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RESUMO

A poluicao dos mares, baias e estuarios provocada pela emissao de efluentes
industriais e residenciais contendo ions metalicos € um dos principais fatores que
favorece a contaminagdo dos moluscos bivalves. Esses organismos sofrem de
maneira intensa a bioacumulacdo de ions metdlicos, mesmo em baixas
concentragdes, tornando-se muitas vezes improprios para o consumo humano e,
além disso, podem refletir o grau de contaminagao ambiental.

Métodos de digestdo com aquecimento assistido por microondas (MW) e com
bloco digestor (BD) foram desenvolvidos para a determinacado de ions metalicos em
tecido de moluscos bivalves, por Espectrometria de Emissdo Optica em Plasma com
Acoplamento Indutivo (ICP OES). Um planejamento de misturas do tipo simplex-
centréide foi utilizado para estudar o efeito dos reagentes HNO3, HCI e H,O, nos dois
métodos. A analise de material de referéncia certificado de tecido de ostra (SRM
1566b - NIST) em condig¢des instrumentais otimizadas e nos comprimentos de onda
selecionados, apresentaram recuperagao dos ions estudados entre 90 - 105%, para
o método de digestdo com aquecimento assistido por MW, e entre 90 - 100% para o
método de digestdo com aquecimento no BD. A eficiéncia das digestbes foi avaliada
pela determinacao do carbono organico total (TOC) presente na solu¢ao, obtendo-se
uma variagao de 0,05 a 0,64%. A acidez das solug¢des variaram de 1,3 a 5,6% sendo
que as solugdes provenientes da digestdo em forno de MW apresentaram menores
valores comparados com a decomposicdo no bloco digestor. Usando o
modelamento de misturas foi possivel ajustar modelos matematicos e determinar a
composicdo adequada da mistura HCI - HNOj3; - H,O, para a decomposi¢cdo de
tecidos de moluscos bivalves. As proporgcdes dos componentes foram 0,333: 0,333:
0,334 e 0,200: 0,200: 0,600 para digestdo assistida por microondas e em bloco
digestor, respectivamente.

Os métodos empregados permitiram determinar macro e microconstituintes
em tecidos de moluscos, constituindo-se em importantes ferramentas a serem

empregadas para a solugédo de problemas ambientais.
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ABSTRACT

The pollution of oceans, bays and estuaries as a result of industrial and
domestic effluents that contain metallic ions is one of the most important factors that
lead to the contamination of bivalve molluscs. These organisms are greatly affected
by the bioaccumulation of inorganic species, even at low concentrations, reflecting
the environmental contamination level. Under these conditions the ingestion of this
kind of food is not recommended.

Digestion methods based on heating in a microwave oven (MW) or with a
digester block BD) for the subsequent determination of metallic ions in bivalve tissues
by Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP OES) were
developed. Mixtures planned using a simplex-centroide program were to study the
effect of the reagents HNO3, HCI e H20; in both methods. The analysis of a certified
reference material of oyster tissue (SEM 1566b — NIST) under the optimized
instrumental conditions at the selected wavelengths showed recoveries of 90 -105%,
for digestion by MW and of 90 -100%, for digestion by BD. The efficiency of digestion
was evaluated by the determination of total organic carbon (TOC) remaining in the
solution and values between 0.05 and 0.64% were obtained. The digestion using MW
heating showed lower values compared with BD decomposition. Using the modelling
of the mixtures it was possible to determine the most adequate composition of HCI-
HNO3-H20, mixture for the decomposition of bivalve mollusc tissues. The ratios of
mixtures were: 0.333:0.333:0.334, for MW digestion and 0.200:0.200:0.600 for BD
digestion.

The developed methods allowed the determination of macro and
microconstituents in mollusc tissues and are important tools for environmental

studies.
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Introducéao

1. INTRODUGCAO

Os ambientes marinho e costeiro do Brasil vém sofrendo nos ultimos anos
um consideravel processo de degradagdo ambiental, gerado pela crescente
pressao sobre os recursos naturais marinhos e continentais e pela capacidade
limitada desses ecossistemas absorverem os impactos resultantes. Alteracao ou
destruicdo de habitats, alteracbes na sedimentacdo e poluicdo industrial
constituem-se nos maiores impactos ambientais na zona costeira brasileira,
especialmente em regides proximas aos grandes centros. Inumeras baias e
estuarios estdo com seus habitats naturais comprometidos pela poluicdo e
exploragao dos recursos naturais (MARINS, 2004; CRA, 2004; KENNISH, 1997).

A regido estuarina da Baia de Todos os Santos (BTS) sofre impactos
ambientais devido as atividades industriais e centros urbanos em suas margens.
Esta baia é constituida por densos manguezais (GERMEN, 1997). O manguezal é
um dos ecossistemas mais importantes na cadeia tréfica, tipico de areas tropicais
e subtropicais, considerado entre os ecossistemas o de maior produtividade do
planeta, devido a grande quantidade de matéria organica nele gerada e liberada
para as aguas costeiras na forma de detritos, compondo a base alimentar da
fauna e da flora (SCHAEFFER-NOVELLI, 1995).

As regides de manguezal encontram-se, geralmente, em locais de baixa
energia, ocupando substratos cujos sedimentos sdo pouco arejados, ricos em
matéria organica, constituindo o habitat natural de diversas espécies que estao
adaptadas para esse tipo de ambiente peculiar. Essas condigdes especiais geram
um fluxo de energia e de matéria que favorecem a ocorréncia de uma rica fauna
marinha, particularmente de moluscos, peixes e crustaceos (SCHAEFFER-
NOVELLI, 1995). Dentre esses organismos destacam-se os moluscos bivalves,
invertebrados filtradores com ampla distribuicdo ao longo de praias e de estuarios.
Através da filtragem da agua que passa pelo local onde vivem, esses animais
retém pequenas particulas e microorganismos que Ihes servem de alimento. O
langcamento de residuos ou dejetos em rios ou mares, mesmo em quantidades

reduzidas, pode causar uma lenta acumulagao de ions metalicos em organismos e
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uma conseqlente biomagnificagdo. Essas concentragbes na cadeia alimentar
podem constituir uma ameacga direta para os predadores naturais, inclusive o
homem. A populagdo humana alimentando-se de organismos contaminados pode
comprometer sua saude. A maioria desses poluentes & altamente lipofilico e
através do metabolismo pode ligar-se as proteinas dos organismos marinhos,
entrando na cadeia alimentar em todos os niveis troficos.

A determinacgéo de elementos quimicos em amostras de natureza orgéanica
ou bioldgica constitui um grande problema analitico. Normalmente, € necessaria a
transformacédo dos elementos de interesse da matriz organica em uma forma
inorganica simples e a maioria das técnicas analiticas utilizadas requer que os
elementos estejam dissolvidos em uma solugdo aquosa. Entretanto, a
decomposi¢cdo adequada da amostra, cujos constituintes inorganicos encontram-
se na faixa de pug L', deve evitar o risco de contaminacdo, perdas por
volatilizacdo e digestdo incompleta, necessitando ainda apresentar
reprodutibilidade e baixos limites de detecc¢ao e, sempre que possivel, ser simples
e rapida. Frequentemente, o interesse nessas amostras € a determinagao de
constituintes presentes em baixas concentragdes, devendo-se atentar para
interferéncias causadas pelos constituintes majoritarios, como Na, K, Ca, Mg e P
(KRUG et al., 2002).

Os acidos mais utilizados para a decomposi¢cao de material biolégico séo
HNO3 e H,SOy4, que podem ser usados individualmente ou combinados com H,05,
pois diferentes propriedades podem ser combinadas para a destruicdo completa
da matéria organica (KRUG et al., 2002).

Através do planejamento de mistura simplex-centréide (BARROS NETO et
al., 2003) dois métodos de digestdo foram estudados, neste trabalho, para a
determinagao simultdnea de macro (Ca, Mg, P, Zn) e micro constituintes (Al, As,
Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Se, V), em amostras de moluscos bivalves,
por ICP OES. A exatiddo de cada procedimento analitico foi avaliada através da
utilizacdo de material de referéncia certificado (SRM 1566b - NIST).



Justificativa

2. JUSTIFICATIVA

A aplicacédo de estudos apropriados para zonas de manguezal € uma das
metas almejadas por toda a sociedade que conhece a importancia da preservagao
desse ecossistema, principalmente com o intuito de se continuar respeitando a
harmonia do homem com a natureza. Para que o controle ambiental se
estabeleca, € de suma importadncia que haja um monitoramento das regides
impactadas, conhecendo-se os agentes causadores da poluicdo e suas
concentragoes.

Com o crescimento da tecnologia, dois grupos de substancias em particular
tém um efeito duradouro no balang¢o natural de sistemas aquaticos: nutrientes, que
promovem um crescimento bioldgico irrestrito e por outro lado provocam deplegao
de oxigénio; substancias quimicas sintéticas e de descarte, que freqlientemente
provocam efeitos adversos no ecossistema aquatico.

Outro grupo, igualmente importante para a cadeia tréfica, € formado por
ions metalicos ao nivel de tragos, que tém influéncia direta ou indireta no
organismo humano e podem causar seérios danos. Em relagédo a esse grupo
poluente, € importante ressaltar que ele ndo é usualmente eliminado dos
ecossistemas aquaticos por meio de processos naturais. Elementos como Cd, Cu,
Hg e muitos outros tendem a se acumular em sedimentos e podem ser langados
na cadeia biolégica, vindo a alcangar os seres humanos e provocar doengas
cronicas e agudas (FORSTNER e WITTMANN,1983).

A necessidade de determinar baixas concentragdes de elementos quimicos
em amostras de tecidos de animais estimula o desenvolvimento de métodos
analiticos que, para atender a tal demanda nas condi¢bes tecnoldgicas atuais,
devem ser sensiveis, seletivos e rapidos.

Métodos analiticos confiaveis e sensiveis tém um papel importante na
determinagdo e combate a poluicdo causada por metais. Os elementos
monitorados ndo sdo somente aqueles toxicos para o homem em pequenas
quantidades (tais como, Hg, Cd, Pb e As), mas também um largo espectro que &

toxico para algumas espécies animais, e que pode entrar na cadeia alimentar.
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A espectrometria de emissao optica com plasma indutivamente acoplado
(ICP OES) é uma técnica analitica multielementar largamente utilizada para a
determinagdo de ions metalicos. Para a determinacdo de elementos tragcos em
amostras ambientais, a técnica analitica mais utilizada € a espectrometria de
absorgao atdbmica por forno de grafite (GFAAS), devido a sua alta detectabilidade,
0 que permite obter um melhor limite de detec¢cdo em relacdo a técnica de ICP
OES. Entretanto, a técnica de GFAAS apresenta como principal limitacido a
interferéncia de matriz, além de ser uma técnica lenta quando se deseja avaliar
um grande numero de amostras e elementos.

A aplicabilidade da técnica de ICP OES foi ampliada com o
desenvolvimento de equipamentos com tocha em posi¢cao axial, que aumenta
consideravelmente a area de observagao e, consequentemente, a quantidade de
radiagcao que chega ao detector (BRENNER e Zander, 2000).
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3. OBJETIVOS

1 — Desenvolver métodos de digestdao de amostras com aquecimento assistido por
microondas (MW) e com bloco digestor (BD), para determinagdo simultanea de

macro e micro constituintes no material certificado de referéncia (SRM 1566b);

2 — Otimizar parametros instrumentais para determinacédo de Al, As, Ba, Ca, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mg, Ni, Pb, Se, V, Ni e Zn utilizando a técnica de ICP OES;

3 — Determinar, através do planejamento de mistura, qual a melhor composi¢ao
para o sistema HNO3, HCI e H,O, nos métodos desenvolvidos para decomposi¢cao

de materiais bioldgicos.

4 — Comparar os dois métodos de digestdo propostos, avaliando a exatidao para
cada elemento estudado no material certificado, bem como a relagédo custo x

beneficio nos processos pesquisados;

5 — Aplicar os procedimentos desenvolvidos em amostras de moluscos coletados
em zonas de manguezal na regido de Sao Francisco do Conde e Madre de Deus -

Recodncavo Baiano, que sofre influéncia de atividades da industria do petroleo.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. A Baia de Todos os Santos e as Atividades Petroliferas no

Reconcavo Baiano

4.1.1. Localizacao da area de estudo

A Baia de Todos os Santos (BTS) é uma reentrancia costeira inserida na
regido do Recdncavo Baiano, com area de aproximadamente 1052 km? e cerca de
184 km de extensao costeira. Esta situada a cerca de 13° de latitude (S) e 38° de
longitude (W), sendo considerada a maior e mais importante baia navegavel da
costa tropical do Brasil (LEAO e DOMINGUEZ, 2000).

O litoral dessa baia foi originalmente ocupado por diversas nacgoes
indigenas, cuja presenga nao representou graves problemas para o meio
ambiente, pois permitia a renovagao dos recursos naturais explorados. Segundo
dados do ultimo Censo (IBGE, 2000), cerca de 3 milhdes de habitantes vivem as
margens da baia, incluindo-se neste contingente populacional os moradores dos
municipios de Sao Francisco do Conde e Madre de Deus.

O municipio de S&o Francisco do Conde esta localizado no Recdncavo
Baiano, ao norte da BTS (Figura 01) e possui uma area geografica de 267,6 km?>.
Limita-se com os municipios de Santo Amaro, Candeias, Salvador e Madre de
Deus. O municipio possui trés distritos: Sao Francisco do Conde (sede), Mataripe
e Monte Recbncavo, além de povoados como Coqueiro Grande, Caipe e Sao
Paulo e ilhas como a de Cajaiba, das Fontes e a do Pati.

Préximo a Mataripe, ao centro-oeste da BTS (Figura 01), o municipio de
Madre de Deus conta com uma area geografica de 11,2 km?. Limita-se com S&o
Francisco do Conde. A regido apresenta ambiente estuarino-lagunar com mata
atlantica e ecossistemas associados, a exemplo de manguezais e restingas, e é
composta pelas ilhas de Maria Guarda, das Vacas e a da Coroa do Capeta, além
da ilha de Madre de Deus, hoje ligada ao continente por uma ponte. O Terminal
Almirante Alves Camara (TEMADRE), unidade operacional da TRANSPETRO,
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subsidiaria da PETROBRAS e o Porto do Mirim est&o localizados na llha de Madre
de Deus. Esses portos sdo utilizados para o transporte do petrdleo e seus

derivados e a travessia da populacao para outras ilhas, respectivamente.
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FIGURA 01 — Mapa de localizagcio da Baia de
Todos os Santos — Bahia - Brasil

Do ponto de vista econémico, o Recéncavo Baiano apresenta atualmente o
maior produto interno bruto (PIB) do Estado da Bahia, devido principalmente as

atividades de producao, refino e transporte de petréleo e derivados.
4.1.2. Atividades petroliferas e o meio ambiente no Recdéncavo Baiano

A Baia de Todos os Santos pode ser considerada como o bergo historico
das atividades petroliferas em territorio brasileiro, que comecaram no ano de

1939, quando do descobrimento do petrdleo, no suburbio ferroviario da cidade de
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Salvador, denominado de Lobato. Apesar da existéncia de registro da exploragao
de petréleo para fins comerciais antes da criagdo da PETROBRAS, a chegada da
estatal ao Recéncavo Baiano, através da instalagdo da primeira refinaria brasileira,
€ um marco socioecondmico relevante, sendo considerado o ponto de partida do
processo de industrializagdo do Estado da Bahia (OLIVEIRA, 1997).

As industrias de petréleo sdo consideradas altamente poluidoras, pois
geram produtos que podem interferir nos processos naturais de ecossistemas.
Nas fases de perfuracdo, producdo e refino, os maiores problemas sido os
langamentos de efluentes gasosos e liquidos na atmosfera, nos rios ou no mar. Na
fase de refino, os residuos solidos de uma refinaria podem conter Cd, Cr, Cu, Fe,
Pb, V, Ni e Zn, que sdo colocados em aterros industriais (FORSTNER e
WITTMANN, 1983; PETROBRAS, 2000).

Quando ocorrem acidentes ambientais envolvendo aporte de dleo e/ou
derivados em ambientes marinhos, muitos sao os tipos de problemas sentidos
pela fauna e pela flora e, consequlientemente, pela comunidade humana que vive
nas proximidades das areas atingidas pelos poluentes.

De um modo geral, as consequéncias da poluicdo incluem: morte de
organismos marinhos, como peixes, moluscos, crustaceos; alteragbes nos
padroes de reprodugcédo dos organismos; ruptura da cadeia alimentar; mudancgas
nas caracteristicas populacionais; etc.

Depois de cinquenta anos de convivio com derrames e vazamentos de oleo
e derivados, a regidao norte da Baia de Todos os Santos é apontada pela literatura
especializada como uma area contaminada por hidrocarbonetos de petroleo e ions
metalicos, com um passivo ambiental que deve ser resgatado pela sociedade, em
especial a cientifica, pelo bem das futuras geragoes.

Trabalhos realizados com ions metalicos por TAVARES (1996), estudando
a sua distribuicdo espacial nos ecossistemas da Baia de Todos os Santos,
confirmaram o comprometimento ambiental dessas zonas fortemente
influenciadas por atividades petroliferas.

O Centro de Recursos Ambientais do Estado da Bahia (CRA) avaliou o grau

de contaminagdo da agua e sedimento da BTS, e verificou a existéncia de
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alteracbes nas comunidades bidticas como um reflexo dos contaminantes
presentes na area. Dentre esses contaminantes estao presentes os ions metalicos
(CRA, 2004).

Nesta linha de pesquisa, voltada para a avaliacdo e recuperagao de
ambientes contaminados por atividades petroliferas, diversos trabalhos vém sendo
realizados no ambito da Rede de Pesquisa intitulada “Rede Cooperativa em
Recuperacéo de Areas Contaminadas por Atividades Petroliferas - RECUPETRO”
no ambito do Projeto Cooperativo “Protocolos de Avaliagdo e Recuperacao de
Ambientes Impactados por Atividades Petrolifera - PROAMB. Esta Rede é uma
parceria entre a Universidade Federal da Bahia (UFBA), representada pelo Nucleo
de Estudos Ambientais (NEA) do Instituto de Geociéncias (IGEO) com outras
Universidades Nordestinas, a exemplo da Universidade Catdlica de Salvador
(UCSal), Universidade Federal de Alagoas (UFAL) e Universidade Federal do
Ceara (UFC), com financiamento da FINEP — CTPETRO — CNPq e PETROBRAS.
Esta parceria esta possibilitando a realizagado de estudos em zonas de manguezal
localizadas ao norte da Baia de Todos os Santos, com o objetivo de desenvolver
acoes de preservacao, conservagao e recuperacao desse ecossistema no entorno
de regides sob influéncia da industria do petréleo nos municipios de Sao Francisco
do Conde, Madre de Deus e Candeias.

Nesta linha de pesquisa e ainda no ambito da RECUPETRO, a presente
Tese destaca-se no desenvolvimento de métodos de analise que deverdo se
traduzir em novas tecnologias a serem utilizadas na determinagdo de ions
metalicos em material bioldgico, contribuindo com processos que permitam a
mitigacdo da contaminagcédo de regides de manguezal inseridas em areas com
problemas similares, ou seja, que também venham sendo afetadas por atividades

da industria do petréleo.

4.2. O Ecossistema Manguezal

Manguezal constitui um ecossistema costeiro, de transicdo entre os

ambientes terrestre e marinho, caracteristico de regides tropicais e subtropicais.
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As marés sao o principal mecanismo de penetragdo das aguas salinas neste
ecossistema. Os sedimentos do manguezal sao invariavelmente originados pela
decomposicao de rochas de diferentes naturezas as quais se juntam restos de
folhas, galhos e animais (matéria organica). Esse ecossistema é constituido de
espécies animais e vegetais caracterizadas por colonizarem Zzonas
predominantemente lodosas, com baixos teores de oxigénio (SCHAEFFER-
NOVELLI, 1995).

Dentro do ecossistema manguezal, as plantas, os animais, 0 solo e o
ambiente fisico sdo mantidos por processos de trocas continuas e assimilagcéo de
energia, representados pela fixacdo, acumulagdo de biomassa, decomposi¢ao da
matéria organica e ciclo mineral.

Esse ecossistema apresenta condigbes propicias para a alimentacéo,
protecéo e reprodugao de muitas espécies animais, sendo considerado importante
transformador de matéria organica em nutrientes e gerador de bens e servigos
(LACERDA et al., 1995).

As trocas de materiais entre 0s manguezais e as areas marinhas
adjacentes foram estudadas por diversos autores, a exemplo de Lacerda (1998), e
Machado et al. (2002), uma vez que é através dessas trocas que os manguezais
ciclam os elementos quimicos presentes na regido, sendo influenciados pela
composicao das aguas regionais.

O petroleo € constituido basicamente por hidrocarbonetos, contendo
também apreciavel quantidade de compostos sulfurados, nitrogenados,
oxigenados e metalicos. A analise elementar do petréleo, em porcentagem de
peso é: hidrogénio (11,00-14,00%), carbono (83,00-87,00%), que constituem os
hidrocarbonetos, e enxofre (0,06-8,00%), nitrogénio (0,11-1,70%), oxigénio (0,10-
2,00%) e metais até 0,30%. Segundo Thomas (2001), os compostos metalicos que
fazem parte da constituicdo do petroleo apresentam-se de duas formas: como sais
organicos dissolvidos na agua emulsionada ao petréleo, e na forma de compostos
organometalicos complexos. O manguezal, dentre os ecossistemas costeiros, é 0
que possui a maior vulnerabilidade a derrames de 6leo. O impacto do 6leo no

manguezal esta relacionado com o tipo do poluente e o padrdo de deposigao

10
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desse poluente, acarretando prejuizos a vegetagdo, que sado repassados aos
outros elementos que constituem o ecossistema, podendo, até mesmo, através de
modificagdes quimicas e/ou fisico-quimicas impostas, influenciar processos e
mudar caracteristicas ambientais locais. Alguns constituintes do petréleo contém
ions metalicos em sua estrutura, os quais, ao chegarem ao ecossistema
manguezal, tornam-se biodisponiveis e podem vir a influenciar diversos elos da
cadeia tréfica. Essas agdes comprometem a quantidade e a qualidade dos
produtos oriundos do manguezal (RODRIGUES, 1997).

Um dos principais agentes de contaminagao e destruicdo dos manguezais,
atualmente, sdo os ions metalicos, que chegam até esse ecossistema através de
varios vetores urbanos e industriais, tais como esgotamentos sanitarios e de
industrias quimicas e petroquimicas. Esses contaminantes toxicos desempenham
um importante papel na dindmica de regides costeiras e, consequentemente, nos
processos geoquimicos das zonas de manguezal, ja que se acumulam
naturalmente e podem influenciar sobremaneira a cadeia trofica, que tem como
uma forte base de sustentagéo esse ecossistema vital (LACERDA, 1998).

A compreensdo de que muitos contaminantes aquaticos se depositam em
sedimentos acelerou estudos de forma a caracterizar o seu destino e a sua
disposicdo na complexa matriz sedimentar. A deposicdo € uma combinacéo de
processos bioldgicos, quimicos e fisicos que podem dar origem a alteragdes na
forma de xenobiéticos (KLAASSEN e WATKINS, 2001).

Os manguezais apresentam baixa diversidade de espécies vegetais, porém
grande diversidade de fauna, comportando espécies de praticamente todos os
filos. As plantas obrigatorias para a Bahia séo: Rhizophora mangle, Laguncularia
Racemosa, Avicennia schaueriana e Avicennia germinans. A distribuicdo dessas
espécies ao longo do estuario depende de uma série de condigdes, especialmente
da salinidade e do regime das marés.

