
aliquotas para testar a repetibilidade do método. Os coeficientes de variacao (CV)
desta amostra foram de 16,43 % para N e de 11,32 % para C.

Todo o material utilizado nas andlises de C organico e N total foi
previamente descontaminado em mufla (a 450 °C, por 8 horas) para a retirada de
qualquer trago de substincias orginicas porventura presente.

As concentragdes de Corg e NT foram obtidas a partir de uma curva de
calibragdo no equipamento utilizando-se como padrio BBOT (Cy6HasN2O,S —
2,5-Bis-(5-tert-butyl-benzoaxazol-2-il)-thiophen) - Thermo Quest Itdlia s.p.a. —
CE Instruments®. As cdpsulas limpas de estanho foram testadas e ndo foram
encontrados tragos de C ou N.

A precisdo do procedimento analitico instrumental foi calculada com base
nas determinacdes do padrio BBOT como amostra desconhecida, ao longo da
leitura das amostras. Os percentuais encontrados para cada elemento estiveram
sempre dentro da faixa satisfatoria de 10 % do valor certificado (72,53 % de C, e
6,51 % de N).

O limite de detec¢do (LD) do equipamento foi calculado da seguinte forma:
pesou-se massas decrescentes até o minimo valor detectavel, cerca de 0,1 mg do
padrdo cistina (nesta massa n = 7), analizando-as; o valor do LD foi calculado
como 3 vezes o desvio padrdo dos resultados dessas andlises para carbono e para
nitrogénio. Os valores do LD encontrados em percentual de massa foram de 0,06
9% para C e de 0,01 % para N. O Limite de quantificacdo (LQ) do método é o

mesmo valor do LD, ja que corresponde a uma massa minima.
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4.2.9. Granulometria

A andlise das dimensdes das particulas sedimentares € importante para
indicar sua origem (tipos de rochas), seu transporte e seus ambientes
deposicionais.

“Andlise granulométrica consiste na determinacdo das dimensdes das
particulas que constituem as amostras representativas do sedimento e no
tratamento estatistico dessa informacgdo” (Dias, 2004). Essa determinagdo e o
estudo da distribuicdo das particulas sedimentares podem ser feitos pelo peso da
classe dimensional considerada, pelo seu volume, ou pelo nimero de particulas
integradas em cada classe. Quanto menor for a amplitude das classes
granulométricas, melhor € a descri¢io da variabilidade dimensional das particulas
que constituem o sedimento (Dias, op. cit.).

As andlises granulométricas foram realizadas no Analisador de Particulas a
Laser (CILAS® modelo 1064) pelo método de difratometria a laser, comumente
designado LALLS — Low Angle Laser Light Scattering. Este método baseia-se no
principio de que o dngulo de difragdo € inversamente proporcional a dimensdo da
particula. O equipamento utilizado apresenta faixa analitica de 0,04 microns a 500
microns, 64 detectores e 100 classificacdes de tamanho de particulas, e dois
emissores de laser para uma melhor precisdo na faixa do submicron. No
funcionamento do equipamento, um laser de He-Ne produz um feixe de luz
monocromatico, com A de 830 nm (banda do infra-vermelho) e outro com A de
635 nm (banda do vermelho), que iluminam uma célula de medida onde se
encontra o fluido com as particulas. A luz incidente é difratada pelas particulas
sendo entdo gerado um padrdo de difracdo estdvel, independente do movimento
das particulas. Este padrao de difracdo é focado por uma lente, para um detector
fotoelétrico constituido por um conjunto de detectores de silicio foto-sensitivo.
Produz-se, deste modo, um sinal proporcional a intensidade da luz incidente, o
qual, apés ser amplificado por um tubo fotomultiplicador, € transmitido a um
computador que registra o padrao de difragdo e realiza as integracdes necessérias.
Teoricamente, este tipo de equipamento determina o volume das particulas,
deduzindo-se o seu raio (Dias, op. cit.).