O manguezal é habitado por peixes, aves, mamiferos, répteis, anfibios,
moluscos, crustaceos e insetos, que podem viver no substrato (enterrados ou
nao), nas copas das arvores, ou na agua, como residentes fixos ou visitantes. Sao

de origem marinha, terrestre ou de agua doce.
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A presenca de poluentes no manguezal traz consequéncias que variam
amplamente, podendo provocar desde modificagbes nas folhas, raizes e
propagulos da vegetacdo até a morte dos individuos. Em casos mais graves, 0
exterminio do bosque de manguezal pode ser observado.

Os manguezais que bordejam a regido norte da BTS podem ser
considerados como uma das regides mais impactadas do Estado da Bahia nas
ultimas décadas. Estudos realizados por Santos Junior, 2005; Ledo, 2004; Santos,
2002, dentre outros, reportam que a Baia de Todos os Santos apresenta altos
indices de poluigdo provocados por ions metdlicos, provenientes das atividades

industriais do Recbncavo Baiano.

4.3. Moluscos Bivalves

Entre os organismos do meso-litoral de um manguezal, destacam-se os
moluscos bivalves, invertebrados, com ampla distribuigdo ao longo de praias e dos
estuarios.

Os moluscos sao animais predominantemente marinhos, embora existam
espécies de agua doce e terrestre. A maioria € de vida livre podendo viver fixos,
enterrados, ou ainda nadando e andando. Ha representantes de grande
importancia econdmica, como as ostras, que produzem pérolas, € 0s mariscos
comestiveis (CRAZY MANIA, 2005).

O filo Mollusca possui seis classes, entre as quais destacam-se a classe dos
gastropodes, a dos pelecipodes e a dos cefalopodes (ROCHA, 2006; REINO
ANIMALIA 1V, 2005). Os moluscos pelecipodes apresentam corpo mole, localizado
dentro de uma concha rigida que possui duas partes ou valvas. S&o, por isso,
conhecidos como moluscos bivalves.

Apesar de apresentarem grande diversidade de formas (Figura 2a) e
habitos, o padrdo basico dos bivalves €& inconfundivel. A concha pode ser
totalmente ou parcialmente calcificada e consiste de uma valva esquerda e uma
direita (Figura 2b). As valvas sido unidas na parte dorsal, conectadas por um

ligamento elastico parcialmente calcificado e mantidas juntas por musculos
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adutores, um ou dois, que estdo presos a superficie interna da concha. As valvas
sdo abertas pelo ligamento e fechadas pela contragdo dos musculos adutores.
(CONQUILIOLOGISTAS DO BRASIL, 2006).

FIGURA 02 — Moluscos bivalves: a) formas, b) valvas

Os moluscos bivalves alimentam-se de planctons, microorganismos e
matéria organica. Através das branquias filtram cerca de 10 a 50 L/h de agua, com
alguma ou nenhuma capacidade seletiva, acumulando na massa visceral, lUmem
do intestino e hepatopancreas, todos os agentes biologicos e abidticos que se
encontram na agua onde vivem. Durante o processo fisioldgico da alimentagéao, a
agua entra na cavidade palial através do sifao aspirante, passando pela branquia
da ostia e é expelida pelo sifao expirante que € mais estreito que o sifao aspirante.
As particulas de alimento sdo presas pelo muco espalhado sobre as lamelas
branquiais concentrando-se assim nos tecidos dos moluscos (GALVAO, 2004).

A maioria dos moluscos bivalves €& marinha. Alguns géneros sao
encontrados em ambientes de agua doce. A evolugao da alimentagao por filtragao
levou esse grupo a colonizar e se adaptar aos diversos habitats e modos de vida:
cavadores de fundo mole, que podem viver parcialmente enterrados (semi-
infaunais), ou totalmente enterrados (infaunais); habitantes de superficie
(epifaunais), com formas né&o fixadas (livres) ou fixadas a superficie através de
filamentos de bisso ou cimentadas. A morfologia e demais feigdes da concha sao
importantes no diagnostico do modo de vida desses organismos, na reconstrucao

ambiental e demais consideragdes paleoecologicas. (ROSSI, 2006).
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4.3.1. Moluscos bivalves como alimento

Os bivalves tém grande importancia econdmica, seja como alimento para
peixes, seja pelo consumo direto pelo homem.

Como os moluscos estao distribuidos ao longo da costa, seu extrativismo é
facilitado e muitas espécies séo utilizadas como fonte de alimentagcdo. No Brasil,
os estudos de bivalves comestiveis sdo numerosos, principalmente relacionados
aos mexilhdes (ADORNO, 2003).

O cultivo de moluscos é responsavel por 22% de toda producdo mundial,
sendo que os mexilhdes representam cerca de 40% da producdo de moluscos
cultivados. O Brasil vem se destacando com o aumento de sua producao, a partir
de 1988, sendo o Estado de Santa Catarina o maior produtor de ostras e
mexilhdes do pais (CURTIUS et al., 2003).

A utilizacdo de moluscos bivalves como alimento data da época paleozdica,
sendo a qualidade sanitaria do ambiente aquatico onde estes sdo capturados ou
cultivados, diretamente responsavel pelos problemas de saude publica que podem
gerar quando consumidos, principalmente se ingeridos in natura (GALVAO, 2004).

Ostras, berbigdes, mexilhbes e outros moluscos bivalves, apesar de
consumidos regularmente e em larga escala com bastante seguranga, podem, de
forma ocasional, em funcdo do local onde vivem e da época do ano, estar
contaminados. No processo de filtragdo da agua, as substancias poluentes e
nocivas sao retidas e vao aos poucos se acumulando em seu organismo, sem
provocar-lhes, porém, qualquer problema, pois sdo, quase sempre, imunes aos
seus efeitos diretos e sobrevivem para passar a toxina aos animais que o0s
devoram. Devido a esse habito alimentar os moluscos bivalves podem ser
contaminados, tornando-se venenosos ao consumo humano, em funcédo de
circunstancias ambientais basicas, a poluicdo das aguas. A poluicdo dos mares,
baias e estuarios, provocada pela emissao "in natura" de lixo e esgotos industriais
e residenciais contendo ions metalicos, coliformes fecais, bactérias patogénicas e
outras substancias nocivas, € um dos principais fatores que favorece a

contaminacgao desses moluscos por poluentes (LENOCH, 2005).
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No homem, a intoxicagao provocada pelo consumo de moluscos bivalves
provenientes das aguas poluidas pode resultar em problemas gastrointestinais,
como gastroenterites leves a severas, observadas apds o consumo (LENOCH,
2005). Os ions metalicos, por sua vez, vao-se acumulando ao longo dos anos no
organismo humano e podem provocar diversos disturbios fisiologicos.

Cavalcanti (2003), realizou um monitoramento em relagdo a concentragao
dos elementos trago Hg, Zn, Fe, Cu e Mn em amostras de ostras comercializadas
em Recife, durante o periodo de um ano (margo/2001 a fevereiro/2002). O
mercurio foi o principal contaminante encontrado nas ostras e o elemento que
apresenta maior risco a saude publica. Foram encontrados valores de
concentracdo de Hg de até 551,12 pg kg™’ (peso Umido). Esses valores sugerem
que a ingestdo de ostras deve ser feita com restrigdes por criangas, mulheres
gravidas e a populagdo que vive de subsisténcia, pois estdo sujeitas a maiores
riscos de contaminagao por Hg, ao consumirem ostras provenientes do canal de
Santa Cruzes, mesmo com o0s niveis encontrados situados abaixo do limite
maximo recomendado.

Machado et al. (2002) avaliaram os niveis de contaminagdo dos ions
metalicos Pb, Cd, Hg, Cu e Zn na ostra de manguezal (Crassostrea brasiliana) do
estuario de Cananéia - SP, Brasil. Concluiram que os ions determinados
apresentaram concentragdes abaixo dos limites estabelecidos pela legislagao
brasileira, ndo oferecendo riscos aparentes ao consumo humano.

Pereira et al. (2002) determinaram as concentragdes dos ions metalicos Pb,
Cd, Hg, Cu e Zn nos bivalves Crassostrea brasiliana, Perna perna, Mytela falcata
coletados em varios bancos naturais do litoral da Baixada Santista. Na avaliagao
realizada os autores concluiram que os bivalves estudados encontravam-se em

condi¢des adequadas para o consumo humano.
4.3.2. Moluscos bivalves como bioindicadores de poluigao

Os ions metalicos podem ser introduzidos nos sistemas aquaticos como

resultado de processos naturais, bem como por meio de uma variedade de
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atividades antropicas. Na agua, os ions metalicos podem estar presentes nas
formas particuladas, coloidal e dissolvida sendo constantemente redistribuidos
entre essas fases durante o transporte e, dependendo de sua forma quimica,
podem ser acumulados pelos organismos vivos (SHI et al., 1998).

Devido a esse processo dinamico de transporte e redistribuicdo dos metais
nas diferentes fases, concentragdes aparentemente baixas na coluna d’agua e nos
sedimentos, podem estar potencialmente disponiveis para acumulo pelos
organismos, tornando-se eventualmente toxicas. O processo de biomagnificagao
de ions metalicos € uma das formas pela qual esses elementos atingem altas
concentragdes na biota, uma vez que os niveis de algumas espécies aumentam
progressivamente ao longo da cadeia alimentar, atingindo niveis elevados nos
organismos predadores que ocupam o topo da cadeia trofica (MARINS, 2004;
MACHADO et al., 2002).

Os ions metdlicos diferem de outros agentes toxicos porque nao sao
sintetizados nem destruidos pelo homem (CAMPQOS, 2005). Todas as formas de
vida sado afetadas pela sua presenca, dependendo da dose e da forma quimica.
Muitos ions metalicos sdo essenciais para o crescimento de todos os tipos de
organismos, desde as bactérias até mesmo o ser humano, mas eles sado
requeridos em baixas concentracbes e podem danificar sistemas bioldgicos
(PEREIRA et al., 2002).

De acordo com Curtius et al.,, (2003), a biodisponibilidade de um ion
metalico e, consequentemente, sua toxicidade dependem da forma quimica e
fisica na qual o ion se encontra. Esses ions podem estar na forma dissolvida ou
associados a matéria particulada em suspensédo na coluna de agua ou, ainda,
associados ao plancton. Torna-se, assim, importante conhecer a concentracéo do
ion na forma livre idnica dissolvida que é, frequentemente, muito menor do que o
conteudo total. Mesmo que estes valores sejam considerados baixos (na ordem de
ug g'1), os impactos do ponto de vista ecotoxicolégico podem alcangar proporgdes
surpreendentes, quando considerados de forma relativa.

A habilidade dos moluscos bivalves em tolerar ambientes poluidos,

acumulando em seus tecidos, substancias toéxicas e microorganismos prejudiciais
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a saude humana, torna-os amplificadores biolégicos de grande importancia na
cadeia alimentar. Desta forma, sao frequentemente utilizados como bioindicadores
para programas de monitoramento ambiental (ADORNO, 2003), especialmente no
monitoramento da poluicdo em ambientes costeiros (STORELLI E
MARCOTRIGIANO, 2005; GIFFORD et al., 2005; YAWEI et al., 2005; LIANG et
al., 2004; SAAVEDRA et al., 2004a; GEFFARD et al., 2004; SOKOLOWSKI et al.,
2004; ZAUKE et al., 2003; OTCHERE et al., 2003; IRATO et al., 2003; BEIRAS et
al., 2003; ASTUDILLO et al., 2002).

No Brasil existem varios relatos de contaminagcdo da agua e organismos
aquaticos por ions metalicos. Em alguns deles foi evidenciada a ocorréncia de
bioacumulagdo em moluscos, como a contaminagao da Baia de Todos os Santos-
BA (Cd, Hg, Pb e Zn) (TAVARES, 1996) e da Baia de Guanabara-RJ (Cr, Cu, Mn
e Zn), provocada pelo despejo de esgoto urbano e rejeitos da industria
petroquimica e metalurgica (PFEIFFER, 1985 apud MACHADO et al., 2002).

A bioacumulagcdo e depuracdo de Zn e Cd foi avaliada em ostras
(Crassostrea rhizophorae) cultivadas, que foram transportadas para dois
ecossistemas costeiros no sudeste brasileiro, a baia de Sepetiba, altamente
contaminada por ions metdlicos, e a ilha de Cabo Frio, sem registro de
contaminagcdo ambiental. Os autores observaram que a ostra € capaz de melhor
acumular do que depurar ions metalicos e que a ostra transportada pode ser
usada para avaliar uma contaminagdo ambiental em um pequeno intervalo de
tempo (AMARAL et al., 2005).

Concentragbes de Cd, Pb e Hg foram determinadas em amostras de agua,
sedimentos, peixes e moluscos bivalves coletados em seis bacias hidrograficas do
Estado de Sdo Paulo. Os niveis dos metais variaram com o tamanho dos
organismos e da espécie analisada. A avaliagdo das concentragbes de Cd e Pb
nos rios pode ser realizada com sucesso utilizando os bivalves, visto que tais
organismos refletem as concentragbes disponiveis no ambiente (TOMAZELLI,
2003).

Curtius et al. (2003) utilizaram ostras e mexilhdes cultivados nas

proximidades da ilha de Santa Catarina, com o objetivo de avaliar a contaminagao
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de As, Cd, Cr, Cu, Hg, Mn, Ni, Pb, Se, Sn e Zn, em atividades de maricultura. A
conclusdo do estudo foi de que os riscos de contaminacdo de moluscos por
espécies inorganicas podiam ser considerados, até aquela época, pouco
relevantes quando comparados com os limites toleraveis citados pelo “Food and
Drugs Administration (FDA). Todavia, esta conclusdo deve ser considerada com
reservas, pelo fato de nao ter sido realizada uma avaliagdo suplementar sobre o
estado dos sedimentos existentes nas areas de cultivo selecionadas.

Carvalho et al. (2001) avaliaram a contaminagdo do ambiente costeiro
préximo a cidade de Macaé, através da determinagdo dos elementos Al, Fe, Mn,
Cd, Pb, Cr, Zn, Cu e Ni em mexilhdes Perna perna. Apesar da proximidade de
possiveis fontes poluidoras as concentragdes dos ions metalicos encontradas

nesse estudo indicam a auséncia de contaminacgao.

4.4. Decomposicao de Materiais Bioldgicos

Em analises, tanto de rotina quanto de pesquisa, ha uma tendéncia para se
utilizar técnicas analiticas que oferegcam economia na mao de obra e no tempo. A
quantificagdo de analitos e a rapidez de analise em diversas amostras sao
caracteristicas que desafiam a tecnologia em busca de uma técnica ideal.

O desenvolvimento de uma técnica de decomposicdo de amostras que
resulte em completa solubilizagdo, retencdo de elementos volateis, redugcdo das
contaminagbes causadas pelo frasco, baixos valores de branco de reagentes e
rapidez € um dos pontos mais criticos de uma analise empregando técnicas
espectroanaliticas. Devem ser observadas, prioritariamente, as caracteristicas do
elemento a ser determinado, da amostra e das condigbes da solugao final
(concentracdo acida, viscosidade, teor de carbono orgénico residual, etc.) (KRUG
et al, 2002; GARCIA, 2000).

A eliminagdo da matéria organica é de grande importédncia para a
determinagdo de ions metalicos em solugdo. Materiais bioldgicos ricos em
proteinas e gorduras requerem altas temperaturas de decomposi¢do ou o0 uso de

acido mineral oxidante concentrado ou de misturas de acidos oxidantes ou mistura
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de um &cido oxidante com perdxido de hidrogénio, utilizando sistema aberto ou
sistemas fechados (aquecimento convencional ou assistido por microondas)
(CARRILHO et al., 2001).

Os acidos comumente empregados para a decomposi¢cao de amostras sao
0 HNO3;, H2SO4, H3PO4s e 0 HCIO4 concentrados ou misturas desses acidos.
Alguns reagentes s&o utilizados para melhorar a eficiéncia da dissolugdo com um
ou mais acidos minerais, por exemplo, H,O, e KCIO3; (KRUG et al., 2002).

Acidos concentrados sdo susceptiveis a contaminacdes e a elevada
concentracao acida final pode ser prejudicial a algumas técnicas analiticas para
determinagao de elementos ao nivel de tragos (CRISPINO, 2005).

Os métodos de solubilizagdo em sistemas abertos, normalmente, trabalham
com massas de amostras e volumes de acidos em quantidades relativamente
maiores do que em sistemas fechados. Além disso, envolvem o aquecimento da
amostra (chapa elétrica, banho-maria, banho de areia, bloco digestor) na presenga
de acidos por longos periodos de tempo, podendo levar a contaminagédo. Apesar
de favorecer a determinacdo de baixas concentracbes de ions metalicos, pois
muitos elementos sao convertidos em cations inorganicos nao volateis, alguns
elementos podem ser perdidos completa ou parcialmente por volatilizacdo (KRUG
et al., 2002; CRISPINO, 2005).

No final da década de 70, a utilizacdo da radiacdo de microondas (MW),
surgiu como uma ferramenta analitica para a decomposigcdo de amostras. A
utilizacdo de frascos de alta presséo e acidos oxidantes proporciona uma maior
rapidez na digestao, processamento de grande numero de amostras e eliminagao
de perdas de espécies volateis. Porém, alguns parametros sao relevantes como a
massa de amostra, tipo de acido, volume de reagentes, temperatura, pressao e
tempo de aquecimento. Deve-se evitar o uso de H,SO4 e HCIO4, devido ao seu
alto ponto de ebulicdo, que ocorre acima do ponto de fusao do Teflon.

Algumas restricbes sdo recomendadas, quando as solu¢des preparadas
serao analisadas por ICP OES. Por exemplo, o H,SO4 e 0 H3PO4 podem contribuir

com a emissao de radiacao de fundo e o HF pode atacar os acessoérios compostos
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de vidro ou quartzo, principalmente a tocha. Neste caso, os acidos comumente
sugeridos sdo o HNO3; e o HCI (BOSS e FREDEEN, 1997).

Em alguns trabalhos de monitoramento ambiental, espécies representativas
de moluscos sao coletadas a fim de avaliar se os mesmos estdo contaminados e,
para isso, ions metalicos sao determinados no tecido mole dos bivalves
provenientes dos locais em estudo. Como ja mencionado anteriormente, a maioria
das técnicas analiticas utiliza solugcbes para a determinagao dos analitos e, dessa
forma, o tecido mole dos moluscos necessita ser decomposto para atender os
requisitos necessarios dessas técnicas.

Diferentes autores tém empregado o forno de MW ou bombas de ago para
o desenvolvimento da digestdo em materiais biolégicos, porém as massas das
amostras e os volumes de acido utilizados foram pequenos, possivelmente para
evitar uma solugédo final com uma acidez elevada, bem como por questdo de
seguranga (LIANG et al., 2004; SAAVEDRA et al., 2004b; SOKOLOWSKI et al.,
2004; BEIRAS et al, 2003; CAVALCANTI, 2003; DOBROWOLSKI e
SKOWNOSKA, 2002; GARCIA-RICO e RUIZ, 2001; BERMEJO-BARRERA et al.,
2000). Entretanto, nessas solugbes os elementos-trago s6 puderam ser
determinados utilizando técnicas como espectrometria de massas com fonte de
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) ou a espectrometria de absorgéo
atdbmica com atomizacgao eletrotérmica (ET AAS).

Outros pesquisadores preferiram empregar os métodos de solubilizagdo em
sistemas abertos (STORELLI e MARCOTRIGIANO, 2005; TOMAZELLI, 2003;
ASTUDILLO et al.,, 2002; PEREIRA et al., 2002; CARVALHO et al., 2001;
PEMPKOWIAK et al., 1999), utilizando massas e volumes de acidos em
quantidades maiores do que em sistemas fechados, podendo determinar
elementos-trago, além dos elementos maiores, embora 0s processos nesses
casos, sejam morosos e inadequados para determinar elementos volateis.

Considerando os aspectos descritos nos paragrafos anteriores, objetiva-se
no presente trabalho a combinagcdo de um acido oxidante (HNO3), um nao
oxidante (HCI) e um agente oxidante auxiliar (H,O;) para a determinagao de macro

e microconstituintes em tecido de moluscos bivalves, empregando o forno de MW
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e o bloco digestor com refluxo (“dedo frio”). A acidez final das solugdes foi também
monitorada (NANO et al., 2005a; NANO et al., 2005b; NANO et al., 2005c).

4.5. Caracteristicas dos Elementos Quimicos e seus Efeitos

Muitos estudos sobre o comportamento dos elementos quimicos no meio
aquatico vém sendo desenvolvidos, pois representam um problema ambiental por
sua persisténcia no ambiente e ndo biodegradabilidade. Frente a expansao do
aporte, sua presenca nos ecossistemas aquaticos tem despertado interesse sob
varios aspectos, incluindo os efeitos desses contaminantes, sua distribuicao nas
cadeias alimentares e sua ciclagem biogeoquimica (REINFELDER et al., 1998).

Todas as formas de vida sdo afetadas pela presenca de ions metalicos
dependendo da dose e da espécie quimica. Muitos elementos sdo essenciais para
o crescimento de todos os tipos de organismos, desde as bactérias até mesmo o
ser humano, mas eles sao requeridos em baixas concentracdes e podem danificar
sistemas biologicos, caso sejam absorvidos em doses superiores as necessarias

para cada organismo.

Elementos quimicos séo classificados por Campos (2005), em:

1. elementos essenciais: sodio, potassio, calcio, ferro, zinco, cobre, niquel e
magneésio;

2. micro-contaminantes: arsénio, chumbo, cadmio, mercurio, aluminio,
titdnio, estanho e tungsténio;

3. elementos essenciais e simultaneamente micro-contaminantes: cromo,

zinco, ferro, cobalto, manganés e niquel.

Algumas espécies destacam-se por estarem associadas a contaminagéo do
ambiente aquatico e causarem problemas de intoxicacdo ao homem e outros
organismos. O As, Cd, Cu, Cr, Ni, Mn, Pb, Se e Zn sao elementos normalmente

estudados por participarem de processos de contaminacdo em ecossistemas
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aquaticos, uma vez que persistem no ambiente e causam disturbios nos
processos metabdlicos dos seres vivos (GUSMAO, 2004; LEMES, 2001;
REINFELDER et al., 1998).

4.5.1. Arsénio (As)

O arsénio € um elemento quimico com ampla distribuicdo na superficie
terrestre, ocorrendo nas rochas com concentragdes médias entre 1,5 a 6,6 ug g,
e 5 ug g’ em sedimentos (ROHDE, 2000).

No homem produz efeitos nos sistemas respiratorio, cardiovascular e
nervoso, observando-se também a relagcdo do arsénio com o cancer de pele e
brénquios (CAMPQOS, 2005).

A concentragdo maxima permitida de As para peixes e produtos de pesca é
de 1,0 yg g (BRASIL, 1998). A concentracdo maxima permitida de As dissolvido
nas aguas doces, salinas e estuarinas é de 0,01 mg L' (CONAMA, 2005).

4.5.2. Cadmio (Cd)

A forma mais freqiiente de Cadmio nos solos é Cd*?, sendo que sua
mobilidade é controlada, sobretudo, pelo pH e pelo potencial redox (CETESB,
2001). Sua concentragédo depende da rocha de origem e pode variar de 0,1 a 0,3
ug g, sendo que em solos naturais raramente ultrapassa 0,5 ug g (ROHDE,
2000).

A agua é outra fonte que também pode conter cadmio e deve ser
considerada ndo somente pelo seu consumo como agua potavel, mas também
pelo seu uso na fabricacdo de bebidas e no preparo de alimentos. O cadmio € um
elemento de vida biologica longa (10 a 30 anos) e de lenta excregao pelo
organismo humano. O 6rgao alvo primario nas exposi¢cdes ao cadmio em longo
prazo € o rim (CAMPOS, 2005).

A concentragdo maxima permissivel de Cd para peixes e produtos de pesca
é de 1,0 ug g (BRASIL, 1998), em aguas doces, salinas e estuarinas é de 0,001
mg L™ e de 0,005 mg L™ de Cd, respectivamente (CONAMA, 2005).

22



Revisao Bibliografica

4.5.3. Chumbo (Pb)

O chumbo tem sua ocorréncia natural em rochas em concentragdes que
variam de 2 a 20 yg g"' (ROHDE, 2000). As emissdes atmosféricas de chumbo,
especialmente no periodo em que era adicionado a gasolina como antidetonante,
contribuiram para um acréscimo significativo do metal nos solos e nas aguas
superficiais, refletindo-se, inclusive, nos estuarios e oceanos (KENNISH, 1997).

O sistema nervoso, a medula 6ssea e os rins sao considerados 6rgaos
criticos para o chumbo, que interfere nos processos genéticos ou cromossémicos
e produz alteragdes na estabilidade da cromatina em cobaias, inibindo reparo de
DNA e agindo como promotor do cancer (CAMPQOS, 2005).

O limite da legislagdo brasileira para peixes e produtos de pesca é
2,0 ug g de Pb (BRASIL, 1998) e em aguas doces, salinas e estuarinas é de 0,01
mg L™ de Pb (CONAMA, 2005).

4.5.4. Cobre (Cu)

O cobre é um metal de ampla distribuicdo pela crosta terrestre, ocorrendo
nas rochas e em solos em valores de até 80 uyg g e 20 ug g™, respectivamente
(ROHDE, 2000).

Por tratar-se de metal de amplo emprego industrial e doméstico, o cobre
esta presente no lixo doméstico e nos esgotos em geral. O metal também esta
presente no chorume de lixdes e aterros sanitarios e nos esgotos langados no mar
e nos estuarios (CETESB, 2001).

O pH alcalino do ambiente estuarino favorece sua deposi¢cao no sedimento
e biodisponibilidade para os organismos de fundo, entre eles 0os moluscos
(CETESB, 2001).

O limite maximo estabelecido de Cu pela legislagdo brasileira (BRASIL,
1977) em organismos aquaticos a serem utilizados para o consumo humano é de
30 ug g, enquanto em aguas doces, salinas e estuarinas é de 0,009 mg L™ e de
0,005 mg L™ de Cu, respectivamente (CONAMA, 2005).
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4.5.5. Cromo (Cr)

O cromo ocorre na natureza em varios minerais, frequentemente associado
a outros metais. O cromo pode alcancar valor médio de 456 pg g"' na crosta
terrestre (ROHDE, 2000). Nas aguas, assim como nos solos, encontra-se,
predominantemente, em sua forma iénica reduzida (Cr*®), mais estavel e menos
toxica, ou na forma mais oxidada (Cr'®), menos estavel e mais tdxica aos
organismos (CETESB, 2001).

Sais de cromo tém amplo emprego em curtumes, laboratorios e na industria
quimica em geral. O metal é encontrado também em efluentes liquidos de
siderurgicas, refinarias, industrias de fertilizantes e de celulose e papel (CETESB,
2001).

O valor limite de Cr para consumo humano ¢é de 11 ug g™ (USEPA, 1997).
O limite maximo permitido em aguas doces, salinas e estuarinas é de 0,05 mg L™
de Cr (CONAMA, 2005).

4.5.6. Manganés (Mn)

O manganés é um elemento encontrado na maioria das rochas igneas,
estando presente nos solos em concentragbes que variam de acordo com o
material de origem. Frequentemente esta associado ao ferro com o qual possui
grandes semelhangas de comportamento quimico no ambiente (CETESB, 2001).
Segundo Rohde (2000), o manganés ocorre na crosta terrestre em concentragao
média de 1136 ug g™.

O valor limite de Mn para consumo humano é de 54 ug g (USEPA, 1997).
O limite maximo permitido em aguas doces, salinas e estuarinas é de 0,1 mg L™
de Mn (CONAMA, 2005).

4.5.7. Niquel (Ni)

O niquel esta presente na crosta terrestre com um valor médio de
245 pg g' (ROHDE, 2000). O metal é normalmente encontrado em efluentes
liquidos industriais, principalmente em refinarias de petréleo, siderurgicas, fabricas

de fertilizantes e de celulose e de papel (CETESB, 2001). O niquel € também
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utilizado em galvanoplastias. Assim como para outros ions metalicos, em solugdes
diluidas, este elemento pode precipitar a secrecado da mucosa produzida pelas
branquias dos peixes, impedindo as trocas gasosas entre a agua e os tecidos
branquiais do peixe, provocando a morte por asfixia. Concentracdes de 1,0 mg L™
niquel sdo toxicas aos organismos de agua doce (CETESB, 2003).

Concentragbdes de niquel em aguas superficiais naturais podem chegar a
aproximadamente 0,025 mg L™, embora concentragdes de mais de 11,0 mg L™
possam ser encontradas, principalmente em areas de mineragao (CETESB, 2003).

O limite maximo estabelecido pela legislagdo brasileira para consumo
humano é de 5 ug g (BRASIL, 1965) e em aguas doces, salinas e estuarinas é
de 0,025 mg L™ de Ni (CONAMA, 2005).

4.5.8. Selénio (Se)

O elemento esta presente na crosta terrestre e em rochas sedimentares
com valores médios de 0,6 ug g~ de 0,01 ug g™, respectivamente (ROHDE, 2000).

A combustao de carvao e de outros combustiveis fosseis é uma das fontes
antropicas de selénio lancado a atmosfera. Outras possiveis fontes de Se sdo a
mineracao, a fundigédo e o refino de materiais como cobre, zinco, fosfatos e uranio,
bem como a propria producdo desse elemento e seu uso industrial. Fontes
adicionais de Se ao ambiente podem ser a incineragdo de pneus, o papel e os
rejeitos municipais (AZEVEDO e CHASIN, 2003).

Em &aguas relativamente nao poluidas a concentragdo de Se em bivalves
varia entre 1,3 e 11 ug g' (AZEVEDO E CHASIN, 2003). O Se dissolvido nas
aguas doces, salinas e estuarinas ocorre em concentragées de 0,01 mg L™
(CONAMA, 2005).

4.5.9. Zinco (Zn)

O zinco € um metal amplamente distribuido na natureza, ocorrendo nos
solos como nutriente essencial nas plantas em geral. Nos solos, os valores de
zinco em dreas nao poluidas variam de 10 a 50 pg g”'. Segundo Rohde (2000) a

concentragdo média natural deste metal na crosta terrestre é de 78 ug g™'.
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O zinco € um elemento essencial para o crescimento, porém, em
concentragbes acima de 50 mg L’, confere sabor & agua e uma certa
opalescéncia a aguas alcalinas. O efeito toxico do zinco sobre os peixes e sobre
as algas é bem conhecido. A agao desse ion metalico sobre o sistema respiratorio
dos peixes € semelhante a do niquel, anteriormente citada. Entretanto, € preciso
ressaltar que o zinco em quantidades adequadas € um elemento essencial e
benéfico para o metabolismo humano, sendo que a atividade da insulina e
diversos compostos enzimaticos dependem da sua presenca. A deficiéncia do
zinco nos animais pode conduzir ao atraso no crescimento (CETESB, 2003).

O limite maximo estabelecido pela legislagdo brasileira para consumo
humano é de 50 ug g’ de Zn (BRASIL, 1965) enquanto em aguas doces, salinas e
estuarinas é de 0,18 mg L™ e de 0,09 mg L™ de Zn, respectivamente (CONAMA,
2005). Os valores de Zn em moluscos bivalves frequentemente sédo elevados,
especialmente em ostras, havendo relatos de concentragdes superiores a 1000 ug
g, peso seco, (KENNISH, 1997).

4.6. Planejamento Experimental de Misturas

O termo quimiometria foi proposto ha mais de trinta anos, para descrever a
area da Quimica que utiliza estatistica e matematica multivariada para extrair
informacao util de dados quimicos. Esta area inclui o planejamento e otimizagéo
de métodos analiticos cujo objetivo principal € obter a melhor resposta (maxima
ou minima) em fungado das variaveis que afetam o procedimento. A otimizagao
pode ser feita monitorando a influéncia individual de cada uma das variaveis
sobre a resposta experimental, denominada entdo otimizag&do univariada. A sua
principal desvantagem é o tempo gasto e a falta de interpretagdo acerca das
interacdes entre a variavel em estudo e as demais variaveis que afetam o
procedimento, resultando numa otimizacado ineficiente. Técnicas envolvendo
otimizagdo multivariada permitem, entre outras vantagens, a otimizagao

simultanea de todas as variaveis com menos experimentos, menos tempo e mais
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eficiéncia. Apesar de apresentar muitas vantagens em relagdo a otimizagéo
tradicional, somente nas ultimas décadas houve uma utilizacdo efetiva e
crescente das técnicas multivariadas na otimizagao de métodos analiticos, porque
0 microcomputador permitiu a execug¢ao de calculos necessarios para analisar os
resultados (ARAUJO e BRERETON, 1996).

O experimento com misturas € aquele no qual dois ou mais componentes
sao misturados, em quaisquer proporgdes, obtendo-se uma resposta para cada
conjunto de componentes. Duas consideragdes sado importantes: as propriedades
de uma mistura sdo determinadas pelas propor¢gdes de seus componentes e as
proporcoes dos diversos componentes sao dependentes entre si. Para otimizar as
propriedades de uma mistura mudando a sua formulagdo, deve-se sempre
obedecer a regra de que a soma dos componentes tem que resultar em 100%.

Para uma mistura qualquer de q componentes, podemos escrever
(BARROS NETO et al., 2003):

onde g é o numero de componentes na mistura e x; € a proporgdo dos
componentes na mistura (equacéo 1). Para especificar a composi¢gao da mistura,
precisamos fixar as proporcbes de g-1 componentes. A propor¢cdo do ultimo
componente sera sempre o que falta para completar 100%.

Em sistemas com trés fatores independentes, a figura basica € um cubo e
os experimentos correspondem a qualquer ponto dentro desse cubo. Os
componentes da mistura devem obedecer a restricao x1 + x2 + X3 = 1, que definira

um tridngulo equilatero inscrito no cubo, como mostra a Figura 03.
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A X1

X3

X2

FIGURA 03 — Espacgo experimental para trés fatores independentes (cubo)
e mistura de trés componentes (tridngulo)

Em um planejamento de mistura, as propor¢des de cada elemento estédo
restritas por uma fronteira. Combinando-se estas fronteiras cria-se o que se

denomina “Regiédo Simplex”. Os tipos principais séo:

Planejamento em rede simplex — representado por seis pontos no
triangulo. Neste tipo de planejamento os pontos dos experimentos estdo
distribuidos nos vértices (componentes puros) e nos lados (misturas binarias) do
triangulo.

Planejamento centréide simplex — este planejamento acrescenta ao
simplex em rede um ponto central no tridngulo que correspondente a mistura
ternaria em partes iguais (x4, X2, x3) = (1/3, 1/3, 1/3).

O planejamento de misturas normalmente requer a presenca de todos os
componentes, mas pode nao ser possivel realizar experimentos com certas
composi¢cdes onde, por exemplo, ndo se obtém resposta do sistema que esta
sendo medido. Quando essas limitagdes experimentais ocorrem, € necessario
ajustar o planejamento de misturas para as condicdes em que se pode,
efetivamente, realizar as medidas, reduzindo-se a escala original, mas garantindo-
se que a mesma distribuicdo dos experimentos seja obedecida. Isso € feito
utilizando-se os pseudocomponentes, que sdo combinagdes dos componentes
originais, utilizadas para redefinir as coordenadas das misturas em relagdo ao

espaco experimental a ser efetivamente estudado. Neste caso, o planejamento
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experimental é aplicado apenas a area delimitada por eles, dentro da qual o
modelamento sera valido e as variaveis passam a obedecer a desigualdade

(equacgao 2):

onde:
L; = limite inferior;
Si = limite superior;
i=1,2,3,..q;
Xi = proporc¢éo do pseudocomponente.
A composicdo dos pseudocomponentes € calculada a partir dos

componentes originais, através da equagao 3:

Xj - Li
Xi

3)

onde:

L é obtido pela somatdria dos limites inferiores.

O modelamento de misturas consiste em ajustar um modelo matematico
polinomial a partir de um planejamento experimental. Para isso, é necessario
realizar experimentos pré-selecionados, envolvendo os componentes puros e
outras misturas de composicao variada.

A funcao resposta (Y) pode ser expressa como um polinémio de primeiro,
segundo ou terceiro grau (CORREA et al., 2004a) e é calculada por regresséo, a
partir de valores da propriedade obtida experimentalmente envolvendo os
componentes puros e outras misturas de composicao variada.

O modelo mais simples é o linear, que procura explicar o comportamento de
uma propriedade apenas com os resultados obtidos com a utilizacdo de cada
componente individualmente, isto €, prever o comportamento de qualquer mistura
sem realizar nenhuma mistura (equacgao 4). Pode-se ter, além deste, o modelo

quadratico, que considera os efeitos das interagdes de dois componentes
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(equagao 5), e modelo cubico especial que considera os efeitos das interacdes

dos trés componentes (equagao 6).

Yi=b1*xy+ba*x2+b3*x3 (4)
Yi=Db1*™X1 + ba*X2 + b3*X3 + D12"X1*X2 + D13*X1*X3 + b23™x2*X3  (5)

Yi = by*X1 + b*Xo + b3*X3 + D12"X1*X2 + D13"X1*X3 + D23*X2*X3 + D123*X1*X2*X3  (6)

onde:
Yi = Variavel resposta do modelo;
bi = Coeficientes da equacao;

Xi = Proporcao do componente na mistura.

Para estimar a falta de ajuste do modelo escolhido, costuma-se preparar
misturas de composigbes diferentes daquelas utilizadas no planejamento, para
serem utilizadas como pontos de verificagdo do modelo.

O modelo ajustado a partir do planejamento de mistura pode ser
representado graficamente por uma superficie de resposta. Como exemplo, a
Figura 04 mostra uma superficie obtida por um modelo quadratico e as curvas de
nivel do modelo sdo apresentadas na Figura 05 (BARROS NETO et al., 2003).

Resposta

FIGURA 04 — Superficie de resposta de um modelo quadratico de uma
mistura de trés componentes, visao tridimensional
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FIGURA 05 — Curvas de nivel do modelo quadratico de uma
mistura de trés componentes

Experimentos que utilizam modelagem de misturas ndo sao frequentes em
pesquisa quimica e biolégica, e menos ainda em digestdo de amostras para
determinagao de ions metalicos por espectrometria atbmica.

O planejamento de misturas foi utilizado por de Andrade et al. (2001; 2003),
que desenvolveram um método eletroanalitico utilizando a técnica de voltametria
adsortiva de redissolucdo em um sistema ternario homogéneo de solventes,
minimizando consideravelmente os problemas encontrados na determinacdo de
Mo (VI) em amostras de ago inoxidavel, plantas e amostras farmacéuticas. O
mesmo sistema ternario foi empregado para a determinagcédo direta de Ni por
Coscione et al. (2005).

Eiras et al. (1994) utilizaram um planejamento de misturas para estudar os
efeitos dos solventes agua, etanol e metilisobutilcetona na determinagdo de Cu
por espectrometria de absorgao atdbmica e obtiveram uma mistura otimizada dos
trés solventes, o que proporcionou consideravel aumento na sensibilidade do
método.

de Andrade et al. (1998), otimizaram um método espectrofotométrico para
determinagdo de Mo (VI) com tiocianato utilizando um planejamento experimental

de misturas. O Mo foi extraido com a-benzoinoxima em uma mistura de agua,
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etanol e cloroférmio. A aplicabilidade do método foi testada em duas amostras de
aco inox e os resultados foram compativeis com os valores obtidos por
espectrometria de absorgéo atomica.

Hillig et al. (2003) analisaram a viabilidade da utilizacdo do planejamento
centréide simplex para modelagem de experimentos com misturas de espécies de
madeira na confec¢cdo de chapas aglomeradas. As propriedades mecanicas e a
densidade das chapas foram explicadas pelo modelo linear, enquanto que para as
propriedades de estabilidade dimensional o modelo quadratico foi o mais
adequado. Os pesquisadores concluiram que a modelagem de misturas é um
método viavel para aplicagcdo em experimentos com misturas de espécies para
confeccao de chapas aglomeradas estruturais.

Durante a confecgdo de pegas ceramicas, a mistura de diferentes tipos de
solo é feita intuitivamente. Contudo, as caracteristicas desse produto séo
fortemente dependentes das proporgdes usadas nessa mistura. Um planejamento
em rede simplex foi empregado por Alexandre et al. (2001), para prever as
propriedades resultantes dessas misturas.

Correa et al. (2004a; 2004b) caracterizaram dez formulagdes constituidas
por uma mistura de argilas, feldspato potassico e areia quartzosa, que foram
processadas sob condicbes semelhantes as utilizadas na industria de
revestimento ceramico. Com os resultados da caracterizagdo foram calculados
modelos de regressao relacionando cada propriedade com as proporgdes de
matérias-prima. Os modelos foram usados para delimitar a gama de composic¢des
que permite produzir um corpo ceramico com caracteristicas de grés porcelanico.

Um método de decomposicdo de amostras bioldgicas que resulte em uma
completa solubilizagcdo do material, retencdo de elementos volateis, reducao das
contaminacgodes, baixos valores de branco e rapidez € um dos pontos mais criticos
de uma analise empregando técnicas espectroanaliticas.

Neste trabalho serd desenvolvido um planejamento experimental do tipo
simplex-centréide com trés componentes para otimizar a propor¢ao de HNO3, HCI
e H,O, na mistura digestora e obter métodos de decomposi¢cao aplicaveis a

tecidos de moluscos bivalves.
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4.7. Espectrometria de Emissdo Optica em Plasma com
Acoplamento Indutivo (ICP OES).

Para atender as necessidades de determinar tracos de metais em amostras
naturais (ambientais, geoldgicas, biolégicas, dentre outras), métodos analiticos
altamente sensiveis, seletivos e rapidos estdo sendo desenvolvidos. A tendéncia
atual em analise instrumental € o uso de técnicas multielementares com
capacidade para determinacao de elementos em baixas e altas concentragées.

A Espectrometria de emissao 6ptica em plasma com acoplamento indutivo
esta inserida no universo das técnicas espectroanaliticas e € muito usada em
quimica analitica devido a sua capacidade de quantificar macro e micro-
constituintes em diversas matrizes.

Os espectrometros de emissdo Optica em plasma com acoplamento
indutivo sdo compostos basicamente por um sistema de introducdo de amostras,
tocha de quartzo para geragdo do plasma, fonte de radiofrequéncia, sistema
Optico para permitir a eficiente separacao dos diferentes comprimentos de onda e
o sistema de deteccédo (BOSS e FREDEEN, 1997; MONTASER e GOLIGHTLY,
1992; SKOOG e LEARY,1992).

As fontes de plasma oferecem uma série de vantagens, quando
comparadas com outras fontes de atomizagao, dentre as quais pode-se destacar:

e Espectros de emissdo de boa qualidade para varios elementos, o
que possibilita uma determinagao simultanea;

e Curvas analiticas lineares com até cinco ordens de grandeza;

e Capacidade para determinar baixas concentracbes de elementos
que tendem a formar oxidos refratarios, tais como: B, P, W, U, Zr e
Nb.

O plasma pode ser definido como um gas parcialmente ionizado, onde
coexistem cations Ar’, elétrons e atomos neutros de Ar. Os ions argénio e os
elétrons sdo as principais espécies condutoras, embora possam estar presentes
outros cations provenientes da amostra em quantidades menores. Os ions

argbnio, uma vez formados no plasma, sdo capazes de absorver poténcia
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suficiente de uma fonte externa para manter a temperatura do plasma, no qual o
nivel de ionizagdo mantém-se indefinidamente (BOSS e FREDEEN, 1997;
MONTASER e GOLIGHTLY, 1992, SKOOG e LEARY,1992).

O plasma indutivamente acoplado € formado na extremidade de um
dispositivo constituido de trés tubos de quartzo concéntricos (tocha), através dos
quais flui o argbnio principal, auxiliar e nebulizador (BOSS e FREDEEN, 1997;
GINE-ROSIAS, 1998, SKOOG e LEARY,1992).

A Figura 06 mostra o esquema da tocha (quartzo) que é a configuragao que
sustenta o plasma, circundada por uma bobina de indugéo (resfriada a agua ou ar)
através da qual a energia de até 0,5-2 kW é fornecida, sendo o gerador de

frequéncia de 27 ou 40 MHz.

Regidode Emiss&o

Flasma

Bobina de indugéao Hetpgvagrened

Tubos de quarzo |-

\ B
b
i
i
%}
i
255 et

Fluxo de argdnio
tangencial

Fluxo da amostra

FIGURA 06 — Plasma acoplado indutivamente

Na extremidade da tocha, o plasma é inicialmente formado por meio de
uma descarga elétrica produzida por uma bobina Tesla, que ioniza o argdnio
principal. A temperatura do plasma é bastante elevada e, por isso, € necessario
resfriar a tocha. Esta é a fungcédo de um fluxo de argdnio que flui tangencialmente

ao redor das paredes do tubo e que € chamado de gas auxiliar. O fluxo central é
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chamado de gas nebulizador e sua funcao é transportar a amostra, em forma de
aerossol, para dentro do plasma.

Uma inovacéo relativamente recente consiste na utilizagdo de uma tocha
axialmente alinhada com o sistema Optico do equipamento, que aumenta
consideravelmente a regido de observagdo e, consequentemente, a
detectabilidade. Entretanto, os efeitos de matriz sdo, em geral, mais severos
nesta configuragéo. Por outro lado, tais efeitos podem ser minimizados com o uso
de uma interface que remove a extremidade menos quente do plasma, onde
ocorrem recombinagao quimica e auto-absorcdo. Além disso, o uso de condi¢cdes
instrumentais otimizadas também favorece a obtencdo de medidas com boa
exatiddo e precisdo (BOSS e FREDEEN, 1997; MONTASER e GOLIGHTLY,
1992).

Os elementos facilmente ionizaveis (EIE) em um plasma sdo aqueles que
possuem baixa energia de atomizagdo e ionizagdo, tais como: sodio, potassio,
calcio e litio. A presenca desses elementos no plasma pode resultar na
intensificacdo ou depressao na intensidade do sinal do analito. Segundo Romero
et al. (1997), esse comportamento pode ser fortemente dependente das condigbes
operacionais do espectrdbmetro, como poténcia aplicada e vazdo do gas
nebulizador.

Mermet (1991) demonstrou que a raz&o entre as intensidades das linhas
atbmicas e i6nicas do elemento Mg, nas linhas de 285,213 nm (linha atbmica) e
280,270 nm (linha idnica), pode ser associada ao tempo de residéncia do analito
no plasma com o aumento ou decréscimo dessa razédo. Essa razéo representada
por Mg II/Mg | tem sido usada como critério pratico para avaliar o desempenho
analitico e a robustez do plasma frente a presenca de interferentes, principalmente
Na e Ca. Um plasma robusto tende a minimizar as interferéncias causadas pelos
EIE e pode ser obtido quando for estabelecida uma baixa vazao de nebulizagdo e
uma poténcia da fonte de radiofrequéncia alta, acima de 1,2 kW (BRENNER et al.,
1998; BRENNER e ZANDER, 2000; SILVA et al., 2002).
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O termo robustez foi proposto para representar a eficiéncia da transferéncia
de energia e a resposta do plasma na troca das condigbes de atomizagéo e
excitagdo e a composi¢cado quimica da solugéo aspirada (SILVA et al., 2002).

A detectabilidade da técnica de ICP OES ndo era adequada para a
determinagéo de varios elementos de interesse encontrados nos fluidos e tecidos
biologicos, sobretudo aqueles em niveis de tragos, entretanto com o advento da
tocha configurada axialmente, esse panorama foi modificado. Em geral, quando o
analito ndo é detectado, procedimentos de pré-concentragdo podem ser utilizados.
Outra alternativa é o uso da espectrometria de absor¢gdo atdmica com
aquecimento eletrotérmico e a espectrometria de massas com fonte de plasma,
que sao técnicas que se apresentam com excelente detectabilidade, possibilitando
a determinacao de elementos nas amostras biolégicas em niveis de concentragéo
que podem alcangar de pg L™'até ng L.