A presenga de duas fontes de luz para a difrag@o, com A diferentes — comum

nos equipamentos mais modernos - permite ao instrumento cobrir toda a classe
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granulométrica em uma Unica medi¢do, sem qualquer ajuste mecanico ou
realinhamento 6tico, com maior resolugdo no que se refere as particulas com
dimensodes inferiores a um micrometro. As particulas finas sdo medidas pelo
modelo de difracdo aplicando a teoria de Fraunhofer ou de Mie. As particulas
mais grosseiras sdo medidas a partir de imagens em tempo real da Transformacio
Répida de Fourier (“Fast Fourier Transform’), obtidas por uma cimera CCD
equipada com uma unidade de processamento digital (DSP) (CILAS, 2005).

Neste estudo, as amostras de sedimento imido foram homogeneizadas e
subamostradas em cerca de 1 g. A fragdo cascalho € separada do restante da
amostra, umida, em peneira de 500 pm. Apds esta primeira peneiracdo, as
amostras foram entdo, levadas diretamente ao aparelho, onde passaram em ultra-
som com 4gua destilada por 5 minutos, para melhor homogeneizacdo, antes da
separacao granulométrica nas 100 peneiras, determinada pelo laser. Entre cada
amostra, o aparelho é programado para rinsagem dos suportes por 4 vezes com
dgua destilada. As amostras referem-se a granulometria total.

Os dados gerados pelo equipamento foram tratados no programa
GRADISTAT (Blott, 2000) disponibilizado na internet. A partir deste programa
obteve-se a divisdo granulométrica de cada amostra e a distribuicdo de particulas
na drea de estudo, representada por um diagrama. A tabela 6 apresenta a escala de

tamanho adotada pelo programa GRADISTAT.
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Tabela 5: Escala de tamanhos de grdo do programa GRADISTAT (Blott, 2000),
modificada de Udden (1914) e Wentworth (1922).

Tamanho do Grio

Termo Descritivo

phi mm
Muito Gande
-10 1024
Grande
-9 512
Médio Boulder
-8 256
Pequeno
-7 128
Muito pequeno
-6 64
Muito grosseiro
-5 32
Grosseiro
-4 16
Médio Cascalho
-3 8
Fino
-2 4
Muito fino
-1 2
Muito grosseiro
0 1
microns Grosseiro
1 500
Médio Areia
2 250
Fino
3 125
Muito fino
4 63
Muito grosseiro
5 31
Grosseiro
6 16
Médio Silte
7 8
Fino
8 4
Muito fino
9 2
Argila

Nota: O sindnimo de Boulder em portugués é matacao, pedago de rocha.
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4.2.10. Umidade do sedimento

A quantidade de dgua numa amostra € importante para se conhecer o tipo
de ambiente estudado.

O teor de 4dgua das amostras de sedimento foi determinado por diferenca
de peso entre uma aliquota do sedimento imida e seca a peso constante. Para tal,
foi utilizada estufa a 60 °C e balanga analitica de 4 casas decimais. As amostras

levaram, em média, uma semana para atingirem o peso constante.

4.2.11. Lipidios Totais Extraiveis (TLE)

Os lipidios totais extraiveis, ou dleos e graxas, constituem a quantidade de
lipidios separados da matriz da amostra apds a etapa da extragdo organica.

ApOs a etapa da extracdo organica, os extratos foram levados a exatos 1.000
uL de diclorometano por rotoevaporacio (Evaporador Rotativo modelo MA120 -
Marconi®) a vécuo e reducdo em fluxo de nitrogénio ultra puro (AGA®) e ajuste
de volume. Em cépsulas de aluminio descontaminadas e taradas, foram pesadas
aliquotas de 5-10 uL de amostra e evaporadas em aquecimento leve. Pelo menos
trés repeticdes das pesagens foram realizadas para obtencdo de uma média de
massa de TLE (mg) com um coeficiente de variacio menor que 10 %. Tal
resultado é dividido pela massa de sedimento seco extraida, resultando na
quantidade de TLE em mg.g"' de amostra. A balanga utilizada foi uma Mettler
Toledo® AT21 digital de 6 casas decimais.