Os ions Cd, Pb, Cr, Ni, As e Cu, Zn foram determinados em amostras de
moluscos bivalves empregando as técnicas ETAAS e FAAS, respectivamente,
ap6és o preparo de uma sopa de moluscos e uma etapa de decomposicdo da
amostra com aquecimento assistido por MW (SAAVEDRA et al., 2004a). Em outro
estudo semelhante, os ions foram determinados utilizando as mesmas técnicas,
sendo que as amostras foram decompostas em bombas de aco (BEIRAS et al,,
2003).

Curtius et al. (2003) determinaram As, Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, Se, V e Zn,
em sopa de moluscos e material certificado de referéncia (NIST 1566a)
empregando um espectrémetro de massas com fonte de plasma indutivamente
acoplado, com introdugdo de amostra por vaporizagao eletrotérmica (ETV-ICP-
MS). Vale ressaltar que as concentragdes certificadas de Cu, Mn e Zn estdo em
niveis de pg g (66,3; 12,3; 850, respectivamente). Os mesmos fons foram
determinados no material certificado e em amostras de ostras, com excec¢ao do Fe
e Al, empregando a técnica ICP-MS de alta resolugao (GIFFORD et al., 2005).

Alguns trabalhos encontrados na literatura mostraram que a técnica de ICP
OES foi empregada para determinagdo de alguns ions metalicos em amostras de

bivalves, entretanto sem proveito da sua potencialidade, pois néo utilizaram a sua
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capacidade de determinar um numero maior de elementos com um intervalo de
concentragao mais amplo e o uso da tocha com configuragao axial, que possibilita
a determinagado de alguns elementos em baixas concentragdes (PEREIRA et al.,
2002, CARVALHO et al., 2001; MACHADO et al., 2002).

Como ja mencionado e com o objetivo de determinar um maior numero
possivel de elementos constituintes do tecido de moluscos bivalves, a técnica de
ICP OES foi utilizada neste trabalho apés uma etapa de decomposicido da
amostra, onde as proporcdes da mistura reacional foram obtidas através do

planejamento de misturas.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Reagentes e Solugoes

Todas as solugdes foram preparadas com reagentes de grau analitico e
agua ultrapura obtida do sistema Milli-Q Gradiente (Millipore, USA), com
condutividade de 0,054 pS cm™.

Todos os materiais utilizados (plasticos e vidros) foram previamente
descontaminados em banho de detergente neutro a 5% (v/v) por 24 h, lavados
com agua ultrapura e logo depois colocados em banho de HNO3; a 10 % (v/v), por
24 h, lavados com agua ultrapura e secos ao ar.

Padrées multielementares de Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn,
Mo, Ni, P, Pb, Se, V e Zn foram preparados a partir da diluicdo das solucdes
padrées (Merck), de 1000 mg L, em &cido, cuja concentracdo dependia do
experimento do planejamento de misturas. As curvas analiticas foram definidas
para cinco pontos. As concentragdes dos padroes multielementares foram: i) 0,5;
1,0; 2,0; 4,0 € 6,0 uyg mL" de Al, Cu e Fe; ii) 0,02; 0,04; 0,10; 0,20 e 0,40 yg mL™
para As, Ba, Cd, Co, Cr, Mn, Mo, Ni, Pb, Se e V; iii) 5,0; 10; 15; 20 e 40 ug mL"
para Ca, Mg e Zn; iv) 25; 50; 100; 200 e 300 pug mL™" para P.

5.2. Planejamento Experimental de Misturas

5.2.1. Estudo do sistema composto por HCI - HNO; - H,O, utilizando um

planejamento simplex-centréide

No planejamento simplex-centroide, os pontos nos vértices, arestas e
centréide referem-se as amostras puras, binarias e ternarias, respectivamente
(Figura 07). Os outros pontos no interior do tridngulo correspondem as misturas

ternarias adicionais ou axiais.
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L 3
HHO3 4 H202

FIGURA 07 — Representagao esquematica do planejamento
simplex-centréide para o sistema ternario HCI - HNOj; - H,O,

A Tabela 01 apresenta a composi¢ao fracionaria dos componentes no
sistema ternario HNO3, HCI e H,O,, conforme o planejamento mostrado na Figura
07.

TABELA 01 - Composicéao fracionaria dos componentes
na mistura HCl — HNO3; - H,0O,

Pontos do

planejamento HCI HNO, H20,
1 0,600 0,200 0,200
2 0,100 0,800 0,100
3 0,200 0,200 0,600
4 0,100 0,450 0,450
5 0,450 0,450 0,100
6 0,400 0,200 0,400
7 0,333 0,333 0,334
8 0,567 0,217 0,216
9 0,216 0,567 0,217
10 0,217 0,216 0,567
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Como a otimizagdo de misturas ndo podia ser realizada com certas

composi¢des dos componentes, foi necessario ajustar o planejamento para as

condicbes possiveis (pseudocomponentes).

A Tabela 02 apresenta as

composic¢des fracionarias dos pseudocomponentes na mistura.

Tabela 02 - Composicao fracionaria dos pseudocomponentes

na mistura HCl — HNOj; - H,0,.

Pontos do

planejamento HCI HNO, H0,
1 0,714 0,143 0,143
2 0,000 1,000 0,000
3 0,143 0,143 0,714
4 0,000 0,500 0,500
5 0,500 0,500 0,000
6 0,429 0,142 0,429
7 0,333 0,333 0,334
8 0,667 0,167 0,166
9 0,166 0,667 0,167
10 0,167 0,166 0,667

5.2.2. Digestao do material certificado de referéncia

Para avaliar o efeito das propor¢cées na composicédo do sistema HNO; - HCI

- H2,O, em dois tipos de decomposicao, foi utilizado um material de referéncia

certificado de tecido de ostra, que € uma espécie de molusco bivalve. A Tabela 03

apresenta a concentragdo dos elementos constituintes desse material (SRM

1566b - NIST).
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TABELA 03 — Concentragdo (mg kg™') dos principais constituintes
do material certificado de referéncia (1566b — NIST)

Constituinte Concentr_1aq.éo, Constituinte Concentr_1agéo,
199 19 9
Al 197,2+6,0 Ni 1,04 £ 0,09
As 7,65 £ 0,65 Pb 0,308 + 0,009
Ba 8,6 +0,3 Se 2,06 £0,15
Cd 2,48 +£ 0,08 \Y 0,577 + 0,023
Co 0,371 £ 0,009 Zn 1424 + 46
Cu 71,6 +1,6 Ca 838 + 20
Fe 205,8+6,8 Mg 1085 + 23
Hg total 0,0371 + 0,0013 K 652 + 90
Mn 18,5+0,2 Na 3297 + 53

5.2.2.1. Digestao com aquecimento assistido por microondas

As solugdes para cada ponto do planejamento de mistura foram
preparadas, pesando-se aproximadamente 0,5000 + 0,0001 g do material de
referéncia (SRM 1566b - NIST), adicionando-se os volumes de HCI 37% e HNO;
65% descritos na Tabela 04, e o sistema ficou reagindo por 30 min. Apds esse
periodo a H,O, 30% foi adicionada, lentamente, para evitar uma reagao brusca e
perda de material.

A decomposicao foi realizada num forno de microondas, marca Provecto,
modelo DGT 100 Plus, utilizando o programa mostrado na Tabela 05.

Quando concluido o programa, os frascos foram retirados do forno, deixou-
se esfriar e a solugcdo foi transferida para baldo volumétrico de 25,0 mL,
completando-se o volume com agua ultrapura.

As concentragbes de Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mg, Mo, P, Pb,
Ni, Se, V e Zn nas solucdes resultantes dos experimentos foram determinadas por

ICP OES, utilizando-se as condi¢gdes pré-selecionadas da vazado do gas
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nebulizador e a poténcia de radiofreqiiéncia em 0,6 L min” e 1,4 kW,

respectivamente.

TABELA 04 - Volumes da mistura utilizada no planejamento.

Pontos do
planejamento HCI, mL  HNO; mL H20,, mL
1 3,0 1,0 1,0
2 0,5 4,0 0,5
3 1,0 1,0 3,0
4 0,5 23 22
5 2,2 2.3 0.5
6 2,0 1,0 2.0
/ 1,6 1,7 1,7
8 2,8 11 1.1
9 11 2.8 1,1
10 1,1 11 2.8

TABELA 05 - Programa de aquecimento

utilizado no forno de MW.

Etapa T?nrrilr?o Pot‘é’\?cia
1 5 200
2 5 0
3 10 500
4 30 630
5 5 0

5.2.2.2. Digestao com aquecimento em bloco digestor

As solugdes para cada ponto do planejamento de

mistura foram

preparadas, pesando-se aproximadamente 0,5000 + 0,0001 g do material de

referéncia (SRM 1566b - NIST) em um tubo de digestdo e adicionando-se o
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volume de HCI 37% e HNO3; 65%, conforme Tabela 04. Os tubos foram colocados
em um bloco digestor, marca TECNAL, modelo TE 040/25. Aos tubos foram
acoplados condensadores, chamados de “dedo frio”, com agua. O sistema ficou
reagindo overnight, a uma temperatura de 50°C (Figura 08). Concluida essa
etapa, a H,O, 30% foi adicionada e a temperatura do bloco foi aumentada
gradualmente, até aproximadamente 140°C, sendo a digestdo realizada por 4 h
nessa temperatura. Apos a digestdo os tubos foram retirados do bloco digestor,
esfriados a temperatura ambiente e a solugdo foi transferida para balédo

volumétrico de 25,0 mL, sendo o volume completado com agua ultrapura.

FIGURA 08 — Digestao em bloco digestor e
refluxo com “dedo frio”

As concentragbes de Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mg, Mo, P, Pb,
Ni, Se, V e Zn nas solugdes resultantes dos experimentos foram determinadas por
ICP OES, utilizando-se as condigdes pré-selecionadas da vazédo do gas
nebulizador e a poténcia de radiofreqiiéncia em 0,6 L min" e 1,4 kW,

respectivamente.
5.2.3. Determinagao do carbono organico total (TOC) nas solugoes

As solugbes resultantes do planejamento de mistura por aquecimento

assistido por MW e em BD foram analisadas para determinar a concentracdo do
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carbono organico total na solugdo, com o objetivo de avaliar a eficiéncia da
digestdo. A presenga de compostos organicos na solugado pode levar a um baixo
desempenho analitico do espectrometro de emisséo 6tica em plasma, devido as
emissdes do carbono e de seus compostos, que aumentam o sinal de fundo.

As solugdes para determinagao do TOC foram preparadas, diluindo-se 300
uL da solucao original para 10 mL e ajustando-se o pH para £ 3. As determinacdes
foram realizadas em um analisador de carbono organico total, marca SHIMADZU,
mod. TOC 5000.

5.2.4. Determinacgao da acidez nas solugoes

As solugdes resultantes do planejamento de mistura por aquecimento
assistido por MW e em BD foram analisadas para determinar a acidez residual nas
solugdes. Uma aliquota de 1,0 mL foi transferida para um erlenmayer de 250 mL e
0 volume completado para 50 mL com agua ultrapura. Adicionou-se 5 gotas de

fenolftaleina a solugao e titulou-se com solucédo padronizada de NaOH 0,1 mol L™.

5.2.5. Selegao do comprimento de onda

Algumas linhas espectrais recomendadas pelo fabricante do espectrometro
foram analisadas, levando-se em consideragdo a concentragdo equivalente do
background (BEC) e a matriz estudada.

Os comprimentos de onda de macro (Ca, Mg, P, Zn) e micro constituintes
(Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Se, V) avaliados nesse trabalho séo
mostrados na Tabela 06. Esses elementos foram escolhidos, pois estdo presentes
no material de referéncia e normalmente sdo estudados em organismos que

habitam areas contaminadas por efluentes industriais e domésticos.
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TABELA 06 — Linhas espectrais estudadas

Elemento Linha A (nm) Elemento Linha A (nm)
Al I 308,215 Mg Il 279,077
Al I 396,152 Mg I 280,270
As I 188,979 Mg I 279,553
As I 193,696 Mn I 257,610
As I 197,197 Mn I 260,569
As I 228,812 Mo I 202,030
Ba I 233,527 Mo Il 203,844
Ba Il 455,403 I 213,617
Ca I 317,933 P I 178,221
Ca Il 422,673 Ni I 232,003
Ca I 315,887 Ni I 231,604
Cd Il 214,438 P I 214,914
Cd I 226,502 P I 177,434
Co Il 228,616 Pb Il 220,353
Co I 238,892 Pb I 216,999
Cr Il 205,560 Se I 196,026
Cr Il 206,158 Se I 203,985
Cu I 324,754 I 292,402
Cu Il 224,700 I 309,311
Fe Il 238,204 Zn I 213,856
Fe I 239,562 Zn I 202,548

| = linha atémica; Il = linha idbnica

5.2.6. Estudo de adigao e recuperagao de analitos

Nas mesmas condi¢des instrumentais foram executados testes de adigao e

recuperacao de analito, principalmente para os que apresentavam baixas

concentragdes nas solugdes preparadas, visando verificar possiveis efeitos no
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sinal analitico. Para isto, em algumas solu¢des preparadas pelos dois métodos de
digestao (0,5 g do material de referéncia para 25 mL de solugdo), com a melhor
composicdo dos reagentes, foram adicionadas aliquotas da solugdo
multielementar (As, Cd, Co, Cr, Mo, Ni, Pb Se e V) em concentragdes de 0,25;
0,10 uygmL "' e 0,04 ug mL .

A recuperacgao do analito adicionado € calculada pela equagao 7.
%REC = [(C1— C2)/C3]*100 (7)

REC = recuperagao do analito na solugéo (%)
C4 = concentracao determinada na solugéo adicionada
C, = concentracao determinada na solugdo néo adicionada

Cs = concentragao do analito adicionada

Para calcular o intervalo de confianga a seguinte equacgao (equagéao 8) foi

utilizada:

X = concentragdo média
t = valor de t Student para o = 0,05
S = desvio padrao da média

N = numero de determinagdes

5.3. Avaliagao do Desempenho Analitico do ICP OES

As determinagdes dos micro e macro constituintes do material biolégico
foram realizadas em um espectrémetro de emissédo Optica com plasma acoplado
indutivamente, modelo Optima 3000 DV (Dual view, Perkin Elmer, Norwalk, CT,

EUA) equipado com: a) uma fonte de radiofreqiéncia (RF) de 40 MHz; b) detector

46



Materiais e Métodos

de estado sdlido (SCD); c) nebulizador de fluxo cruzado (cross-flow) com uma
camara de nebulizagao do tipo duplo passo (Scott); d) tubo injetor central da tocha
com diametro interno de 2,0 mm. O equipamento possui uma interface que usa
uma elevada vazdo de argdnio (18 L min™) introduzido perpendicularmente a
tocha, para remogéao de regidao de menor temperatura do plasma (cross-flow shear
gas).

A otimizagao instrumental foi avaliada de forma univariada, utilizando-se
solugcdes com a melhor composicdo do sistema HNO; - HCI - H,O, obtidas através
do planejamento de misturas, tanto para aquecimento assistido por MW quanto
para aquecimento em BD. Os parametros avaliados foram: poténcia da
radiofrequéncia (RF) e vazao do gas de nebulizagao.

O efeito da poténcia de radiofrequéncia foi avaliado variando-se a poténcia
de 1,2 a 1,5 kW e mantendo-se a vazdo do gas de nebulizagdo em 0,8 L min™,
usando as configuragdes axial e radial da tocha.

O efeito da vazao do gas nebulizador foi avaliado fixando-se a poténcia em
1,4 KW e variando-se a vazdo do gas de nebulizagdo de 0,6 a 0,9 L min™', usando
as configuragdes axial e radial da tocha. As condicbes de operagdo do

espectrometro sdo apresentadas na Tabela 07.

TABELA 07 - Parametros instrumentais do ICP OES

Parametros Condigées
Poténcia aplicada (kW) 1,2-15
Vazao do gas nebulizador (L min™) 0,6-0,9
Vazao do gas auxiliar (L min™) 0,5
Vazao do plasma (L min™) 15
Vazao de bombeamento (mL min™) 1,0
Diametro do tubo injetor (mm) 2,0
Altura da visao radial (mm) 15
Corregao do fundo 2 pontos

Tempo de integragao (s) e de leitura(s) 1-5; 30
Replicatas 3

Interface Shear gas
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5.4. Figuras de Mérito

O BEC ¢é a concentragao que equivale ao sinal de fundo e corresponde a
radiagdo que € produzida quando o analito ndo estad presente e depende da
resolucdo instrumental e das condi¢gbées de excitagdo. O BEC € um indicador da
sensibilidade relativa da linha de emisséo e se esse parametro for maior do que o
normal freqlientemente indica problemas com a eficiéncia no sistema de
introducao da amostra (BOSS e FREDEEN, 1997).

O BEC, o limite de detecgdo (LOD), o limite de quantificagdo (LOQ) e a
robustez (razado Mgll/Mgl) foram determinados para avaliar o desempenho dos
procedimentos propostos.

A razao de intensidade Mg II/Mg | foi determinada utilizando as solugdes
obtidas do planejamento de misturas.

Para determinar o BEC foram utilizados brancos provenientes das
digestdes com aquecimento assistido por MW e com BD e uma solugdo padréo
multielementar de maior concentragcdo da curva analitica. A concentracdo acida
final dos brancos foi de 0,45 mol L' e de 0,36 mol L, para as digestdes por MW e
BD, respectivamente.

As condig¢des operacionais do espectréometro foram ajustadas empregando-
se uma vazdo de nebulizagdo de 0,8 L min™ e uma poténcia de 1,4 kW. Foram
feitas 11 leituras dos brancos e do padrdo para cada ion nas duas configuragdes
da tocha.

O BEC, SBR, LOD foram calculados de acordo com as equacdes 9, 10 e
11, respectivamente (THOMSEN, 2000). O LOQ foi calculado segundo Thomsen
(2003), equagdo 12. Os LOD e LOQ expressos em pug g ' foram calculados com

as equacdes 13 e 14.

Canalito
BEC= — (9)
SBR

(I analito ~ I branco)
SBR = (10)

I branco
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3 X RSD pranco X BEC
LOD = (11)
100

LOQ =3,3xLOD (12)
LOD (ug g ') = LOD x F (13)

LOQ (ng g ') =3,3x LOD’ (14)

BEC — Concentragéo equivalente do background

SBR - raz&o sinal analitico /sinal de fundo
lanaliico — intensidade do sinal analitico (n = 11)

lbranco — intensidade do sinal do branco (n=11)
Canaiito — concentragao do analito

LOD - Limite de detecgao em pg mL™

LOQ - Limite de quantificacdo em pg mL ™

RSDpranco — desvio padréao relativo do branco (n = 11)

F = 50 (25 mL de solug&o/0,5 g de amostra) — fator para calcular a concentragdo em pg g™

5.5. Coleta e Biometria das Amostras de Moluscos Bivalves

A espécie de molusco Anomalocardia brasiliana foi escolhida para este
estudo, por ser um organismo de biologia conhecida, de facil coleta, de vasta
distribuicdo geografica e por filtrar a agua da qual retira seu alimento e poder
responder as variagdes das concentragdes de poluentes (ADORNO, 2003).

Duas campanhas de amostragem foram realizadas, a primeira entre os dias
21 e 23 de setembro de 2002 e a segunda entre os dias 13 e 14 de outubro de
2004. Com o auxilio de mapa e tabuas de marés, foram estabelecidas 04 (quatro)
estacdes de amostragem em zonas no interior do manguezal na regido de Sao
Francisco do Conde e Madre de Deus — Recbncavo Baiano. Os locais de
amostragem foram selecionados de forma a se obter uma melhor

representatividade da area de estudo, relacionada as influéncias das atividades
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petroliferas. A localizagdo das estagcdes de amostragem (Tabela 08) foi realizada

através de GPS (Sistema de Posicionamento Global).

TABELA 08 — Coordenadas geograficas das estagdes de amostragem

Estacao Nome Coordenadas
12°43'30,9 S
1 Coqueiro Grande
38°32'58,7 W
. 12°43'19,4” S
2 Caipe
38°34’40,3" W
3 Fabrica de 12°4410,6°S
Asfalto 38°37'14,4” W
12°44°08,2" S
4 (S 38° 35'55,3” W

Como os moluscos bivalves sao relativamente sedentarios e possuem o
habito de viverem enterrados no sedimento, a amostragem foi realizada com a

remocao do sedimento até sua localizagéo (Figuras 09 e 10).

FIGURA 09 — Remocéo do sedimento para
coleta de Anomalocardia brasiliana
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SAS 5 P

FIGURA 10 — Coleta de Anomalocardia brasiliana

Em média, 60 individuos foram coletados em cada estagdo de amostragem
e acondicionados em sacos plasticos com agua do ambiente. Os sacos foram
identificados por estagcdes e encaminhados para o Laboratério de Estudos
Biogeoquimicos de Manguezais, do Instituto de Geociéncias da UFBA
(LEM/IGEO/UFBA). No laboratério, os individuos foram transferidos para baldes
de 20 L, os quais foram preenchidos com agua superficial coletada nas préprias
estagcdes de amostragem. Bombas de aquario foram instaladas no sistema para
oxigenar a agua durante 24 h, para haver a depuragao (purificagdo por processo
natural) dos moluscos (PEMPKOWIAK et al., 1999; ZAUKE et al., 2003).

Apos o periodo de depuracdo, os individuos foram identificados e,
individualmente, foi medido o comprimento total da concha (mm), com auxilio de
um paquimetro (Figura 11). Para as medidas, tomou-se como base a maior
distancia entre o umbo (saliéncia localizada na zona antero-dorsal de cada valva)
e a margem oposta da concha (TOMAZELLI, 2003). A concha do individuo foi
aberta (Figura 12), utilizando-se espatula plastica. O sexo do individuo foi
determinado retirando-se uma por¢ao da génoda (6rgao sexual do molusco) com
pipeta de Pasteur e identificado através de um microscopio. O tecido mole (carne)
foi cuidadosamente separado da valva, colocado em frasco plastico e congelado,
para posterior analise quimica (MACHADO et al., 2002; SOKOLOWSKI et al.,
2004).

51



Materiais e Métodos

FIGURA 12 — Concha aberta para retirar o tecido mole

5.6. Estudo da Exatiddo e Comparagao entre os Métodos de

Digestao

Com as melhores propor¢cées de HCI - HNO;3; - H,O, determinadas pelo
planejamento de misturas, testes estatisticos foram realizados com o objetivo de
verificar se existiam diferengas significativas entre os resultados obtidos com
aquecimento em forno de MW e aquecimento em BD. O material de referéncia foi

empregado para a realizagao dos testes.
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Porcdes de 0,5 g do material de referéncia foram colocadas em tubos do
bloco digestor. Aos tubos foram adicionados 1,0 mL de HCI 37% e 1,0 mL de
HNO3; 65% e acoplado um ““dedo frio™ para promover o refluxo dos reagentes. O
sistema ficou reagindo overnight, a uma temperatura de 50°C. Concluida esta
etapa, 3,0 mL de H;O, 30% foram adicionados e a temperatura do bloco foi
aumentada gradualmente até aproximadamente 140°C, sendo a digestao
realizada por 4 h nessa temperatura. Apds a digestdo os tubos foram retirados do
bloco digestor e deixou-se esfriar. A solugao foi transferida para baldo volumétrico
de 25,0 mL e o volume foi completado com agua ultrapura.

Cinco aliquotas de 0,5 g do material foram transferidas para os frascos de
microondas, aos quais foram adicionados 1,6 mL de HCI 37% e 1,7 mL de HNO;
65%. Apds 30 minutos de reagao, adicionou-se 1,7 mL de H;0, 30%. Os frascos
foram tampados e colocados no forno de microondas, seguindo-se o programa da
Tabela 05. Apés a digestao os frascos foram retirados do forno e deixou-se esfriar.
A solucao foi transferida para baldo volumétrico de 25,0 mL e o volume foi
completado com agua ultrapura.

As concentracdes de Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mg, Ni, Pb,
Se, V, Ni e Zn nas solucbes resultantes dos dois métodos propostos foram
determinadas por ICP OES, utilizando-se as condigdes da vazdo do gas
nebulizador e a poténcia de radiofreqiiéncia em 0,8 L min” e 1,4 kW,

respectivamente.

5.7. Digestao dos Individuos de Annomalocardia brasiliana

Como o objetivo do trabalho foi determinar a concentragdo de ions
metalicos em cada molusco coletado, foi estabelecido um numero de 30 individuos
para representar estatisticamente a populagao na estacao de coleta (SAAVEDRA
et al, 2004a; CARVALHO et al, 2001). Os individuos foram escolhidos
aleatoriamente e o percentual de machos e fémeas coletados nas estacdes foi

mantido para determinar a concentragéo dos ions metalicos.
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Os frascos contendo os tecidos dos individuos foram retirados do freezer e
deixados atingir a temperatura ambiente. A carne foi transferida para um tubo do
bloco digestor e pesada. Aos tubos foram adicionados 1,0 mL de HCI 37% e 1,0
mL de HNO3; 65% e acoplado um ““dedo frio™. O sistema ficou reagindo overnight
a uma temperatura de 50°C. Concluida essa etapa, 3,0 mL de H,O, 30% foram
adicionados e a temperatura do bloco foi aumentada gradualmente, até
aproximadamente 140°C, e a digestdo foi realizada por 4 h nessa temperatura.
Apos a digestao os tubos foram retirados do bloco digestor e deixou-se esfriar. A
solugcdo foi transferida para baldo volumétrico de 25,0 mL e o volume foi
completado com agua ultrapura. A concentracado de Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe, Mn, Mg, Mo, Ni, P, Pb, Se, V e Zn foi determinada utilizando-se a técnica

de ICP OES em condigdes selecionadas neste trabalho.
5.8. Determinagao da Umidade nas amostras

A determinagdo da umidade nos tecidos dos moluscos se fez necessaria,
uma vez que a concentracdo das espécies de interesse nesse tipo de amostra,
normalmente, é expressa em peso seco.

A umidade dos moluscos foi determinada, separadamente, utilizando-se
individuos de Annomalocardia brasiliana de cada estacdo, para obter-se uma
média de umidade, uma vez que a digestao foi realizada por individuo.

Inicialmente, os pesa-filtros foram levados a estufa e deixados por 24 h na
temperatura de 105°C. A seguir, foram transferidos para um dessecador e depois
pesados. Com a amostra na temperatura ambiente, e sem agua, cada individuo foi
pesado e deixado na estufa por 24 h, na temperatura de 105°C (SAAVEDRA et
al.,2004a; CARVALHO et al., 2001; ASTM, 2000).
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5.9. Estudo de Interferentes e Adicao do Padrao Interno

Para avaliar o efeito de interferéncia no sistema proposto, foram preparadas
solucdes contendo 100 mg L™ de Ca, Mg e Zn; 200 mg L™ de Na; 300 mg L™ de K
e P, a partir de solugdes padrdes (Merck), de 1000 mg L.

O itrio foi empregado como padrado interno para avaliar a interferéncia da
matriz. Aliquotas da solugdo de Y 1000 mg L™ foram adicionadas na solugéo de

interferentes, ficando com concentracéo de 2 mg L.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Planejamento Experimental de Misturas

Um planejamento experimental de misturas foi desenvolvido para
determinar a melhor composi¢cdo de um sistema reacional composto por HNO;
65%, HCI 37% e H>O, 30%, visando obter métodos de digestdo aplicaveis a
tecidos de moluscos bivalves.

Um material de referéncia foi digerido empregando dois tipos de
decomposicao: aquecimento assistido por microondas e aquecimento em bloco
digestor. Experimentos prévios mostraram que era necessaria a utilizacdo de
todos os reagentes (HNOs3, HCI e H,O;) para a realizagdo do planejamento. Os
componentes envolvidos no planejamento foram convertidos em valores de
pseudocomponentes, de acordo com o descrito na revisao bibliografica.

As digestdes foram realizadas, obtendo-se solugdes para cada experimento
do planejamento e, a seguir, foram avaliados alguns parametros para subsidiar a
escolha da composicdo mais adequada da mistura. Os parametros estudados
preliminarmente foram: i) estudo prévio das condigbes instrumentais; ii); carbono
organico residual iii) acidez final; iv) escolha do comprimento de onda; v)
determinagdo da melhor proporgdo para o sistema HCI - HNOj; - HyOg;. vi)
determinagdo da concentragao dos ions metalicos nas condi¢des otimizadas; vii)

estudo da adi¢ao e recuperacao de analitos nas condi¢cdes otimizadas.

6.1.1. Determinagao do carbono organico total (TOC) nas solugoes

A presenga do carbono em uma solugdo pode produzir emissao nao
especifica, que afeta a detec¢cdo devido ao aumento do BEC. Por esse motivo é
importante que os reagentes empregados em uma decomposigao possuam um
poder oxidante suficiente para oxidar a matéria organica e que o teor de carbono

residual seja minimo.
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A Tabela 09 apresenta a concentragdao do TOC nas solugdes analisadas,
que variou de 0,04 a 0,20% para aquecimento em forno de MW, e de 0,40 a
0,64% no aquecimento com bloco digestor. Observa-se que a concentragdo do
carbono organico ficou mais elevada nas solu¢gées onde a digestao foi realizada
com aquecimento no bloco digestor. Segundo informagdes do fabricante, a
temperatura dentro dos frascos atinge 180°C, quando altas poténcias sdo usadas
na digestdo. A temperatura empregada no bloco digestor foi de 140°C.
Possivelmente, uma temperatura maior na digestdo por MW pode ter favorecido a
melhor oxidagcado da matéria organica nas amostras digeridas por esse método.

Além disso, pode-se ressalvar que nas solu¢des onde os reagentes HNO; e
H,O, estdo em maiores proporgcbes (Tabela 02, Material e Métodos), a
concentracdo do TOC é menor, confirmando os dados obtidos por Araujo et al.
(2002) que observaram uma diminuicdo de residuos e de carbono organico
residual quando maiores volumes de H,O, foram utilizados.

O teor de carbono organico total nas solugdes estudadas esta entre 0,001 e
1%, intervalo considerado adequado na determinagdo de ions metalicos por ICP
OES nessas solugdes, pois os efeitos indesejaveis do carbono ndo afetam a

detectabilidade dos analitos.

TABELA 09 — Concentragao de carbono organico total (TOC)

Pontos do TOC, % TOC, %

planejamento

Aquecimento por MW Aquecimento com BD

1 0,20 0,52
2 0,06 0,43
3 0,05 0,50
s 0,05 0,40
5 0,08 0,40
® 0,19 0,64
/ 0,04 0,46
£ 0,17 0,49
9 0,08 0,41
10 0,12 0,50
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6.1.2. Determinacgao da acidez nas solugoes

A acidez das solugdes foi determinada para avaliar a concentragao residual
dos acidos utilizados, pois solucbes com elevada acidez podem afetar os
processos de nebulizacdo, de excitacdo-nebulizagdo e as espécies presentes no
plasma. Propriedades fisicas como viscosidade e tensado superficial afetam a
formagao do aerossol envolvendo goticulas da solugédo dispersas no gas argdnio
(KRUG et al. 2002).

Essa determinacéao foi realizada, titulando-se uma aliquota da solugéo final
com solucdo de hidréxido de sédio 0,1 mol L™. A concentragdo &cida final foi
calculada e os resultados sédo apresentados na Tabela 10, podendo-se observar
que a acidez das solugdes provenientes das duas formas de digestao nao variou
significativamente. Pode-se destacar também, que a acidez foi menor nos
experimentos de n°® 3 e 10, onde o volume de H,O, esta em maiores proporgdes e
no experimento n° 7, no qual as proporcées de HNO;, HCI e H,O, séo iguais
(Tabela 02, Material e Métodos).

Crispino (2005) argumenta que o uso de maiores quantidades de H»O»
pode gerar solugdes com acidez final menor, adequadas a determinagcdo dos

elementos de interesse por ICP OES.
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TABELA 10 — Acidez das solugdes resultantes
do planejamento de mistura.

Acidez, % Acidez, %

Pontos do
planejamento Aquecimento Aquecimento
nor MW com BD
1 3,5 2,8
2 3,7 5,6
3 1,3 1,5
4 1,6 2,3
5 3,5 3,3
6 3,2 2,0
7 1,8 1,6
8 3,3 2,2
9 3,2 3,2

10 1,7 1,1

6.1.3. Sele¢ao do comprimento de onda

A escolha da linha espectral adequada para a determinagao dos elementos
de interesse no material de referéncia certificado foi realizada com a poténcia de
1,4 KW e a vazao do gas de nebulizagéo de 0,6 L min”', nas duas configuracdes
da tocha.

Os comprimentos de onda adequados para as medidas de emissdo dos
analitos devem atender alguns critérios, tais como aqueles definidos por Boss e
Fredeen, 1997:

o A concentracdo dos elementos deve estar na faixa de trabalho da
linha e quando o analito apresentar uma concentracdo acima dessa
faixa, um outro comprimento de onda menos sensivel deve ser
usado;

o a origem da linha de emiss&o, isto &, atdbmica ou idnica, pois algumas

linhas podem ser menos vulneraveis a interferéncias;
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o as linhas selecionadas devem estar livres de interferéncias

espectrais.

As linhas selecionadas foram aquelas que apresentaram os melhores
valores de recuperagdao de cada espécie no material certificado, levando-se em
consideracdo todos os critérios recomendados. A Tabela 11 mostra os
comprimentos de onda selecionados para a determinagcdo dos elementos de

interesse na matriz utilizada.

TABELA 11 — Comprimentos de onda selecionados.

Elemento Linha Corr:)?‘ﬂr;‘:e:;‘o de Elemento Linha Cotzl;;l:’e:r:]o de
Al I 396,153 Mg Il 279,077
As I 188,979 Mn Il 257,610
Ba Il 455,403 Mo Il 202,031
Ca Il 315,887 Ni I 232,003
Cd I 226,502 P I 214,914
Co Il 228,616 Pb I 220,353
Cr I 205,560 Se I 196,026
Cu I 324,754 \Y Il 292,402
Fe Il 238,204 Zn I 213,856

| — Raia atébmica; Il — Raia idnica

6.1.4. Estudo do sistema composto por HCI - HNO; - H,O, utilizando um

planejamento simplex-centréide

Com as condicdes pré-selecionadas do espectrémetro em 0,6 L min™ para a
vazao do gas nebulizador e 1,4 kW para poténcia aplicada, na configuragao axial e
nos comprimentos de onda selecionados, foi determinada a concentracdo dos
elementos de interesse para os pontos do planejamento na Tabela 02, Material e
Métodos.

As Tabelas 12 a 23 apresentam a recuperacdo média dos elementos Al, As,

Ba, Ca, Cd, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, V e Zn determinados no material de referéncia
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NIST 1556b, que foi digerido por aquecimento assistido por MW e aquecimento

em BD. As concentragdes dos elementos Cr, Mo e P ndo constam no certificado

do material de referéncia.

TABELA 12 — Recuperagao (%) de Al para o planejamento de misturas
HCI - HNO3- H,0,, (P= 1,4 KW ; Vpiep = 0,6 L min™).

Pontos do Aquecimento por MW Aquecimento em BD
planejamento  p.,ica 1 Réplica2  Meédia | Réplical Réplica2  Média

1 81 70 76 53 46 49
2 60 71 65 54 39 47
3 75 80 78 55 36 45
4 77 82 79 75 61 68
5 64 78 71 15 38 26
6 * * * 40 18 29
7 79 68 74 57 88 73
. - " - . . .

9 76 70 74 39 41 40
10 75 78 77 38 47 43

* Nao houve digestdo do material de referéncia neste ponto do planejamento

** Solugao desprezada

TABELA 13 — Recuperagao (%) de As para o planejamento de misturas
HCI - HNOs - H,05, (P= 1,4 kKW ; Voo = 0,6 L min™).

Aquecimento por MW

Aquecimento em BD

Pontos do
planejamento Réplica1 Réplica2 Média Réplica1 Réplica2 Média

1 92 89 91 85 78 81
2 103 106 105 78 76 77
3 99 98 99 94 89 92
4 95 107 101 106 97 101
5 97 102 100 74 72 73
6 * * * 86 83 84
7 111 102 107 90 93 91
8 08 ok 98 2 o 2

9 104 97 101 89 90 90
10 94 102 98 88 95 89

* Nao houve digestdo do material de referéncia neste ponto do planejamento

** Solugao desprezada
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TABELA 14 — Recuperagao (%) de Ba para o planejamento de misturas
HCI - HNO;3 - H,05, (P= 1,4 kW ; Voo = 0,6 L min™).

Pontos do Aquecimento por MW Aquecimento em BD
planejamento pspjica1 Réplica2 Média | Réplical Réplica2 Média

1 93 88 90 86 63 75
2 84 87 86 112 68 90
3 86 85 86 94 55 74
4 84 92 88 139 117 128
5 87 90 89 * 68 68
5 . . . 31 " 31

7 96 84 90 93 * 93
3 85 " 85 . . .

9 94 80 86 54 37 46
10 86 90 88 42 67 52

* Nao houve digestdo do material de referéncia neste ponto do planejamento

** Solugao desprezada

TABELA 15 — Recuperagao (%) de Ca para o planejamento de misturas
HCI - HNO3 - H,0,, (P= 1,4 kW ; Vpiep = 0,6 L min™).

Pontos do Aquecimento por MW Aquecimento em BD
planejamento psplica1 Réplica2 Média | Réplica1 Réplica2 Média

1 97 102 100 96 88 92
2 100 101 100 75 74 75
3 101 96 08 101 94 98
4 08 109 103 97 94 9
5 100 104 102 89 79 84
6 * * * 96 97 9
7 106 97 102 08 95 97
8 98 " 98 . . .

9 102 95 99 94 93 94
10 94 101 98 87 101 94

* Nao houve digestdo do material de referéncia neste ponto do planejamento

** Solugao desprezada
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TABELA 16 — Recuperagao (%) de Cd para o planejamento de misturas
HCI - HNO; - H,05, (P= 1,4 kW ; Vo = 0,6 L min™).

Pontos do Aquecimento por MW Aquecimento em BD
planejamento  psplica1 Réplica2 Média | Réplica1 Réplica2 Média

1 97 113 105 96 87 92
2 111 102 107 62 68 65
3 104 104 104 105 95 100
4 100 109 105 97 92 94
5 108 105 106 83 77 80
6 * * * 96 94 95
7 119 100 110 97 94 96
3 84 " i . R .

9 115 100 108 90 91 90
10 94 105 100 86 98 92

* Nao houve digestdo do material de referéncia neste ponto do planejamento

** Solugao desprezada

TABELA 17 — Recuperagao (%) de Co para o planejamento de misturas
HCI - HNO3 - H,0,, (P= 1,4 kKW ; Vpiep = 0,6 L min™).

Aquecimento por MW

Aquecimento em BD

Pontos do
planejamento Réplica1 Réplica 2 Média | Réplica1 Réplica2 Média
1 81 67 74 54 54 54
2 121 94 108 14 40 27
3 81 94 87 121 54 88
4 81 81 81 81 52 66
5 107 67 87 40 40 40
6 * * * 80 54 67
7 161 80 121 81 67 74
8 67 ok 67 * * *
9 121 67 94 54 54 54
10 94 108 101 120 67 94

* Nao houve digestdo do material de referéncia neste ponto do planejamento

** Solugao desprezada
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TABELA 18 — Recuperagao (%) de Cu para o planejamento de misturas
HCI - HNO; - H,0,, (P= 1,4 kW ; Vpep = 0,6 L min™).

Aquecimento por MW

Aquecimento em BD

Pontos do
planejamento Réplica1 Réplica 2 Média Réplica1 Réplica2 Média
1 93 128 111 97 88 92
2 88 89 89 70 69 70
3 93 91 92 94 89 92
4 87 97 92 88 86 87
5 93 98 95 81 73 77
6 * * * 90 90 90
7 97 91 94 89 85 87
8 93 - 93 * * *
9 94 87 90 85 85 85
10 88 96 92 80 91 85

* Nao houve digestdo do material de referéncia neste ponto do planejamento

** Solugao desprezada

TABELA 19 — Recuperacéo (%) de Fe para o planejamento de misturas
HCI - HNOs - H,0,, (P= 1,4 kW ; Viep = 0,6 L min™).

Pontos do Aquecimento por MW Aquecimento em BD
planejamento  pgpjica1 Réplica2 Média | Réplical Réplica2 Média
1 96 99 97 88 82 83
2 91 93 92 70 71 70
3 08 93 96 93 86 89
4 88 08 93 87 87 87
5 95 101 08 80 69 74
6 s s s 91 89 90
7 101 97 99 92 89 90
8 95 " 95 . . .
9 97 89 93 87 88 88
10 94 101 98 80 92 86

* Nao houve digestdo do material de referéncia neste ponto do planejamento

** Solugao desprezada
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TABELA 20 — Recuperacéo (%) de Mg para o planejamento de misturas
HCI - HNOj3- H202, (P= 1,4 kW ; Voep = 0,6 L min™).

Pontos do Aquecimento por MW Aquecimento em BD
planejamento  psplica1 Réplica2 Média | Réplica1 Réplica2 Média
1 95 100 97 94 86 90
2 97 08 98 76 74 75
3 99 95 97 08 94 96
4 96 107 101 93 92 92
5 08 104 101 86 79 82
6 * * * 94 94 94
7 104 97 100 96 92 94
3 89 " 89 . . .
9 99 93 96 91 91 91
10 93 101 97 84 97 91

* Nao houve digestdo do material de referéncia neste ponto do planejamento

** Solugao desprezada

TABELA 21 — Recuperagao (%) de Mn para o planejamento de misturas
HCI - HNO3 - H,0,, (P= 1,4 kW ; Vpiep = 0,6 L min™).

Pontos do Aquecimento por MW Aquecimento em BD
planejamento Réplica1 Réplica2 Média | Réplica1 Réplica2 Média
1 94 98 96 93 84 88
2 96 9 96 74 73 74
3 97 92 94 08 92 95
4 94 103 98 90 90 90
5 97 101 99 84 77 80
6 . * * 93 92 93
7 102 94 98 94 90 9
8 95 &5 95 * * o
9 98 89 94 89 89 89
19 9 99 95 85 95 90

* Nao houve digestdo do material de referéncia neste ponto do planejamento

** Solugao desprezada
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TABELA 22 — Recuperagéao (%) de V para o planejamento de misturas
HCI - HNO; - H,02, (P= 1,4 kKW ; Viiep = 0,6 L min™).

Pontos do Aquecimento por MW Aquecimento em BD
planejamento Réplica1 Reéplica 2 Média Réplica1 Réplica2 Média
1 95 95 95 78 78 78
2 104 95 99 26 69 46
3 104 95 99 87 69 78
4 69 95 82 60 67 64
5 103 95 99 34 59 47
6 * . . — 86 6
7 112 78 95 69 78 74
8 86 &5 86 * * o
9 104 86 95 52 78 65
10 86 95 91 78 78 78

* Nao houve digestdo do material de referéncia neste ponto do planejamento

** Solugao desprezada

TABELA 23 — Recuperacao (%) de Zn para o planejamento de misturas
HCI - HNO3 - Hy05, (P= 1,4 kKW ; Vpep = 0,6 L min™).

Pontos do Aquecimento por MW Aquecimento em BD
planejamento  psplica1 Réplica2 Média | Réplical Réplica2 Média
1 94 98 96 92 84 88
2 95 97 96 73 75 74
3 08 92 95 97 91 94
4 91 101 96 92 89 90
5 96 08 97 86 78 82
6 s s s 92 92 92
7 102 94 98 94 90 92
8 94 " o4 R . .
9 08 92 95 89 88 88
10 92 96 94 81 96 88

* Nao houve digestdo do material de referéncia neste ponto do planejamento

** Solugao desprezada

Avaliando os resultados apresentados nas Tabelas 12 a 23 para o

aquecimento em forno de MW pode-se verificar que os elementos As, Ca, Fe, Mg,
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Mn e Zn apresentaram valores de recuperagao média de 90 a 107% em todos os
pontos do planejamento. Os elementos Cd, Cu e V, em pelo menos um ponto do
planejamento apresentaram uma recuperagdo média abaixo ou acima do intervalo
de 90 - 110%. Excluindo esses valores que ndo estdo no intervalo, a média da
recuperagao ficou em torno de 107, 93 e 96%, respectivamente.

Observa-se que os pontos 2 e 5 do planejamento na digestdo com
aquecimento no BD apresentaram recuperacdes mais baixas comparados aos
outros pontos, para os elementos As, Ca, Cd, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn. Entretanto, o
aquecimento em BD foi eficiente em alguns pontos do planejamento, uma vez que
revelou uma recuperagdo média de 83 a 101% para esses elementos. O Co e V
apresentaram recuperacdo menor do que 90% em todos os pontos do
planejamento.

O Al foi o elemento que apresentou uma baixa recuperagao tanto para a

digestdo com aquecimento em MW como para o bloco digestor.

6.1.5. Determinacao da melhor composic¢ao para o sistema HCI - HNO; - H,0;

Para estudar o efeito da composicéo da mistura na variavel resposta, pode-
se utilizar a modelagem de misturas. A modelagem consiste em ajustar um
modelo matematico polinomial a partir de um planejamento experimental. Numa
mistura de trés componentes pode-se ter modelos quadraticos que consideram os
efeitos das interagdes de dois componentes e modelos cubicos que analisam os
efeitos das interacbes dos trés componentes. Neste estudo foram testados os
modelos quadratico e cubico especial, tendo em vista decidir qual deles
descreveria o comportamento do sistema para cada elemento determinado
(BARROS NETO et al., 2003; MASSART et al., 2003).

A técnica mais usada para avaliar estatisticamente a qualidade do ajuste de
um modelo é a Analise de Variancia (ANOVA). Esse método permite identificar
quais as variancias significativas e estabelece meios para estimar seus efeitos
(BARROS NETO et al., 2003; MASSART et al., 2003).

67



Resultados e Discussao

Em um modelo ajustado, a diferenga entre o valor observado e o valor
previsto deve ser minima, ou seja, os desvios dos valores previstos em relagao
aos valores experimentais pelo modelo devem ser semelhantes aos erros
experimentais dos valores observados. Outro parametro avaliado € a significancia
da regressdo do modelo, que consiste em verificar se os termos do modelo tém
algum efeito sobre a resposta (BARROS NETO et al., 2003).

Para avaliar a adequagao do modelo utiliza-se o valor do F¢,c (F calculado),
obtido no teste da ANOVA e o Fi, (F tabelado) encontrado em tabelas estatisticas.
Para que o modelo esteja bem ajustado, ou seja, ndo haja falta de ajuste, é
necessario que Fgac < Fip, NOs niveis de confiangca de 95%. A regressao do
modelo é significativa se Fcaic > Fiap.

Visando obter a melhor composigdo do sistema HCI - HNOj - H,O2, uma
modelagem foi elaborada utilizando os valores de recuperagédo dos ions metalicos
para os dois tipos de digestdo (Tabelas 12 a 23) como matriz de respostas e como
matriz de planejamento foram utilizados os valores dos pseudocomponentes
(Tabela 02, Material e Métodos). Na realizagdo da modelagem os programas
MIXREG e STATISTICA foram empregados.

As Tabelas 01A a 12A, Anexo A, apresentam os resultados da ANOVA para
0 modelo quadratico de cada ion metalico para o procedimento em forno de MW,
enquanto as Tabelas 01B a 12B mostram os resultados para os modelos cubicos.

A Tabela 24 mostra os valores de F dos modelos avaliados para o
aquecimento em forno de MW e analisando os dados em relagao a falta de ajuste,
verifica-se que para todos os elementos estudados os valores do Fi,, sdo maiores
do que o F¢ie, significando que os modelos nao apresentam falta de ajuste.