Esse procedimento foi realizado para todas as amostras (material particulado
e sedimentos) e brancos, mas somente se obteve resultados maiores que o limite
de detec¢do (massa maior que zero) nas amostras de sedimento e nos filtros

referentes a amostra de esgoto bruto, ja que o volume utilizado € muito pequeno.
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4.2.12. Esterois

Um grupo de 14 esterdis foi determinado por cromatografia gasosa acoplada
com espectrometria de massas (CG/EM). Para tal, diversas etapas analiticas foram
necessdrias para a separacdo dos esterdis de suas matrizes. Em seguida serdo
descritos essas etapas e os cuidados tomados em cada uma para assegurar uma boa

qualidade analitica.

4.2.12.1. Descontaminacao

Toda a vidraria utilizada para determinacéo de esterdis sofreu lavagem com
dgua de torneira e detergente; tratamento em extran; lavagem com 4gua destilada;
secagem em estufa a 60° C; e descontamina¢do em mufla a 450° C por no minimo
6 horas, ou descontaminag@o com solventes organicos (acetona e diclorometano).

Os solventes utilizados foram: acetona (CH3;COCHj3), n-hexano (CgHiy),
diclorometano (CH,Cl,), metanol (CH3OH) e acetonitrila (CH3CN). Todos os
solventes utilizados foram grau cromatografico (pureza > 99.9 %) da Merck® ou
da Mallinckrodt Chemicals®.

Todos os reagentes utilizados foram Merck® pré andlise (p.a.), com grau de

pureza > 99 % e foram preparados das seguintes formas:

» Sulfato de sédio anidro p.a (NazSOy): descontaminado em mufla a 450°
C durante 8 horas. Mantido em estufa a 170 °C e resfriado em
dessecador antes de ser utilizado.

» Silica Gel 60 - SiO; (0,063-0,200 mm): ativada em estufa a 170 °C por
12 horas. Resfriada em dessecador antes de ser utilizada.

»  Alumina - ALO;3 (Aluminio oxido 90 ativo neutro; 0,063-0,200 mm):
descontaminada em mufla a 450° C durante 8 horas. Ativada em estufa a
170 °C. Desativada, a 2 % (p/v), com adicdo de 4agua destilada
previamente extraida com n-hexano e agitagdo vigorosa, antes de ser
utilizada.

» Cobre ativado: sulfato de cobre (II) pentahidratado p.a. (CuO4S.5H,0)

diluido em é4gua destilada na proporcao de 1:10 com adi¢do de zinco em
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p6 na proporcdo de 1:3 de sulfato de cobre. A solucdo foi lavada com
acetona e diclorometano e reservada protegida da luz e calor.

» Ld de vidro: descontaminada em mufla a 450° C durante 8 horas.

4.2.12.2. Etapas Analiticas

A figura 13 representa o resumo da metodologia analitica empregada na

determinagdo dos esterdis. Cada etapa é detalhada a seguir.

Extragdo:

Cerca de 1g de sedimento seco, em estufa a 60 °C, foi submetido a extracio
em Soxhlet, por 24 horas, utilizando-se como solvente 210 mL da solucdo
diclorometano:metanol 2:1 (v:v). Foram adicionados diretamente sobre o
sedimento 1000 ng do padrdo subrogado de recuperacdo, o androstanol (Sa-
androstan-3f3-ol), para acompanhar o desempenho da metodologia analitica
adotada para esteréis. Foram encontradas recuperacdes entre 60 e 120 %. Também
foram adicionados padrdes de recuperagdo para determinac¢des de hidrocarbonetos
alifaticos e aromadticos, separados na primeira e segunda fracdo da coluna
cromatografica, mas cujos resultados ndo sdo apresentados neste trabalho.