Em relacdo a regressdo do modelo, observa-se também que os valores de
Fiab S0 maiores do que Fcqc, indicando que ndo ha efeitos lineares, quadraticos e
cubicos significativos para as interagbes entre os componentes, ou seja, a

composicao da mistura ndo afeta a recuperagao dos elementos estudados.
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TABELA 24 — Avaliagdo dos modelos para a digestdo com aquecimento em MW
utilizando o sistema ternario HCI - HNO; - H,0O,

Modelo quadratico Modelo cubico
Elemento Falta de ajuste Regressao Falta de ajuste Regressao
Fcaic; Ftab; Fcalc; Ftab; Fcalc; Ftab; Fcalc; Ftab;
0=0,05 a=0,05 a=0,05 o=0,05
Al 0,11; 4,07 1,91; 3,20 0,16; 4,46 1,45; 3,22
As 0,99; 4,07 1,97; 3,20 1,35; 4,46 1,57; 3,22
Ba 0,36; 4,07 0,21; 3,20 0,53; 4,46 0,16; 3,22
Ca 0,40; 4,07 0,35; 3,20 0,60; 4,46 0,26; 3,22
Cd 1,90; 4,07 0,39; 3,20 1,23; 4,46 0,90; 3,22
Co 0,33; 4,07 1,01; 3,20 0,49; 4,46 0,76; 3,22
Cu 0,56; 4,07 1,19; 3,20 0,55; 4,46 1,07; 3,22
Fe 0,38; 4,07 1,06; 3,20 0,55; 4,46 0,81; 3,22
Mg 0,56; 4,07 0,26; 3,20 0,73; 4,46 0,24; 3,22
Mn 0,55; 4,07 0,18; 3,20 0,75; 4,46 0,16; 3,22
Y 0,29; 4,07 0,64; 3,20 0,02; 4,46 0,70; 3,22
Zn 0,40; 4,07 0,12; 3,20 0,52; 4,46 0,12; 3,22

A modelagem para a digestdo por MW demonstrou que a composi¢cao da
mistura ndo afeta a recuperacao dos elementos, o que pode ser constatado nas
Tabelas 12 a 23, onde a recuperagéo da maioria dos elementos ficou entre 90 a
110%.

Para selecionar a composi¢cédo, dentre as utilizadas no planejamento de
mistura, que melhor atendesse aos elementos determinados, foram construidos
graficos com o objetivo de agrupar todos os elementos e verificar o seu
comportamento frente a variagdo das proporgcdes dos componentes da mistura,
levando-se em consideragéo a recuperacgao.

A Figura 13 mostra o desempenho da digestao assistida por MW com as
proporgbes dos reagentes HCl 30%, HNOj3; 65% e H;O, 30% utilizadas no
planejamento de misturas. O estudo relacionou a recuperagao dos elementos com
o n° do experimento. Vale ressaltar que para cada experimento a composic¢ao foi
diferente. Observa-se que os experimentos de n® 2, 5, 7 e 9 mostram uma maior
recuperagao para a maioria dos elementos. Para facilitar o estudo outros graficos

foram construidos para avaliar qual a melhor composi¢cao da mistura. Analisando a
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Figura 14, verifica-se que o experimento de n° 7 apresentou o melhor
desempenho.

Examinando os valores de acidez e de teor de carbono organico da solugao
do experimento n° 7, verifica-se que 0 mesmo apresenta os menores teores, para
os dois parametros. Dessa forma, pode-se concluir que a composi¢cao da mistura
HCI 37%, HNO; 65% e H>O, 30% empregada na digestdo com aquecimento
assistido por MW sera 0,333; 0,333; 0,333 (composicao fracionaria), que
corresponde a concentragdo de 0,77; 0,95; 0,67 mol L™ ou em termos de volumes

1,6; 1,7 e 1,7 mL, respectivamente.
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—o—Al —e—Cu
—o—As —eo—Fe
100 N —4&—Ba 100 —a—Mg
v Ca Mn
—e—Cd —a—V
—e—Co —¥%—Zn
80 80
60 60
1 2 3 4 5 7 8 9 10 1 2 3 4 5 7 8 9 10
N° do Experimento MW N°do Experimento MW

Figura 13 — Estudo da relagao entre a recuperagdo dos elementos e o n° do
experimento do planejamento de misturas para digestdo em forno de MW
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Figura 14 — Estudo da melhor composi¢éo para o sistema HCI - HNO; - H,0,
para digestdo em forno de MW
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As Tabelas 14A, 16A - 18A e 20A - 23A (Anexo A), apresentam os
resultados da ANOVA para o modelo quadratico de cada ion metalico para o
procedimento em bloco digestor, enquanto as Tabelas 13B, 15B e 19B, para os
modelos cubicos. A Tabela 25 mostra uma sintese dos resultados obtidos dos
modelos avaliados para o aquecimento em bloco digestor.

Avaliando os resultados em relacédo a falte de ajuste, constata-se que os
valores dos Fi,, sdo maiores do que os Fq,c para todos os elementos estudados,
significando que n&o ha falta de ajuste dos modelos.

Em relacdo a regressdo do modelo, observa-se que para os elementos As,
Ca, Cd, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn os valores dos Fcc sdo maiores do que 0S Figp,
entretanto, para Al, Ba e Co a regressao do modelo ndo é significativa, indicando

que o resultado n&o é afetado pela composi¢cao da mistura.

TABELA 25 — Avaliacdo dos modelos para a digestdo com aquecimento em BD
utilizando o sistema ternario HCI - HNO3; - H,0..

Falta de ajuste Regressao

Elemento Fcaic; Ftan; Fcalc; Ftab; Modelo ajustado
a=0,05 a=0,05
Al 2,49; 4,26 2,47; 3,09 Cubico
As 1,02; 3,86 18,99; 3,11 Quadratico
Ba 2,19; 5,59 3,14; 3,58 Cubico
Ca 0,87; 3,86 6,97; 3,11 Quadratico
Cd 1,76; 3,86 10,60; 3,11 Quadratico
Co 0,08; 4,26 2,70; 3,09 Cubico
Cu 1,93; 3,86 6,78; 3,11 Quadratico
Fe 1,53; 3,86 3,81; 3,11 Quadratico
Mg 1,24; 3,86 7,14; 3,11 Quadratico
Mn 1,48; 3,86 8,28; 3,11 Quadratico
Zn 0,87; 3,86 4,95; 3,11 Quadratico

Como para alguns elementos os modelos quadraticos ndo apresentaram
falta de ajuste e a regressao foi significativa, a melhor composigao da mistura para
cada elemento foi determinada através das superficies de respostas (Figuras 01B
a 09B, Anexo B) obtidas para o modelo, usando o programa MIXPLOT. O ponto

6timo é representado pela letra Z no interior da superficie.

71



Resultados e Discussao

As proporgdes para cada componente da mistura HCI - HNOj3; - H,O,, com
os respectivos volumes, sdo mostrados na Tabela 26. Verifica-se que para alguns
elementos as propor¢des dos componentes na mistura foram bem semelhantes,
como para Ca, Cd, Mg e Zn. Por outro lado, observa-se que o H;O,, apresentou
maiores propor¢gdes na mistura, em torno de 0,450, com excecdo do Cu.
Considerando-se que para alguns elementos a regressao nao foi significativa e
nao foi possivel uma conclusdo definida para as proporcdes dos componentes,

uma segunda avaliagao foi realizada.

TABELA 26 — Proporgbes dos componentes e volumes do sistema
HCI - HNO; - H,0O; para a digestdo com aquecimento em BD

HCI HNO; H,0,
Elemento
Proporgdao Volume, mL Propor¢dao Volume, mL Propor¢ao Volume, mL
As 0,113 0,6 0,429 21 0,458 2,3
Ca 0,261 1,3 0,301 1,5 0,437 2,2
Cd 0,214 1,3 0,288 1,4 0,463 23
Cu 0,741 3,7 0,109 0,5 0,150 0,8
Fe 0,374 1,9 0,164 0,8 0,462 2,3
Mg 0,319 1,6 0,217 1,3 0,429 2,1
Mn 0,366 1,8 0,176 0,9 0,458 2,3
Zn 0,285 1,4 0,273 1,4 0,442 2,2

A mesma avaliagéo realizada para a digestdo com MW foi aplicada para a
digestdo com BD, ou seja, graficos foram construidos com o objetivo de
determinar a melhor composigao da mistura.

A Figura 15 mostra o desempenho da digestdo com BD com as proporgdes
dos reagentes HCI 37%, HNO3; 65% e H20, 30% utilizadas no planejamento de
misturas. O estudo relacionou a recuperagdo dos elementos com o n° do
experimento. Nota-se que os experimentos de n® 1, 3, 6 e 7 mostram maiores
valores de recuperacao para a maioria dos elementos. Desta forma, construiu-se

outro grafico relacionando esses experimentos com a recuperagao dos elementos.
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Figura 15 — Estudo da relagao entre a recuperagao dos elementos e o n° do
experimento do planejamento de misturas para digestdo em BD
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Figura 16 — Estudo da melhor composigéo para o sistema HCI - HNO3 - H,0O..

para digestdo em BD

A Figura 16 mostra que o experimento de n° 3, ofereceu melhores

respostas para a recuperagdo dos elementos. As proporgdes dos componentes

HCI - HNOs3 - H,02 na mistura para esse ponto do planejamento s&o 0,200; 0,200 e

0,600, respectivamente.

Confrontando-se os dados obtidos pela modelagem e os encontrados nos

graficos, verifica-se que ha uma convergéncia nos resultados, ou seja, H,O, esta

presente na mistura em maiores proporgoes.

Considerando-se os pontos avaliados, pode-se concluir que a composi¢cao

de HCI 37%, HNO3 65% e H,0, 30% para digestdao em BD, respectivamente, sera
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0,200; 0,200 e 0,600 (composicao fracionaria), que corresponde a concentragao
de 0,48; 0,56 e 1,17 mol L', em termos de volume foi 1,0; 1,0 e 3,0 mL.

6.1.6. Estudo da adicao e recuperagao de analitos

Nas condigdes instrumentais empregando a vazao do gas nebulizador de
0,6 L min" e a poténcia de 1,4 kW, foram executados testes de adigcdo e
recuperagao para os analitos em baixas concentracdes (As, Cd, Co, Ni, Pb, Se e
V) e para Cr e Mo, que nao constam no certificado do material de referéncia.

Como o manual do equipamento mencionava valores de concentragéo
equivalente do background elevados para alguns elementos, esse teste foi
realizado visando verificar se nas condigdes instrumentais utilizadas era possivel
obter o sinal analitico referente a quantidade de analito adicionado.

Os analitos foram adicionados nas solu¢des obtidas das digestdbes com
aquecimento em MW e aquecimento em BD. A Tabela 27 mostra o estudo
realizado para dois niveis de concentracido adicionada. A concentracdo média e a
recuperagdao media foram calculadas e expressadas conforme orientagcdo de
Harris (2002), ASTM (2000) e Meier (1993). Para o nivel maior, a recuperacéo
média para os ions investigados ficou entre 91 e 107%, levando-se em
consideracgao o intervalo de confianga (n = 7). Para o nivel menor a recuperagao
média ficou entre 90 e 107%, exceto para As, Cd, Se e V, cujos valores foram de
88 a 111%, levando-se em consideracdo o intervalo de confiangca (n=14). Esses
resultados demonstram que a determinagdo nessas concentragcbes pode ser

realizada sem decréscimo da exatiddo analitica.
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TABELA 27 — Estudo de adigéo e recuperacao de analitos
P=1,4kW ; Voo = 0,6 L min™.

Comprimento Concentragdo  Concentragao Recuperagio
Elemento  de onda, adicionada, média média,
nm ug mL” recupelja_ga, %

0,250 0,240 £ 0,013 96,0 £5,0
As 188,979

0,040 0,0409 + 0,0037 102+ 9

0,100 0,0984 + 0,0048 98,4+4,8
Cd 226,502

0,040 0,0377 £ 0,0025 94 +6

0,100 0,1006 £ 0,0029 100,6 £2,9
Co 228,616

0,040 0,0395 + 0,0019 98,8 +4,8

0,100 0,0993 + 0,0082 99,3 + 8,2
Cr 205,560

0,040 0,0388 + 0,0025 97 £ 6

0,100 0,0976 + 0,0040 97,6 £4,0
Mo 202,031

0,040 0,0382 + 0,0021 956 +5,3

0,100 0,0987 + 0,0051 98,7 £ 5,1
Ni 232,003

0,040 0,0381 £ 0,0018 952+4,6

0,100 0,0999 + 0,0051 99,9+ 5,1
Pb 220,353

0,040 0,0397 £ 0,0030 99+ 8

0,250 0,2439 + 0,0072 97,5+2,9
Se 196,026

0,040 0,0390 + 0,0033 97 £ 8

0,100 0,1009 £ 0,0035 100,9 £ 3,5
V 292,402

0,040 0,0367 £ 0,0017 91,8143

6.2. Avaliagao do Desempenho Analitico do Espectrometro

De forma a minimizar a ocorréncia de interferéncias devido a processos que
ocorrem no plasma, as condicbes de operagdo do espectrometro foram

estabelecidas ajustando-se alguns parametros operacionais.

6.2.1. Efeito da poténcia de radiofreqiiéncia

As solugdes com a melhor composicdo do sistema HCIl - HNOj3; - H,0,

provenientes das digestdes com aquecimento em forno de MW e em bloco
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digestor foram utilizadas para avaliar o efeito da poténcia de radio frequéncia
aplicada sobre as condi¢gdes de excitagao do plasma, usando a visdo axial e a
radial. De acordo com Silva et al. (2003) e Sousa et al. (2005), valores de poténcia
de radiofrequéncia entre 1,1 e 1,5 kW, garantem um plasma estavel que n&o se
extingue durante a analise. Neste trabalho, o desempenho do plasma foi avaliado
variando-se a poténcia de 1,2 a 1,5 kW e mantendo-se a vazdo do gas de
nebulizagdo em 0,8 L min™.

As Figuras 17, 18, 19 e 20 mostram o comportamento dos ions estudados
quando a poténcia da fonte de radiofreqiéncia foi variada, mantendo-se constante
a vazéo de nebulizagdo. Essas figuras permitem visualizar que, em ambas as
configuragdes, o plasma apresentou caracteristicas adequadas de transferéncia
de energia, quando foi empregada uma poténcia de 1,4 kW. Entretanto, os
elementos Ba, Ni e Cd na visdo axial e Ba, Mn e V na visao radial, apresentaram

um comportamento diferente em relagcdo aos demais ions estudados.

BD Axial BD Axial
4o
120
100
©0
—m—As Y
80
—A—Ba —e—Cd
i == . o
—o—— o
—4—Cu
—=—Fe 40
8 Mn 12 13 14 15 —A—Mg
12 13 14 15
Y ’ X Y Ani —4—2Zn
Poténcia, kW —&—Ni Poténcia, kW

Figura 17 — Efeito da poténcia aplicada empregando a vazao do gas de
nebulizagdo de 0,8 L min™" e configuragdo axial (aquecimento em BD).
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Figura 18 — Efeito da poténcia aplicada empregando a vazao do gas de
nebulizacdo de 0,8 L min™" e configuracéo axial (aquecimento em forno de MW).
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Figura 19 — Efeito da poténcia aplicada empregando a vazao do gas de
nebulizacdo de 0,8 L min™" e configuracdo radial (aquecimento em BD).
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Figura 20 — Efeito da poténcia aplicada empregando a vazao do gas de
nebulizagdo de 0,8 L min™" e configuragdo radial (aquecimento em forno de MW).
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Um sistema € considerado robusto quando a razdo Mg II/Mg | € maior do
que 10, em equipamentos que utilizam fotomultiplicadoras como detectores, e
superior a 6 em equipamentos com detectores de estado sdlido (KRUG et al.,
2002).

A Figura 21 mostra o efeito causado na robustez do plasma quando a
poténcia de radiofreqiéncia é variada. Observa-se que a razao diagndstico variou
de 7,0 a 8,0 para a configuracao axial e de 9,9 a 10,7 para a radial. Esses valores
indicam que o plasma foi operado em condi¢des robustas, uma vez que, conforme
especificado em Material e Métodos, item 3, o espectrometro utilizado possui um
detector de estado sdlido.

Uma vez que os elementos determinados apresentaram maiores valores de
recuperagao na poténcia de 1,4 kW, que as razdes Mg IlI/ Mg | pouco variaram nas
poténcias aplicadas e que os valores experimentais das razées foram superiores
aos indicados na literatura, concluiu-se que a poténcia adequada para esse
trabalho foi de 1,4 kW.

—e—BD
I 0 r Axial

—a—MW
8 /"4‘ Ao
—&—Bd
6 Radia
12 13 14 15 —e—Mw

Radia

Poténcia, kW

Figura 21 — Efeito da poténcia de radiofreqiiéncia aplicada
sobre a razdo Mg II/Mg |, vaz&o de nebulizacdo de 0,8 L min™.

6.2.2. Efeito da vazao do gas de nebulizagao

O processo de transferéncia de energia do plasma para a amostra depende
da vazdo do gas de nebulizacéo. Esse efeito foi avaliado, fixando-se a poténcia

em 1,4 kW e variando-se a vazao do gas de nebulizagdo de 0,6 a 0,9 L min™.
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Para este estudo utilizaram-se solugdes do material de referéncia
resultantes das digestdées com aquecimento em forno de MW e aquecimento em
bloco digestor, empregando-se as configuragdes axial e radial do plasma.

As Figuras 22, 23, 24 e 25 apresentam a recuperagdo (%) dos ions
determinados nas solugdes, em fungdo da variagdo da vazdo do gas de
nebulizacdo. De um modo geral, os elementos apresentaram valores mais
elevados de recuperagcao quando a vazao de nebulizagéo foi ajustada para 0,8 L
min™', para ambas as configuragdes. Entretanto, para a digestdo com aquecimento
em BD, Cd, Ni, V, Ba e Mg apresentaram comportamento diferente na
configuragdo axial, enquanto para Ca e V a diferengca foi constatada na
configuragao radial. Para a digestdao com forno de MW, a maioria dos elementos
mostrou um bom desempenho na vazdo de 0,8 L min”', exceto Cu e Cd nas

configuragdes axial e radial, respectivamente.
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0 N © \/‘\‘
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70 cu 0 ./0\—0\.

—¥—M
Nig ——As
50 .___./-.\. —aA—Ba

-V
—e—C
06 07 08 09 —e—2n 85 a
06 07 08 09 —e—Fe
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Figura 22 — Efeito da vazao do gas de nebulizagao utilizando poténcia
de 1,4 kW e configurac&o axial (aquecimento em BD).
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Figura 23 — Efeito da vazao do gas de nebulizagao utilizando poténcia
de 1,4 kW e configuragao axial (aquecimento em forno de MW)
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Figura 24 — Efeito da vazao do gas de nebulizagao utilizando uma poténcia
de 1,4 kW e configuragao radial (aquecimento em bloco digestor)
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Figura 25 — Efeito da vazao do gas de nebulizagao utilizando uma poténcia
de 1,4 kW e configuragéao radial (aquecimento em forno de MW)

A Figura 26 mostra o efeito da vazdo de nebulizacdo na robustez do

plasma. Observa-se que a razdo diagnostico variou de 5,5 a 11,9 para a
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configuragdo axial e de 6,8 a 13,3 para a radial. Esses valores indicam que o
plasma foi operado em condi¢des robustas.

Considerando-se que a maioria dos elementos determinados apresentaram
melhores valores de recuperacdo na vazdo de 0,8 L min™'; as razdes Mg II/Mg |
foram 7,7 para configuragao axial e 10,4 para radial; os valores experimentais das
razoes foram superiores aos indicados na literatura, o que denota uma robustez
do plasma, conclui-se que a vazao do gas de nebulizagdo selecionada por meio

deste estudo foi de 0,8 L min™'e uma poténcia de 1,4 kW.

—e—BD
Axial

—a—MW
Axial

—aA—BD
Radia

06 07 038 0,9
MW
Radia

Vazao, L/min

Figura 26 — Efeito da vazao de nebulizagao sobre
a razédo Mg II/Mg |, poténcia da radiofreqiéncia de 1,4 kW

6.3. Figuras de Mérito

A validacdo € um processo de verificagdo do desempenho de um método
analitico com o intuito de avaliar sua performance para as condicdes nas quais ele
sera aplicado. O processo de validagao deve ser realizado sempre que um método
€ proposto ou desenvolvido (VALDERRANA, 2005).

A validacado pode ser atestada através da determinacdo de parametros,
conhecidos como figuras de mérito. Os principais parametros para determinagdes
por ICP OES sdo (MERMET, 1991): a) Concentracao equivalente do background;
b) Limite de detecgao; c) Limite de determinagéo ou de quantificagéo.
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6.3.1. Concentracao equivalente do background

O BEC foi calculado segundo a equagéo recomendada por Thomsen et al.
(2002), que relaciona a concentragcédo do analito e o SBR (razdo do sinal analitico
e o sinal de background). As intensidades, os RSD do branco e as intensidades do
padrdo foram obtidos utilizando a vazdo de nebulizagdo de 0,8 L min” e a
poténcia de 1,4 kW, nas duas configuragdes da tocha.

A Tabela 28 apresenta os valores de BEC encontrados no manual do
espectrometro e os experimentais, obtidos na configuragdo axial. Os valores do
BEC na configuracdo radial ndo constam na tabela, uma vez que o fabricante n&o
informou os valores nessa configuracédo. Confrontando-se os valores, pode-se
notar que aqueles obtidos experimentalmente estdo abaixo dos tedricos, tanto
para solugdes com aquecimento por MW, quanto para aquecimento com BD. Esse
comportamento indica que as condigdes instrumentais empregadas foram
robustas, apresentando a razao diagnéstico de Mgll/Mgl de 9,2 e que o sinal de
background ndo foi intenso a ponto de influenciar significativamente este
parametro.

Confrontando os resultados dos BEC entre as duas digestdes, nota-se que
a decomposicao assistida por MW apresentou menores valores para os ions Al,
As, Ba, Ca, Cr, Fe, Mg, Ni, P V e Zn. Para a decomposigdo em BD, os ions que

mostraram menores valores de BEC foram Cd, Co, Cu, Mn, Mo, Pb e Se.
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TABELA 28 - Concentragéo Equivalente do Background (BEC) para
digestdao em MW e BD, em pg mL”
Condigdes instrumentais: P =1,4 kW, V = 0,8 L min™

) BEC do
Elemento Linha %Z’Zﬁ':l’:e:r:? fabricante, Buzcm'vl'_‘_’Y’ izcm?_'ﬂ’
’ pug mL-
Al | 396,153 0,95 0,0023 0,076
As | 188,979 455 0,000076 0,0028
Ba I 455,403 0,04 0,0017 0,018
Ca I 315,887 0,73 0,000072 0,00053
Ccd I 226,502 0,11 0,0025 0,00015
Co I 228,616 0,23 0,00023 0,00014
Cr I 205,560 0,20 0,00074 0,0086
Cu | 304,754 0,18 0,00090 0,00031
Fe I 238,204 0,15 0,055 0,060
Mg I 279,077 1,00 0,0061 0,012
Mn I 257,610 0,05 0,00061 0,00039
Mo I 202,031 0,26 0,0012 0,00047
Ni | 232,003 0,50 0,0011 0,0027
P | 214.914 2,56 0,064 0,19
Pb I 220,353 1,43 0,0032 0,00084
Se | 196,026 2,50 0,0063 0,0053
v I 292,402 0,25 0,000027 0,00022
Zn | 213,856 0,06 0,0021 0,0083

6.3.2. Limite de deteccgao e limite de quantificagao

A Tabela 29 mostra os valores para os limites de deteccdo dos ions
determinados nas solugdes provenientes da digestdo com aquecimento em MW e
em bloco digestor, nas duas configuragbes da tocha. Nota-se que a maioria dos
elementos apresentou limites de deteccdo menores na configuragao axial do que
na configuragao radial, com excec¢ao de Ba, Ca, Mg, P e Se para aquecimento em
BD. Esses resultados estao de acordo com a discusséo feita por Brenner e Zander
(2000), na qual sao apresentados valores de ganho de sensibilidade quando a
configuragao axial € comparada com a radial.