Para retirada do metanol aplicou-se as amostras o processo de salting out
com solugdo salina na propor¢do 2:2:1,8 (v:v) diclorometano : metanol : solucio
aquosa de cloreto de so6dio 20 %. Para atingir tal proporcdo, adiciona-se aos
extratos das amostras 126 mL da solu¢do NaCl 20 % (extraida com n-hexano) e
70 mL de metanol, agitando-os vigorosamente em funis de separacdo de 0,5L de
vidro ou teflon. A fase orgénica é extraida com n-hexano (3 vezes com 30 mL) e
dgua extraida em n-hexano (2 vezes com 30 mL). A dgua residual é retirada com
adicdo de sulfato de sédio anidro e repouso por 12 horas. O extrato € reduzido a

cerca de ImL por rotoevaporagao e fluxo de nitrogénio ultrapuro.
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Amostra:
*+ 1 g sed seco; filtro

- Adicao de padrdes subrogados de
recuperacgao;

- Extracdo em Soxhlet
(diclorometano:metanol 2:1);

- Lavagem com NaCl 20 %;

- Concentracao do extrato.

[ + 1 mL Extrato ]

- Determinacao de TLE.

Coluna Cromatogréfica
(5 mg de lipidios)

| : ]

( N\
CeH14 CeH14:CH2Cl (1:1) CH2Cla:CH3OH (9:1)
55 mL 50 mL 50 mL
g J
F1 F2 F3
Hidrocarbonetos Hidrocarbonetos Esterois
Alifaticos Aromaéticos
- Concentragéo;
- Derivatizacao;
- Adicao de PI.

Determinacao dos esterdis
em CG-EM

Figura 8: Fluxograma da metodologia analitica utilizada.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0410379/CA


PUC-RiIo - Certificacéo Digital N° 0410379/CA

64

Coluna cromatogrdfica:

Ap6s obtencdo do TLE das amostras, utilizou-se volume correspondente a 5
mg de lipideos de cada amostra, cujo solvente foi substituido para n-hexano, para
separar as fracdes orginicas na coluna de separagdo. A coluna tem 13 mm de
diametro interno e foi montada em diclorometano com 1 g de alumina e 11 g de
silica gel para separacdo cromatografica, 1 g de sulfato de sédio anidro para
retengdo de 4dgua residual e 1 g de cobre ativado para retengcdo de enxofre. Os
eluentes utilizados foram:

» 55 mL de n-hexano para a retirada dos hidrocarbonetos alifaticos;

» 50 mL da solugdo diclorometano:n-hexano 1:1 (v:v) para retirada dos

hidrocarbonetos aromaticos €;

» 50 mL da solugdo diclorometano:metanol 9:1 (v:v) para retirada dos

compostos mais polares - esterdis.

Cada fracdo foi concentrada por rotoevaporagdo e em fluxo de nitrogénio
ultrapuro.

A coluna foi previamente calibrada para a boa separacdo dos compostos,

testando-se os volumes e eluentes utilizados em cada fragao.

Derivatizagdo:

A fracdo dos esterdis foi levada a secura sob fluxo de nitrogénio.
Adicionou-se as amostras 500 pL de acetonitrila e 200 pL do reagente
derivatizante BSTFA (N,O-bis(trimetillsilil)trifluoroacetamida, >99 % de pureza,
grau cromatografico, Supelco®) e aqueceu-se a 60 °C por 15 minutos. O excesso
de reagente foi retirado em fluxo de nitrogénio ultrapuro e as amostras foram
retomadas em volume conhecido (1 mL) de diclorometano. Adicionamos entfo,
1000 ng de colestano (Cy;Hys -Sa-colestan) como padrao interno de quantificagdo
a todas as amostras.