A Tabela 29 mostra que a maioria dos ions determinados na solucéo
proveniente da digestdo em BD apresentou valores de LOD menores do que a

digestao assistida por MW. Avaliando os resultados experimentais de RSD dos
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brancos e os resultados calculados do BEC para os elementos citados acima,
constatou-se que esses parametros indicaram menores valores para a digestdo
em BD.

TABELA 29 — Limites de detecgéo para digestdo em MW e BD, em pg mL™,
Condicées instrumentais: P =1,4 kW, V = 0,8 L min™

Elemento Linha %oen;ﬁl;;::e:;o Cog;i?:é'zgéo LnOgDmI\III-Vy Ir_lgl:r)nE?
N e R G
Axial 2,3 12
As | 188,979 Raxé?m 220 23
Axial 0,55 0,74
Ba 1 455,403 Raxc;?al 0,75 0,65
Axial 0,019 0,022
Ca Il 315,887 Raxcli?al 0,069 0,017
Axial 0,82 0,043
Ccd I 226,502 RaX(;?al 13 5.1
Axial 0,11 0,056
Co Il 228,616 Raxcljiaal 13 2,6
Axial 3,0 4,5
Cr I 205,560 Raxc;?al 230 89
Axial 0,42 0,022
Cu | 324,754 Raxcljziaal 0,89 0,78
Axial 1,0 5,0
Fe I 238,204 Rax(;?m 15 14
Mg I 279,077 Isa X;?; ()1"278 8f§
Axial 0,033 0,010
Mn [ 257,610 Raxé?al 0.52 0,19
Axial 12 0,85
Mo I 202,031 RaX(;?al 19 48
Axial 3,4 2,7
Ni | 232,003 R:(;?al 100 18
Axial 1.4 4
P ' 214,914 Raxt;?al 3,1 12
Axial 54 7,4
Pb I 220,353 Raxcli?al 170 380
Axial 34 160
Se I 196,026 Raxc;?al 88 93
Axial 0,021 0,084
v I 292,402 Raxc;?al 0.58 4.4
Axial 0,0045 0,010
Zn I 213,856 Raxcljiaal 0,038 0,038
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Os limites de quantificagdo foram calculados como 3,3 x LOD (THOMSEN et al.
2003) e sdo mostrados da Tabela 30, bem como a concentracdo (em ng g') dos
elementos no material de referéncia certificado e a concentragao tedrica dos
elementos em g mL™" (concentragédo calculada a partir da decomposigdo de
0,5000 £ 0,0001 g do material certificado e diluido para 25 mL).

Como o LOQ foi calculado a partir do LOD, o desempenho desse parametro
foi analogo para os elementos nas solu¢gdes decompostas.

O LOQ é um parametro que assegura determinar a concentracdo de uma
espécie sem a interferéncia de background. Como a concentragéo tedrica dos ions
nas solugdes € maior do que os LOQ calculados, os micro e macro constituintes
no material de referéncia podem ser determinados com seguranga por ICP OES,
com excegao do As, Co e Ni, na visao radial para os dois tipos de digestdo. O Se
e 0 Pb ndo podem ser determinados em nenhuma das condi¢cdes. Vale ressaltar,
entretanto, que amostras de moluscos bivalves que tenham concentracées de Se

e de Pb acima do LOQ poderao ser analisadas nessas condi¢des instrumentais.
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TABELA 30 — Limites de quantificagdo para digestdo em MW e BD, em ng mL",
Condigées instrumentais: P =1,4 kW, V = 0,8 L min™

Concentragédo C‘::gﬁ:gi%éo
Elemento  Certificada no solugdo no Configuragdo LOQ para MW, LoQ para BD,
SRM 1566b,  gpM 1566h da tocha ng ml ng mk
Ha 9 ugmL’

Al 197,2 3,944 — o i
Axial 7,6 40

s 765 0153 Radial 720 180
Axial 1,8 2,5

Ba 8,6 0.172 Radia 2,5 2,2
Axial 0,064 0,074
Ca 838 16,76 Rax(;iaa| 0,23 0,055
Axial 27 0,14

Cd 2,48 0,049 Radial 42 17
Axial 0,36 0,19

Co 0,371 0,007 Raxcliiaal 8,8 8,6
Axial 9,9 15

Cr NG @ NG Raclsl 760 300
Axial 1,4 0,074

Cu 71,6 1432 Racli?al 2,9 2,6
Axial 38 16

Fe 2058 4,116 Racll?al 50 45
g 1085 217 P a5 i
Axial 0,11 0,034

Mn 18,5 0,370 Raxcll?‘al 1,7 0,61
Axial 39 2,8

Mo NC @ NC Rax(;?a| 61 160
Axial 11 9,0

Ni 1,04 0,021 Raxcll?‘al 330 58
Axial 45 240

P NC @ NG Radia 10 40
Axial 180 24

Pb 0,308 0,006 Raxé?m 550 1200
Axial 110 520

Se 2,06 0,041 Radial 290 310
Axial 0,070 0,28

v 0.577 0,012 Raxcliiaal ,1,9 1,4
Axial 0,015 0,033

Zn 1424 28,48 Radial 0,13 0,13

(1) Concentragao nao certificada
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6.4. Estudo de Interferentes

A determinacgdo de elementos quimicos em amostras de natureza orgénica
ou bioldgica constitui um problema analitico, pois freqientemente o interesse
nessas amostras € a determinacdo de constituintes presentes em baixas
concentracdoes. Nesse caso, deve-se atentar para interferéncias causadas pelos
constituintes majoritarios como, por exemplo, Na, K, Ca, Mg, C e P. Quando as
determinagdes sao realizadas pela técnica de ICP OES, além dos elementos
facilmente ionizaveis (sodio, potassio, magnésio, césio, litio e calcio), outros ions
também podem provocar interferéncias negativas e positivas sobre as
intensidades de emissdo dos analitos, quando presentes em elevadas
concentragdes na matriz. Esses efeitos podem ocorrer tanto nos processos de
formagdo do aerossol e transporte (efeitos fisicos), como nas etapas de
atomizacdo, ionizacdo e excitacdo das espécies de interesse presentes na
solugéo aspirada no plasma (DUBUISSON et al., 1998).

O material de referéncia apresenta concentracées de Na e K de 0,3297 e
0,652%, respectivamente. O certificado desse material ndo expressa a
concentracao do fosforo, porém este elemento foi quantificado juntamente com os
outros ions determinados e sua concentragao foi de 0,84%.

Nesse sentido realizou-se um estudo para verificar o efeito da presenca dos
elementos Na, K, Ca, Mg, Zn e P sobre as intensidades dos sinais dos analitos
presentes em baixa concentracdo. As solucbes dos interferentes foram
preparadas com as seguintes concentragdes: 100 ng mL" de Ca, Mg e Zn; 200 nug
mL" de Na; 300 pg mL" de K 3000 pg mL" de P. Como a solucdo dos
interferentes ndo contém os elementos Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni,
Pb, Se e V, a intensidade de emissdo desses analitos deveria ser igual a zero.
Assim, se algum sinal for medido sera devido a interferéncias causadas pelos ions
adicionados. Dessa forma, a interferéncia proporcionara um efeito depressivo ou
supressivo, que causara um desvio no sinal analitico. Esse desvio é calculado,
multiplicando-se o sinal causado pelos interferentes na linha do elemento (no caso

a concentragao), por 100.
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A eficiéncia da padronizagao interna na supressdo do efeito de matriz
provocado por Na, K e Ca foi investigada e para esse estudo o elemento itrio foi
adicionado & solugdo dos interferentes com uma concentragao final de 2 ug mL™,
conforme recomendagé&o da literatura (BRENNER e ZANDER, 2000).

A Tabela 31 apresenta o efeito de matriz de Ca, Mg, Na, P e Zn sobre os
elementos de interesse utilizando os dois modos de observacéao do plasma, com e
sem a presenga do padrdo interno, além dos desvios (%) causados pelos
interferentes.

Segundo Silva et al. (2002), um desvio de 15% no sinal dos analitos devido
ao efeito de matriz, ndo é significativo quando o espectrdbmetro opera em
condi¢des robustas. Os resultados apresentados na Tabela 31 mostram que, em
geral, os efeitos positivos ou depressivos causados pelos interferentes estudados
nao séo significativos, pois os desvios foram menores que 15%.

O itrio foi utilizado como padrao interno para verificar se o efeito de matriz
causado pelos interferentes poderia ser eliminado ou minimizado. Entretanto, o
itrio ndo contribuiu para evitar os efeitos interferentes sofridos pelos constituintes
em baixas concentragbes e, em algumas situagdes, até aumentou esses efeitos,
como pode ser observado na Tabela 31.

Sumarizando, nota-se que as concentragbes de Ca, Mg, Na, K, P e Zn
presentes na solucdo do material certificado ndo causaram efeito de matriz
significativos e que os elementos presentes em baixas concentragdes podem ser

determinados nessas condigdes.
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TABELA 31 — Estudo de interferentes com e sem adi¢cao de padrao interno
Condigées instrumentais: P =1,4 kW, V = 0,8 L min™

Desvio Sol 30 d Desvio
. olugdo de causado
Comprimento  Configuragio _Solugao de causado interferentes pelos
Elemento interferentes pelos e .
de onda, nm da tocha A interferent + ltI'IO1 interferentes
pg mL inte tz entes ug mL +Y
%

%
Axial 0,073 7,3 0,146 14,6
A 396,153 Radial 0,018 1,8 0,147 14,7
Axial -0,001 -0,1 -0,009 -0,9
As 188,979 Radial 0,010 1,0 -0,001 -0,1
Axial 0,004 0,4 0,005 0,5
Ba 455,403 Radial 0,003 0,3 0,004 0,4
Axial -0,001 -0,1 -0,001 -0,1
Cd 226,502 Radial 0,001 0,1 0,001 0,1
Axial 0,002 0,2 0,002 0,2
Co 228,616 Radial -0,001 -0,1 -0,001 -0,1
Axial 0,014 1,4 0,018 1,8
cr 205,560 Radial 0,021 2,1 0,024 2,4
Axial 0,036 3,6 0,053 5,3
Cu 324,754 Radial -0,023 -2,3 0,010 1,0
Axial -0,008 -0,8 0,041 4.1
Fe 238,204 Radial 0,002 0,2 0,065 6,5
Axial 0,000 0,0 0,001 0,1

M 257,610 . ' ’ ’ ’
: Radial 0,000 0,0 0,002 0,2
Axial -0,002 -0,2 0,001 0,1
Mo 202,031 Radial 0,012 1,2 0,002 0,2
. Axial 0,013 1,3 0,016 1,6
Ni 232,003 Radial 0,032 3.2 0,039 3,9
Axial 0,010 1,0 0,007 0,7
Pb 220,353 Radial -0,017 -1,7 -0,012 -1,2
Axial 0,010 1,0 0,010 1,0
Se 196,026 Radial -0,008 0,8 0,022 22
Axial 0,000 0,0 -0,001 -0,1
v 292,402 Radial 0,000 0,0 0,004 0,4

6.5. Comparacgao entre os Métodos de Digestao

Nas condi¢des instrumentais otimizadas uma avaliacdo da exatiddo dos
métodos de digestdo com aquecimento em forno de MW e aquecimento em BD foi
realizada, empregando-se o material de referéncia certificado (SRM 1566b -
NIST).
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Os resultados apresentados na Tabela 32 mostram que a eficiéncia da
digestao para a maioria dos elementos foi similar tanto para MW quanto para BD,
em ambas as configuragdes, apresentando recuperagdes de 91% a 111% e de
83% a 112%, respectivamente.

As concentracbes de Pb e Se no material certificado estdo abaixo dos
valores de LOQ nos dois métodos de digestdo, bem como os elementos Co e Ni,
na visao radial. Observa-se que a recuperagédo média do Ni na configuragao axial
ficou em 111%, para a digestdo em MW, mas o intervalo de recuperacao (94%-
129%) mostra uma baixa precisdo nas determinacdes. Os elementos Co e V
determinados nas solugdes provenientes da digestdo em BD n&o obtiveram uma
recuperagao quantitativa.

A digestao assistida por MW favoreceu uma recuperacao de 84,5% a 92,7%
para o Al, na configuragdo radial, apesar desse resultado nao representar uma
recuperagao quantitativa. Porém, esses valores significam um avango na
determinagdo do Al, uma vez que a literatura sugere tratamentos mais drasticos
com resultados semelhantes.

A literatura sugere que para determinar o Al a amostra deve ser
decomposta utilizando o HF, pois o ion fluoreto € um anion que reage com 6xidos
refratarios, formando complexos com o objetivo de aumentar a solubilidade dos
elementos (KRUG et al., 2002). Sun et al. (1997) determinaram Al em amostras
biolégicas de tecido de ostras digeridas com HNO3-HCIO4 (placa de aquecimento),
HNO3-H20; (forno de MW) e HNO3-H,O,-HF (forno de MW), obtendo valores de
recuperagao de 54%, 32% e 96%, respectivamente. Contudo, a digestdo com HF
pode trazer algumas desvantagens, como por exemplo: i) os frascos de MW foram
retirados do forno para adicionar a H,O2 e 0 H3BO4, retornaram ao forno sem as
tampas para evaporar o HNO3 para que a acidez da solugao ficasse em torno de
2%; ii) a adicdo do H3BO4 pode provocar efeito de matriz para outros analitos.

Experimentos prévios foram realizados antes da utilizagcdo dos
pseudocomponentes para o sistema e, nessa fase do trabalho, melhores valores
de recuperagao de Al foram obtidos usando a digestdo com MW. Usando volumes
de2,5-25-0mLe1,0-1,0-3,0mL de HNO3 - HCI - H,O, a recuperacéao de Al
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foi de 94% e 95%, respectivamente. Assim, se o0 objetivo é determinar apenas o

Al, pode-se utilizar essas proporgdes de reagentes.

TABELA 32 — Comparacao entre os métodos de digestdo no material certificado
Condicdes instrumentais: P =1,4 kW,V =0,8 L min™.

Elemento, Concentragao do1 Configuragao MwW
nm SRM 1566b, ng g da tocha pg g’ % ng g’ %
Al Axial 168 + 10 852+5,3 94 +8 479+4,2
+
396,153 197,2£6,0 Radial 174,8 + 8,1 88,6 + 4,1 99+ 10 50,0 + 5,0
As Axial 78+13 101 +£17 7,52+0,17 98,4 +272
+
188,979 7,65 0,65 Radial 7,25 £ 0,96 95113 7,11+ 0,39 92,9 +5,1
Ba 86403 Axial 8,55 + 0,64 99,4 7,5 8,22 + 0,37 95,6 + 4,3
455,403 e Radial 8,75 + 0,62 101,8+7,2 8,51+0,44 98,9+5,2
Axial 888 + 44 106,0 £ 5,2 877 £ 12 104,7 + 1,4
Ca 838 + 20 'a
315,887 Radial 900 + 50 106,8 £7,3 912 £ 12 108,8 + 1,5
Cd 248 + 0,08 Axuf:ul 2,49 + 0,24 100 % 10 2,677 + ,056 108,0 + 2,2
226,502 Radial 2,46 + 0,25 99 + 10 2,704 +0,063  109,0 +2,5
Co Axial 0,338 + 0,042 91+ 11 0,311+ 0,017 83,8 +4,5
+
228,616 0,371+0,009 Radial <044 - <043 -
Cr NC O Axial < 0,50 - <0,75 =
205,560 Radial <38 - <15 -
Cu 716+ 16 Axial 734+34 102,5 + 4,7 72814 101,7+1,9
324,754 T Radial 755+6,5 105,4+9,1 78,00+ 0,81 108,9 £ 1,1
Fe Axial 210 £ 11 102,3 £ 5,1 2053 +2,7 99,8 + 1,3
+
238,204 205868 Radial 212,7 +9,1 103,4+44  210,8+37 102,4+ 1.8
Axial 1138 + 41 104,9+ 3,8 1106 + 15 101,9+1,4
Mg 1085 + 23 .
279,077 Radial 1139 + 59 105,0 £ 5,5 1170 £ 9 107,84 + 0,79
Mn 185+ 0.2 Axial 19,4+1,3 104,7 + 7,1 20,22 + 0,47 109,3 £ 2,5
257,610 T Radial 19,0 + 2,1 102 + 11 20,79 + 0,63 112,4 + 3.4
Mo NC ) Axial <19 - <0,14 -
202,031 Radial <31 - <79 -
Ni Axial 1,16 + 0,18 111 +17 0,96 + 0,09 939
+
232,003 1,06 +0,09 Radial <16 - <29 -
=] NG Axial 8156 + 285 - 8269 + 109 -
214,914 Radial 8359 + 577 8377 + 141 -
Pb Axial <89 <12
+
220,353 0,308 +0,009 Radial <27 <62
Se Axial <56 <26
+
196,026 2,06 £0,15 Radial <15 <15
v Axial 0,565+ 0,050 98,0+8,6 0,393+ 0,037 68,0 + 6,4
+
292,402 0,577 +0,023 Radial 0,553 + 0,076 96 + 13 0,476 0,030 82,6+ 52
Zn Axial 1495 + 89 105,0 £ 6,3 1415 + 61 99,3 +4,3
+
213,856 1424 £ 46 Radial 1492 + 82 104,8 £5,8 1459 £ 20 102,4 + 1,4

(1) Concentragao néo certificada
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Testes estatisticos foram empregados utilizando ANOVA (Analise de
Variancias) de um fator (one-way) com posterior teste de comparagao multipla
SNK (teste de Student, Newman e Keuls), com o objetivo de verificar se existem
diferengas significativas entre os dois conjuntos de dados resultantes dos métodos
de decomposicdo com BD, MW e o material de referéncia para as espécies
quimicas determinadas (ZAR, 1999).

A ANOVA ¢é a técnica que permite isolar e estimar as variancias que
contribuem para a variagao total de um experimento. Ela permite identificar quais
as variancias relevantes e estabelece meios para estimar seus efeitos.

A igualdade de variancias € feita através de teste de hipdteses, usando a
distribuicdo F de Fisher. A partir dos dados amostrais, calcula-se o valor de F, que

€ dado pela razédo entre as duas variancias das amostras. O teste de hipoteses

tem a forma:
Ho: S12 = S,? (hipétese nula)
H1Z 812 * 322

A hipétese nula sera aceita se F calculado for igual ou menor do que o F
tabelado, atestando a igualdade entre as variancias. Se F calculado for maior que
o F tabelado, a hipétese nula sera rejeitada. Nas situagbes onde ha diferencga
entre as variancias, uma investigagao adicional deve ser empregada. O SNK é um
teste de comparagao multipla utilizado para reconhecer variancias iguais entre si e
separar aquelas diferentes das demais.

O primeiro teste foi aplicado para verificar se existia diferenga significativa
entre os resultados dos dois métodos e o valor certificado do material de
referéncia. Os resultados estatisticos sdo apresentados no Anexo C (Tabelas 01A
a 13A, para configuragao axial, e Tabelas 01B a 13B, para configuragao radial).

A hipétese nula foi aceita com 95% de confianga, significando que néo ha
diferenca estatistica entre os resultados obtidos com os procedimentos de
digestdo usando BD e MW e o valor certificado, nas duas configuragdes, para os
elementos As, Ba, Ca, Cd, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn. Os elementos Co e Ni ndo

apresentaram diferenca significativa, para a configuragao axial, mas o Co na viséo
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radial apresentou diferenga significativa. Para o Al na configuragcdo axial houve
diferenca extremamente significativa.

O teste de comparagdo multipla entre amostras para o V na configuragao
axial mostrou que ha diferenga significativa entre os resultados do BD e o valor
certificado e os resultados do BD com os resultados MW, contudo a comparacéao
entre os resultados do MW e o valor certificado mostrou que ndo houve diferenca
significativa.

ApoOs analises estatisticas e comparativas utilizando o intervalo de
recuperagao dos elementos na solugdo, pode-se concluir que os métodos de
digestdo por MW e BD sé&o eficientes para decompor amostras de moluscos
bivalves e determinar por ICP OES, os elementos As, Ba, Ca, Cd, Cu, Fe, Mg, Mn,
V e Zn, nas duas configuragdes da tocha, e o Ni, na configuragao axial.

O método por MW mostrou-se eficiente para os elementos Co e V na
configuragao axial e para Al na radial.

Nao foi possivel determinar o Pb e Se nesse material, pois suas
concentragdes sao menores do que o limite de determinacdo, mas se outra
amostra apresentar maiores concentragdes, esses elementos podem ser
determinados, uma vez que o teste de adigdo e recuperagdo mostrou uma boa
resposta. O mesmo ocorre para o Cr e Mo, que ndo tém uma concentragao
certificada, mas apresentaram boa recuperagdo neste estudo. Esses elementos,

além do P, podem ser determinados nesse tipo de amostra.

6.6. Aplicacao dos Métodos de Digestdo em Annomalocardia

brasiliana

O método de digestdo com aquecimento em BD proposto neste trabalho foi
aplicado aos individuos de Annomalocardia brasiliana coletados nas duas
campanhas de amostragem. Dentre as 240 amostras dos bivalves analisados, 115
individuos eram machos e 125 fémeas. As massas dos tecidos dos individuos,
juntamente com seus resultados de biometria encontram-se nas Tabelas 01 a 08

do Anexo D.
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As solugdes foram analisadas em condi¢des otimizadas do espectrémetro e
as concentracdes dos elementos, expressas em pg g ', encontram-se nas Tabelas
01 a 16 do Anexo E. Como as concentragdes maximas permitidas pela legislagcao
sao expressas em base umida, os resultados das concentragdes dos individuos
foram calculadas igualmente em base umida.

A Tabela 33 apresenta as concentragbes médias, os valores minimos e
maximos de todos os elementos estudados, nas duas campanhas de amostragem,
bem como as concentracbes maximas permitidas para o consumo humano para
algumas espécies. Os valores médios, bem como os valores minimos € maximos
de As dos individuos nas campanhas encontram-se acima dos limites maximos
preconizados pela legislagéo brasileira. Em relagéo ao Cd, os individuos machos e
fémeas apresentaram valores maximos superiores aos limites, nas duas
campanhas, com excecao para as fémeas na 2% campanha. Se comparados com
os limites da USEPA, os valores maximos do Mn foram mais elevados que os
valores de referéncia, nas duas campanhas, para ambos os sexos. Para o Zn, s6
os valores maximos dos individuos machos na 1% campanha encontram-se acima
do limite estabelecido pela legislagéo brasileira. Em relagdo ao Se, verificou-se
que os limites de quantificacdo ficaram acima do intervalo de concentracao
recomendado por Azevedo e Chasin (2003) para o consumo humano.

Analisando os dados da Tabela 33, verifica-se que houve uma pequena
variacdo da concentragao dos ions metalicos em relagdo ao sexo dos individuos.
Os valores maximos e médios de As, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Fe, Mg, P, Se e V foram
observados em individuos machos e as maiores concentra¢cdes de Mn e Mo foram
notadas em individuos fémeas.