Essa etapa é necessdria para que os esterdis sejam identificados na
cromatografia. Os reagentes derivatizantes promovem a trimetilsilanizacdo de
compostos organicos polares, trocando hidrogénios ativos pelo grupo trimetilsilil
(-Si(CH3)3) (figuras 9 e 10). O BSTFA reage mais rapidamente, ¢&
termodinamicamente mais estdvel e € menos suscetivel a hidrélise que outros
reagentes silanizados, além de causar menos interferéncias cromatograficas por

ser mais volatil. Mas deve-se ter o cuidado de evitar a umidade, por isso, essa
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etapa foi desenvolvida em atmosfera de nitrogénio ultrapuro dentro de uma capela

inflavel (Two hand AtmosBag — Aldrich®).

CH3 CH3 CH Para BSTFA,

CHs 5t & X= CFg—C = N —Si(CHy)3

Amosia —O: CHy —Si—X = [Amostra—é"'Si—X] —> Amosta —O—8i—CHg + HX

H

0
CH H CHs CHa

Figura 9. Reagéo geral para a formagao do derivado trialquilsilil. Fonte: Supelco® (2003).

BSTFA
X Si(CH3)
\|O

colesterol derivado trimetil-silicico

Figura 10. Reacdo de derivatizagdo esterdis utilizando BSTFA. Fonte: adaptado de
Lourengo (2003).

Determinacdo por CG / EM:

A fracdo dos esterdis foi analisada por cromatografia em fase gasosa

acoplada a espectrometria de massas (CG/EM), utilizando-se equipamentos da

. . ® . A
Thermo Finnigan~ (cromatégrafo modelo Trace e espectrOmetro de massas

modelo GCQ Plus). A programacio dos equipamentos foi a seguinte:

>

Coluna capilar DBSMS-MSD (5 % metil-fenil silicone), com 30 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro e revestida com camada de filme de
0,25 wm de expessura;

Temperatura do injetor: 250 °C;

Modo de inje¢@o: sem divisdo do fluxo (splitless);

Volume de injecdo: 1 pL, programando-se lavagens da seringa 8 vezes
com 7 pL de cloreto de metileno e 1 vez com a propria amostra antes de
cada inje¢do e 9 vezes com 7 UL cloreto de metileno depois de cada
injecdo;

Gas carreador: hélio, sob fluxo constante de 1,2 mL.min'l, ao longo da

rampa de temperatura;
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» Programa de temperatura: inicio a 60 °C durante 1 minuto, 6 °C.min™" até
290 °C, o que leva cerca de 38 minutos, permanecendo nesta temperatura
por 20 minutos, 12 °C.min™" até 305 °C, permanecendo nesta temperatura
por mais 5 minutos. O tempo total da corrida foi de 59 minutos;
Temperatura da linha de transferéncia entre o CG e o EM: 300 °C;

Modo de aquisi¢do: total de fons na faixa de 50-550 u.m.a. (Full Scan);
Atraso de solvente: 7 minutos;

Temperatura da fonte: 200 °C;

Taxa de aquisicdo: 0,52 segundo;

Impacto eletrénico: 70 eV;

V V V V V V V

Corrente de emissido: 250 mA.

A identificacdo dos esterdis foi feita por tempo de retengdo (tabela 6), este
determinado usando-se padrdes auténticos na curva de calibrag@o (a partir de uma
solugdo de 9 esterdis injetados na faixa de concentragdo de 59,50 a 7.830,00
ng.mL’l) e por comparacdo de espectros de massas caracteristicos produzidos
pelos esterdis. Espectros de massas publicados na literatura foram utilizados para
identificacdo de esterdis para os quais ndo tinhamos disponiveis padrdes
auténticos.

As respostas no CG/EM variam para cada esterol pois a drea de cada pico €
relativa a estrutura da molécula e aos ions gerados. Cria-se entdo um Fator de
Resposta Relativo (FRR), que € calculado automaticamente a partir da curva de
calibragdo e de um padrdo interno de quantificagdo (PI). A quantificacdo dos
esterdis foi feita pelo software do equipamento utilizado, através da area do

padréo interno e do esterol de interesse e do FRR calculado:

Massagieror = (A/reaes,eml/ Aream) x (Massap; / FRR)

Dividindo a massa do esterol (ng) pela massa de sedimento extraida (g),
obtemos as concentragdes em ng. g’1 de sedimento seco.

As concentracdes dos esterdis identificados sem padrdes auténticos foram
obtidas através da curva de calibracdo de esterdis com padrdes que apresentam
fragmento de massa comum, ajustando-se os tempos de retencdo referentes aos

compostos verdadeiros. Assim, o epi-colestanol foi calculado a partir da curva do
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coprostanol; o campestanol a partir do campesterol; o -sitostanol, o dinosterol e o
dinosterol-8(14) a partir do B-sitosterol.

As curvas de calibracio dos ester6is com padrées auténticos, oS
cromatogramas dos principais esterdis identificados, assim como seus espectros

de massas estdo apresentados no Apéndice.
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Tabela 6: Tempos de Retencéo e fons utilizados na identificagdo e quantificagdo dos esterois por GC-EM.

TR lon lon
Cédigo Nome Simples  Nome Completo (min.) TRR Molec  Quan ion 1 ion 2 ion 3 ion 4 ion 5
S1 Coprostanol 5B-colestan-3B-ol 40,11 0,970 460(5) 370,4 355,3 215,3 257
S2 Epi-coprostanol 5B-colestan-3a-ol 40,21 0,972 460(3) 370 355 215 257 56
S3 Epi-colestanol 5a-colestan-3a-ol 40,40 0,977 373 374 388 355 215 233
S4 Coprostanona 5B-colestan-3-ona 40,97 0,991 386,4 231,3 316,3
S5 Colesterol colest-5-en-3p3-ol 41,36 1,000 458(18) 458,3 368,3 353,4 329,3 443,4
S6 Colestanol 5a-colestan-33-ol 41,50 1,003 460(27) 4453 460,3 403,4 370,4 356,3 215,3
S7 Colestanona 5a-colestan-3-ona 41,67 1,007 386,4 231 371
S8 Campesterol 24-metilcolest-5-en-343-ol 43,00 1,040 472(20) 382,4 472,4 367,4 343,3
S9 Campestanol 24-metil-5a-colestan-33-ol 43,17 1,044 474(42) 4743 459 417 384 369
S10 Estigmasterol 24-etilcolesta-5,22-dien-343-ol 43,53 1,052 484(10) 394,4 4844 255,4
S11 -sitosterol 24-etilcolest-5-en-33-ol 4459 1,078 486(15) 396,5 357,3 486,4
S12 B-sitostanol 24-etilcolestan-33-ol 44,80 1,083 488(45) 473,4 431,4 398.,4 383,4 215,3
S13 Dinosterol 40,23,24-trimetil colest-22-en-33-ol 45,37 1,097 500(5) 359,3 373,3 388,3 500,4
S14 Dinosterol-8(14)  4a,23,24-trimetil colest-8(14)-en-33-ol 46,42 1,122 500(100) 485 410 395 269 243 227
PR Androstanol 5a-androstan-33-ol 31,44 0,760 333,2 257,3
PI Colestano 5a-colestan 37,78 0,913 372 372,3 148,3 217,3 218,2 357,4 373,4

Legenda: TR — Tempo de Retengdo em minutos; TRR — Tempo de Retengéo Relativo (TR de cada esterol dividido pelo TR do colesterol; permite a nogao da

ordem de separacdo dos esterdis pela coluna cromatografica); fon Molec — fon Molecular dos compostos, 0s niimeros em parénteses representam a

intensidade espectral desses ions; fon Quan — fon de Quantificagdo utilizado para a identificacdo do composto pelo CG-EM, os demais ions (1 a 5) sdo os

ions de confirmagao da identificacdo do composto; PR — padrao de Recuperagao analitica do método; Pl — Padrao Interno de quantificagao dos esteréis
utilizado pelo CG-EM.
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Controle de qualidade do método:

Nio existem sedimentos certificados para esterdis, portanto, a confiabilidade
do método foi obtida, além do cdlculo da recuperacdo do padrdo subrogado, a
partir de andlises em triplicata de um sedimento de referéncia de calibracio
interlaboratorial (IAEA — 417 da Agéncia de Energia Atomica Internacional, de
2000) analisado por trés laboratdrios distintos, utilizando a mesma metodologia
como para as amostras. A recuperacdo média das determinagdes do sedimento de
referéncia foi de 95 % e o desvio padrio de 16,27 %. E para testar a
reprodutibilidade do método foram realizadas andlises em triplicata da amostra X
coletada em 02 de marco de 2004. A recuperacio média das determinacdes da
amostra X foi de 77 % e o desvio padrdo foi de 12,16 %. Tais resultados estdo
apresentados no capitulo 4.3.

Brancos de procedimento analitico também foram realizados (n = 7), com
valor médio de recuperacdo de 50,28 % e desvio padrdo de 6,87 %. Foi
encontrada uma massa média de 72,89 ng de colesterol nos brancos. Todos os
valores de esterdis encontrados nos brancos foram descontados das amostras (no
Apéndice).

O limite de deteccdo (LD) do método foi considerado como trés vezes o
desvio padrio de oito injecdes da solucdo de padrdes auténticos de menor
concentracdo detectavel (equivalente a cinco vezes a altura da razdo sinal/ruido).
O primeiro ponto da curva de calibragdo de cada composto coincidiu com o limite
de deteccdo, por isso utilizamos esse mesmo valor como limite de quantificacio
(LQ) do método. Os limites de deteccdo e quantificacdo encontrados para este

método no CG/EM estdo reportados na tabela 7.
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Tabela 7: Limites de Deteccao e Quantificagdo e maiores valores da Curva de Calibragao
de cada esterol quantificado para todas as amostras ambientais analisadas.

LD=LQ Concentrac6es mais altas da
Composto a . . 4

(ng.g) curva de calibracao (ng.g™)
Coprostanol 14,00 - 66,35 1043,22 - 4329,38
Epi-colestanol 17,41 - 72,26 1043,22 - 4329,38
Epi-coprostanol 15,99 - 66,35 1108,96 - 4602,18
Coprostanona 13,89 - 57,66 894,40 - 3711,78
Colesterol 12,78 - 53,04 1297,78 - 5385,79
Colestanol 19,29 - 80,07 1431,79 - 594191
Colestanona 27,94 - 11594 1906,47 - 7911,86
Campesterol 13,39 - 55,58 861,30 - 3574,38
Campestanol 13,39 - 55,58 861,30 - 3574,38
Estigmasterol 18,10 - 75,10 1113,52 - 4621,12
B-sitosterol 13,00 - 86,44 1233,91 - 5120,72
B-sitostanol 20,83 - 86,44 1233,91 - 5120,72
Dinosterol 20,83 - 86,44 1233,91 - 5120,72
Dinosterol-8(14) 20,83 - 86,44 1233,91 - 5120,72

PUC-RiIo - Certificacéo Digital N° 0410379/CA

Nota: Os LD (limite de deteccao) e LQ (limite de quantificagao) para a amostra de esgoto
Bruto (EB) variaram de 185,27 a 386,47 ng.L" para os compostos analisados e a maior
concentracdo da curva de calibragdo variou entre 11.914,60 e 26.372,87 ng.L" para os
compostos analisados.

As amostras cujos valores estiveram fora da curva de calibragdo sofreram diluigbes de
até 20 vezes antes de serem reanalisadas.

O tratamento estatistico descritivo foi aplicado a todos os resultados obtidos
neste trabalho. Teste de correlacdo ndo-paramétrica de Spearman também foi
aplicado e os resultados utilizados na discussdo dos dados estéo relatados ao longo

do texto.

4.3. TESTES METODOLOGICOS

A metodologia para a andlise dos esterdis por GC-EM foi otimizada através

de testes metodoldgicos tendo como base métodos descritos na literatura. Estes
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testes sdo descritos a seguir e os resultados deles apresentados nas tabelas 1A, 2A

e 3A no Apéndice.

TESTE 1: TESTE DE DERIVATIZACAO:

Para escolher o método de derivatizagdo da fracdo de esterdis mais eficaz
para determinacdo no CG-EM foi realizado um teste com solugdes contendo 9
padrdes auténticos de esterdis. Quatro aliquotas com a mesma concentragdo foram
submetidas a derivatizacdo a seco e outras quatro, também com a mesma
concentracdo, foram derivatizadas em 500 pL de acetonitrila. Em ambos os
métodos a derivatizacdo foi realizada com a adi¢cdo de 200 uL de BSTFA e
aquecimento a 60 °C por 15 minutos. O reagente é posteriormente evaporado em
fluxo de nitrogénio e o extrato € avolumado a exatos 1 mL com diclorometano e
adiciona-se 1000 ng de colestano como padrdo interno.

Como pode ser observado na tabela 1A no Apéndice, os resultados de maior
repetitividade foram os obtidos com a derivatizagdo em solucao, neste caso 500
uL de acetonitrila, cujos coeficientes de variagdo estiveram entre 1,82 e 4,83 %.
Da mesma forma, as recuperagdes foram maiores na derivatizagdo em solugdo,
com valor médio de 87,99 % e desvio padrdo de 2,07 %. Esta metodologia foi

entdo aplicada também as amostras.

TESTE 2: TESTE DE EXTRACAO ORGANICA COM SEDIMENTO
REFERENCIADO:

Para verificar-se o método de extracdo organica mais eficaz para separacio
dos esterdis da matriz sedimento realizamos um teste de extracdo utilizando o
sedimento referenciado pela IAEA (IAEA-417) empregando duas misturas de
solventes orgénicos diferentes na extracdo por refluxo em Soxhlet, uma de
acetona:diclorometano 1:1 (v:v) e outra de diclorometano:metanol 2:1 (v:v).
Foram extraidas 4 réplicas do sedimento referenciado para cada mistura de
extragdo, todas por 24 horas.

Como pode ser observado na tabela 2A no Apéndice, os valores das
concentracdes dos esterdis sdo semelhantes para ambas as extragdes. Entretanto,

os resultados de maior repetitividade foram os obtidos utilizando-se como
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solvente de extracdo a solucdo diclorometano:metanol 2:1 (v:v), cuja média do
coeficiente de variagdo para os esterdis fecais (os 6 primeiros da tabela 2A no
Apéndice) foi de 11,48 %. Da mesma forma, as recuperacdes do padrio
subrogado (androstanol) foram melhores com este solvente, com valor médio de
95,50 % e desvio padrao de 23,02 %. Esta metodologia foi entdo aplicada também
as amostras.

Os resultados reportados por quatro laboratdrios dentro do programa de
intercalibracdo laboratorial da TAEA para esterdis no sedimento IAEA-417 estio
apresentados na tabela 4A no Apéndice. Estes resultados reportados pela IAEA
apresentaram faixas de concentracdes grandes. Nesse contexto, observa-se que os
resultados dos esterdis obtidos com a metodologia adotada neste estudo foram
dentro dessas faixas e que os coeficientes de variagdo obtidos neste estudo

estiveram consideravelmente baixos.

TESTE 3: TESTE DE REPRODUTIBILIDADE - AMOSTRA X:

Para atestar a reprodutibilidade da metodologia adotada na determinacio de
esterdis por CG-EM, esta foi empregada em quatro aliquotas da amostra X -
amostra de sedimento superficial da Baifa de Guanabara - coletada em 02 de margo
de 2005. A metodologia empregada neste teste consiste na descrita no item
4.2.12.2.

Na tabela 3A no Apéndice observamos que os resultados mostraram
repetitividades bastante razodveis para todos os esterdis, considerando-se a
complexidade da matriz. Os coeficientes de variacdo estiveram entre 4,85 e 22,56
% e o valor médio das recuperacdes foi de 77,02 % com desvio padrio de 12,16

%.
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