O teste nao paramétrico denominado de Wilcoxon-Mann-Whitney foi
aplicado a fim de se verificar se havia diferengas significativas entre os teores
médios dos elementos encontrados nos individuos machos e fémeas, nas duas
campanhas. Esse teste consiste em avaliar se ocorreram modificagdes
significativas em dois conjuntos de dados. Quando as modificagdes ou diferengas
sdao muito pequenas, elas podem ser devidas ao acaso, porém, quando s&o

expressivas, provavelmente decorrem de um fator causal (ZAR,1999).
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TABELA 33 — Concentragcdes médias e valores minimos e maximos dos individuos de
Annomalocardia brasiliana utilizando o método de digestdo com aquecimento em BD

(peso Umido). Condicdes instrumentais: P =1,4 kW, V = 0,8 L min™

Concentragéao
Elemento, Maxima
nm Permitida’”,

pgg’

As )
188,979 10
Ba
455,403

Ca
315,887

Cd ™)
226,502 B
Co
208,616

Cr 11@
205,560
Cu 3)
324,754 30,0
Fe
238,204

Mg
279,077

Mn @

257,610 o
Mo

202,031

Ni @
232,003 2l
P
214,914

Pb
220,353

Se
196,026

\Y,
292,402

Zn

)
213,856 50

1 Campanha de amostragem

2 Campanha de amostragem

Macho, Fémea, Macho, Fémea,
pg g’ pg g’ pg g’ pg g’
5,6 3,9 5.2 3,4
2,3-36,2 1,7-9,0 2,4-12,4 1,7-7,5
2,24 1,99 3,91 2,08
<0,12 - 16,60 0,24 - 6,54 <0,12-21,52 0,24 - 9,50
3464 2486 3235 3101
367 - 48635 799 - 6716 580 - 43057 623 - 34356
0,4989 0,4200 0,3741 0,3047
< 0,0071 - 5,5646 <0,0071-1,4133 <0,0071 - 1,1385 <0,0071 - 0,9902
0,3213 0,2290 0,2059 0,1951
<0,0093 - 5,5646 <0,0093 - 0,8385 <0,0093 - 0,7639 <0,0093 - 0,7895
<0,75 <0,75 <0,75 <0,75
<0,75-6,99 <0,75-0,81 <0,75-9,97 <0,75-1,29
2,5535 2,0727 2,4973 2,6732
< 0,0037 - 20,3259 <0,0037 - 5,9284 1,2590 - 5,4568 1,2347 - 13,8363
54 92 74 60
2-135 4-423 17 - 152
1214 1141 1587 1480
642 - 8541 742 - 1889 1003 - 3498 805 - 2342
8,7 14,26 10,91 28,56
0,50 - 92,39 0,33 - 124,90 0,62 - 125,12 0,46 - 161,30
0,18 0,68 0,15 0,23
<0,14-2,23 <0,14-13,48 <0,14-0,94 <0,14 - 3,57
<0,45 <045 <0,45 <045
<0,45-1,67 <0,45 - 3,54 <0,45-1,85 <0,45-0,86
3253 2392 3786 2403
1610 - 24914 1699 - 4338 1462 - 8081 1467 - 4242
<12 <12 <12 <12
<1,2-45
<15 <15 <15 <15
<15-23
<0,014 <0,014 0,019 <0,014
< 0,014 - 0,080 <0,014 - 0,224 <0,014 - 0,277 < 0,014 - 0,100
14,2121 15,1285 4,7514 4,1854

1,5303 - 109,5557

2,8703 - 29,7385

<0,0017 - 30,6959

2,8703 - 30,0528

(1) Brasil (1998); (2) USEPA (1997); (3) Brasil (1977); (4) Brasil (1965); (5) AZEVEDO e CHASIN

(2003).
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Resultados e Discussao

Para os elementos Se, V e Pb, devido ao pequeno numero de valores
acima do limite de quantificagdo, os testes ndo puderam ser realizados. Os
resultados dos testes demonstraram que nao ha diferenga significativa, com 95%
de confianga, entre os sexos de annomalocardia brasiliana, quanto ao acumulo de
ions metalicos nos tecidos desse organismo, exceto para As, P e Zn para
individuos machos e Mn e Mo, para indiduos fémeas (Tabelas, 01 a 03, Anexo F).
Este comportamento também foi observado em outros moluscos (mexilhdes), em
que as fémeas apresentaram maiores concentra¢des de Cu, Zn e Mn (Furley,1993
apud Carvalho et al., 2001) e Cd (Lima, 1997, apud Carvalho et al., 2001). Por
outro lado, Carvalho et al. (2001) ndo observaram diferengas significativas entre

individuos machos e fémeas, exceto para Cu.
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7. CONCLUSOES

O planejamento experimental de misturas do tipo simplex-centréide foi
utilizado em um sistema de trés componentes para o desenvolvimento e a
otimizacdo de métodos de decomposicdo aplicaveis a tecidos de moluscos

bivalves.

Os métodos de digestéo investigados utilizaram a combinagdo de um acido
oxidante (HNO3), um ndo oxidante (HCI) e um agente oxidante auxiliar (H202), em
propor¢oes diferenciadas, para a determinagdo de macro (Ca, Mg P e Zn) e
microconstituintes (Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Se e V). Foi
empregado o aquecimento em forno de MW e aquecimento em bloco digestor com

refluxo (“dedo frio”).

Com as condicdes fixadas do espectrometro em 0,6 L min™ para a vaz&o do
gas nebulizador e 1,4 kW para a poténcia aplicada, na configuragdo axial e nos
comprimentos de onda selecionados, a recuperacdo dos ions ficou entre 90 e
105%, para o método de digestdao com aquecimento assistido por MW, e entre 90

e 100% para o método de digestdo com aquecimento no BD.

Através do modelamento de misturas foi possivel ajustar modelos
matematicos a partir do planejamento experimental simplex-centroide e determinar
a composicao adequada da mistura HCI - HNO3; - H,O, para a decomposicao de
tecidos de moluscos bivalves:

> Para o aquecimento assistido por microondas as propor¢gdes dos

componentes foram 0,333; 0,333; 0,334, que correspondem a

concentragdes de 0,77; 0,95; 6,67 mol L™, em termos de volumes, foram

1,6; 1,7 e 1,7 mL, respectivamente.

> Para o aquecimento em bloco digestor e refluxo com “dedo frio” as

proporcdes dos componentes HCI - HNO3; - H,O, foram 0,200; 0,200 e 0,600
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que corresponde a concentracdes de 0,48; 0,56; 1,17 mol L™, ou, em

termos de volume, foram 1,0; 1,0 e 3,0 mL, respectivamente.

Nas condicdes instrumentais otimizadas em 0,8 L min™"' de vazdo de
nebulizagdo e 1,4 kW para a poténcia de radiofreqiéncia, as razées Mg II/Mg |
experimentais foram superiores aos indicados na literatura, o que denota uma
robustez do plasma e melhores valores de recuperacdo para os elementos

determinados.

A ANOVA de um fator com posterior teste de comparagcdo multipla SNK e
andlise comparativa, utilizando o intervalo de recuperagdo dos elementos na
solugdo, mostrou que os métodos de digestdo por MW e BD s&o eficientes para
decompor amostras de moluscos bivalves e determinar por ICP OES, os
elementos As, Ba, Ca, Cd, Cu, Fe, Mg, Mn, V e Zn, nas duas configuragdes, e o Ni
na configuragado axial. O método por MW mostrou-se eficiente para os elementos
Co e V na configuracao axial e para Al na radial. Além do P, os elementos Pb, Se,
Cr e Mo podem ser determinados em amostras que apresentem concentragdes

maiores que os seus limites de quantificagao.

Os individuos machos e fémeas de Annomalocardia brasiliana foram
decompostos pelo procedimento com aquecimento em BD e os teores dos ions
nos individuos foram comparados com valores limites de referéncia da literatura.
Para o Cd, os individuos machos e fémeas apresentaram valores maximos
superiores aos limites. Os teores maximos do Mn foram mais elevados que os
valores de referéncia, para ambos os sexos. Para o Zn, s6 os valores maximos
dos individuos machos na 1% campanha de amostragem encontraram-se acima do

limite estabelecido pela legislagao brasileira.
Verificou-se que houve uma pequena variacdo da concentracdo dos ions

metalicos em relacdo ao sexo dos individuos. Os valores maximos e médios de

As, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Fe, Mg, P, Se e V foram observados em individuos
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machos e as maiores concentracdées de Mn e Mo foram notados em individuos
fémeas.

Testes estatisticos constataram que ndo ha diferenca significativa, com
95% de confianga, entre os sexos de Anomalocardia brasiliana, quanto ao
acumulo de ions metalicos nos tecidos desse organismo, exceto para As, Mn, P e
Zn.

Entre as principais caracteristicas dos métodos desenvolvidos destacam-se
a determinacdo multielementar, a rapidez de analise, boa precisdo e exatiddo e
potencialidade para aplicagdo em analises de rotina, mostrando-se adequados

para a quantificagao das espécies estudadas em tecidos de moluscos bivalves.
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Tabela 01A - Analise de Variancia para Al com aquecimento por MW — Modelo quadratico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variacao Quadrados Liberdade Quadratica calculado P
Regressao 283,4196 5 56,68392582  1,9121934 0,171981
Residuos 326,0775 11 29,64340698

Falta de Ajuste 12,4756 3 4,158542263 0,1060846 0,954179
Erro Puro 313,6019 8 39,20023125

Total Adjusto 609,4971 16 38,09356912

Tabela 01B - Analise de Variancia para Al com aquecimento por MW — Modelo cubico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regressao 283,4258 6 47,23762794 1,44869 0,287861
Residuos 326,0713 10 32,60713383

Falta de Ajuste 12,4695 2 6,234744133  0,1590487 0,855587
Erro Puro 313,6019 8 39,20023125

Total Adjusto 609,4971 16 38,09356912

Tabela 02A -Analise de Variancia para As com aquecimento por MW - Modelo Quadratico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regressao 239,4863 5 47,89725906 1,9744362 0,161229
Residuos 266,8457 11 24,25870149

Falta de Ajuste 72,1665 3 24,05550548 0,9885188 0,445628
Erro Puro 194,6792 8 24,3349

Total Adjusto 506,3320 16 31,64575074

Tabela 02B - Analise de Variancia para As com aquecimento por MW - Modelo Cubico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regresséo 246,0016 6 41,00026629 1,5749319 0,250427
Residuos 260,3304 10 26,0330414

Falta de Ajuste 65,6512 2 32,82560702 1,3489107 0,312736
Erro Puro 194,6792 8 24,3349

Total Adjusto 506,3320 16 31,64575074
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Tabela 03A -Analise de Variancia para Ba com aquecimento por MW - Modelo Quadratico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regressao 25,7946 5 5,158919943  0,212729 0,949933
Residuos 266,7624 11 24,25113158

Falta de Ajuste 31,6378 3 10,54593245 0,3588201 0,784486
Erro Puro 2351247 8 29,39058125

Total Adjusto 292,5570 16 18,28481544

Tabela 03B - Analise de Variancia para Ba com aquecimento por MW - Modelo Cubico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variacao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regresséo 26,2174 6 4,369561927 0,1640597 0,980891
Residuos 266,3397 10 26,63396755

Falta de Ajuste 31,2150 2 15,60751275 0,5310379 0,607364
Erro Puro 235,1247 8 29,39058125

Total Adjusto 292,5570 16 18,28481544

Tabela 04A - Analise de Variancia para Ca com aquecimento por MW - Modelo Quadratico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regressao 34,2429 5 6,848585614 0,3452745 0,874844
Residuos 218,1871 11 19,83519264

Falta de Ajuste 28,4672 3 9,489072996 0,4001298 0,756819
Erro Puro 189,7199 8 23,7149875

Total Adjusto 252,4300 16 15,77687794

Tabela 04B - Analise de Variancia para Ca com aquecimento por MW - Modelo Cubico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regressao 34,2743 6 5,712390203 0,2618492 0,942688
Residuos 218,1557 10 21,81557058

Falta de Ajuste 28,4358 2 14,21790292 0,5995324 0,571986
Erro Puro 189,7199 8 23,7149875

Total Adjusto 252,4300 16 15,77687794
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Tabela 05A -Analise de Variancia para Cd com aquecimento por MW - Modelo Quadratico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regressao 163,9786 5 32,7957293  0,3917927 0,844452
Residuos 920,7752 11 83,70683321

Falta de Ajuste 383,2738 3 127,7579218 1,9015083 0,207846
Erro Puro 537,5014 8 67,187675

Total Adjusto 1084,7538 16 67,79711324

Tabela 05B - Analise de Variancia para Cd com aquecimento por MW - Modelo Cubico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variacéao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regresséo 381,6389 6 63,60647651 0,9046384 0,528105
Residuos 703,1150 10 70,31149527

Falta de Ajuste 165,6136 2 82,80677635 1,2324697 0,341518
Erro Puro 537,5014 8 67,187675

Total Adjusto 1084,7538 16 67,79711324

Tabela 06A -Analise de Varidncia para Co com aquecimento por MW - Modelo Quadratico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regressao 3182,9979 5 636,5995897 1,0039765 0,459394
Residuos 6974,8601 11 634,0781886

Falta de Ajuste 773,5140 3 257,8380083  0,332622 0,802294
Erro Puro 6201,3461 8 775,1682563

Total Adjusto 10157,8580 16 634,8661265

Tabela 06B - Analise de Variancia para Co com aquecimento por MW - Modelo Cubico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variacédo Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regressao 3191,9415 6 531,9902582 0,7637046 0,614587
Residuos 6965,9165 10 696,5916474

Falta de Ajuste 764,5704 2 382,2852122 0,4931642 0,628103
Erro Puro 6201,3461 8 775,1682563

Total Adjusto 10157,8580 16 634,8661265
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Tabela 07A -Analise de Variancia para Cu com aquecimento por MW - Modelo Quadratico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regressao 506,2321 5 101,2464293 1,1949345 0,372532
Residuos 932,0266 11 84,72969149

Falta de Ajuste 161,1200 3 53,70665213 0,5573349 0,657778
Erro Puro 770,9067 8 96,36333125

Total Adjusto 1438,2588 16 89,89117206

Tabela 07B - Analise de Variancia para Cu com aquecimento por MW - Modelo Cubico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variacéao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regresséo 561,4416 6 93,57359629 1,0671962 0,44105
Residuos 876,8172 10 87,68171752

Falta de Ajuste 105,9105 2 52,95526259 0,5495375 0,597545
Erro Puro 770,9067 8 96,36333125

Total Adjusto 1438,2588 16 89,89117206

Tabela 08A -Analise de Variancia para Fe com aquecimento por MW - Modelo Quadratico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regressao 85,4882 5 17,0976353  1,0630345 0,430644
Residuos 176,9218 11 16,08380107

Falta de Ajuste 22,0958 3 7,365270577 0,3805702 0,769849
Erro Puro 154,8260 8 19,35325

Total Adjusto 262,4100 16 16,40062426

Tabela 08B - Analise de Variancia para Fe com aquecimento por MW - Modelo Cubico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variacédo Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regressao 86,1397 6 14,35661419 0,8144658 0,582326
Residuos 176,2703 10 17,62703031

Falta de Ajuste 21,4443 2 10,72215154  0,5540233 0,595195
Erro Puro 154,8260 8 19,35325

Total Adjusto 262,4100 16 16,40062426
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Tabela 09A-Analise de Variancia para Mg com aquecimento por MW - Modelo Quadratico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regressao 24,0253 5 4,805059528 0,2608871 0,925256
Residuos 202,5997 11 18,41815476

Falta de Ajuste 35,0328 3 11,67758412 0,5575125 0,657672
Erro Puro 167,5670 8 20,94586875

Total Adjusto 226,6250 16 14,1640625

Tabela 09B - Analise de Variancia para Mg com aquecimento por MW - Modelo Cubico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variacéao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regresséo 28,3059 6 4,717643994 0,2378814 0,953784
Residuos 198,3191 10 19,8319136

Falta de Ajuste 30,7522 2 15,37609302 0,7340871 0,509677
Erro Puro 167,5670 8 20,94586875

Total Adjusto 226,6250 16 14,1640625

Tabela 10A-Analise de Variancia para Mn com aquecimento por MW - Modelo Quadratico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica calculado P
Regressao 17,3640 5 3,472797434 0,1801153 0,964373
Residuos 212,0907 11 19,28097336

Falta de Ajuste 36,0894 3 12,02980232 0,5468052 0,664061
Erro Puro 176,0013 8 22,0001625

Total Adjusto 229,4547 16 14,34091838

Tabela 10B - Analise de Variancia para Mn com aquecimento por MW - Modelo Cubico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regressao 20,4556 6 3,409263136  0,1631233 0,981159
Residuos 208,9991 10 20,89991153

Falta de Ajuste 32,9978 2 16,49890765 0,7499448 0,502905
Erro Puro 176,0013 8 22,0001625

Total Adjusto 229,4547 16 14,34091838
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Tabela 11A - Analise de Variancia para V com aquecimento por MW - Modelo Quadratico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regressao 405,6289 5 81,12577776 0,6405109 0,674107
Residuos 1393,2372 11 126,6579235

Falta de Ajuste 137,3473 3 45,78241942 0,2916333 0,830446
Erro Puro 1255,8899 8 156,9862375

Total Adjusto 1798,8660 16 112,4291279

Tabela 11B - Analise de Variancia para V com aquecimento por MW - Modelo Cubico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variacéao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regresséo 535,8029 6 89,30048677 0,7070152 0,651929
Residuos 1263,0631 10 126,3063126

Falta de Ajuste 7,1732 2 3,686613227 0,0228467 0,977476
Erro Puro 1255,8899 8 156,9862375

Total Adjusto 1798,8660 16 112,4291279

Tabela 12A -Analise de Variancia para Zn com aquecimento por MW - Modelo Quadratico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regressao 8,0098 5 1,601963704 0,1186922 0,985459
Residuos 148,4646 11 13,49678441

Falta de Ajuste 19,1658 3 6,388609514  0,3952773 0,760039
Erro Puro 129,2988 8 16,16235

Total Adjusto 156,4744 16 9,779652941

Tabela 12B - Analise de Variancia para Zn com aquecimento por MW - Modelo Cubico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F

Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regressao 10,3990 6 1,733158608 0,1186481 0,991618
Residuos 146,0755 10 14,60754954

Falta de Ajuste 16,7767 2 8,388347707 0,5190054 0,613859
Erro Puro 129,2988 8 16,16235

Total Adjusto 156,4744 16 9,779652941
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Tabela 13B - Andlise de Variancia para Al com aquecimento por BD - Modelo Cubico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regressao 3040,3893 6 506,73155 2,472788 0,091758
Residuos 2254,155 11 204,92318

Falta de Ajuste 803,80785 2 401,90393 2,493979 0,137466
Erro Puro 1450,3471 9 161,14968

Total Adjusto 5294,5442 17 311,44378

Tabela 14A-Andlise de Variancia para As com aquecimento por BD-Modelo Quadratico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F F
Variagado Quadrados Liberdade Quadratica calculado tabelado
Regressao 1177,1590 5 235,4318 189,941 3,11
Residuos 148,7399 12 12,395

Falta de Ajuste -0,0604 3 -0,0201 -0,0012 3,86
Erro Puro 148,8003 9 16,5334

Total Adjusto 1325,8990 17

Tabela 15B - Andlise de Variancia para Ba com aquecimento por BD - Modelo Cubico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regresséao 9628,821 6 1604,803 3,138285 0,069032
Residuos 4090,905 8 511,3632

Falta de Ajuste 976,3672 1 976,3672 2,194409 0,182064
Erro Puro 3114,538 7 444,934

Total Adjusto 13719,73 14 979,9804

Tabela 16A-Andlise de Variancia para Ca com aquecimento por BD-Modelo Quadratico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F F
Variagido Quadrados Liberdade Quadratica calculado tabelado
Regresséo 828,2052 5 165,641 69,776 3,1
Residuos 284,8661 12 23,7388

Falta de Ajuste -163,6249 3 -54,5416 -10,945 3,86
Erro Puro 448,4910 9 49,8323

Total Adjusto 1113,0710 17
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Tabela 17A-Anélise de Variancia para Cd com aquecimento por BD-Modelo Quadratico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado tabelado
Regresséo 1628,0300 5 325,6059 106,016 3,11
Residuos 368,5531 12 30,7128

Falta de Ajuste -235,5925 3 -78,5308 -11,699 3,86
Erro Puro 604,1456 9 67,1273

Total Adjusto 1996,5830 17

Tabela 18A-Andlise de Variancia para Cu com aquecimento por BD-Modelo Quadratico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F F
Variagado Quadrados Liberdade Quadratica calculado tabelado
Regresséao 773,4301 5 154,686 67,756 3,1
Residuos 273,9583 12 22,8299

Falta de Ajuste -294,7807 3 -98,2602 -15,549 3,86
Erro Puro 568,7390 9 63,1932

Total Adjusto 1047,3880 17

Tabela 19B - Analise de Variancia para Co com aquecimento por BD - Modelo Cubico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagado Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Regressao 7362,2982 6 1227,05 2,70163 0,072914
Residuos 4996,0753 11 454,1887

Falta de Ajuste 89,682566 2 44,84128 0,082254 0,921722
Erro Puro 4906,3927 9 545,1547

Total Adjusto 12358,374 17 726,9631

Tabela 20A-Anélise de Variancia para Fe com aquecimento por BD-Modelo Quadratico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica calculado tabelado
Regresséo 619,6769 5 123,9354 38,194 3,11
Residuos 389,3906 12 32,4492

Falta de Ajuste -80,4476 3 -26,8159 -0,5137 3,86
Erro Puro 469,8382 9 52,2042

Total Adjusto 1009,0680 17
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Tabela 21A-Andlise de Variancia para Mg com aquecimento por B -Modelo Quadratico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica calculado tabelado
Regresséo 652,1371 5 130,4274 3,11
Residuos 219,2781 12 18,2732

Falta de Ajuste -137,5487 3 -45,8496 3,86
Erro Puro 356,8268 9 39,6474

Total Adjusto 871,4152 17

Tabela 22A-Andlise de Variancia para Mn com aquecimento por BD-Modelo Quadratico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica calculado tabelado
Regresséo 695,9683 5 139,1937 82,82 3,11
Residuos 201,6817 12 16,8068

Falta de Ajuste -123,7184 3 -41,2395 -11,406 3,86
Erro Puro 325,4001 9 36,1556

Total Adjusto 897,6500 17

Tabela 23A-Analise de Variancia para Zn com aquecimento por BD-Modelo Quadratico.

Fonte de Soma dos Graus de Média F F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado tabelado
Regressao 562,6111 5 112,5222 49,46 3,11
Residuos 273,0000 12 22,75

Falta de Ajuste -84,0765 3 -28,0255 -0,7064 3,86
Erro Puro 357,0765 9 39,6752

Total Adjusto 835,6111 17
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Figura 01B — Superficie de resposta do modelo quadratico para o As — aquecimento em BD
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Tabela 01A — Teste de Comparagao Multipla SNK (p< 0,05000) para Al

Visao Axial
Métodos mc BD MW
mc ™ 0,000168 0,018700
Bloco Digestor 0,000168 0,000162
Microondas 0,018700 0,000162

(1) Material Certificado de Referéncia.
Resultado = Ha diferenga significativa entre os métodos de decomposigao
e material certificado.

Tabela 01B — ANOVA com Ranks (Kruskal-Wallis) para Grupos
Independentes (p< 0,05000) para Al — Visdo Radial

Métodos Codigo Numero valido Soma dos Ranks
mc @ 101 1 18,0000
Microondas 102 8 108,0000
Bloco Digestor 103 9 45,0000

" Material Certificado de Referéncia
Resultado = Nao ha diferenca significativa entre os métodos de decomposigao
e material certificado

Tabela 02A - ANOVA ONE WAY (p< 0,05000) para As — Visao Axial.

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Métodos 0,2514 2 0,1257 0,1752 0,840774
Erro 12,1959 17 0,7174
Total 12,4472 19

Resultado = Nao ha diferenca significativa entre os métodos de decomposigao
e material certificado

Tabela 02B - ANOVA com Ranks (Kruskal-Wallis) para Grupos
Independentes (p< 0,05000) para As — Visao Radial

Métodos Cédigo Numero valido Soma dos Ranks
mc @ 101 1 12,00000
Microondas 102 6 54,00000
Bloco Digestor 103 9 70,00000

" Material Certificado de Referéncia
Resultado = Nao ha diferencga significativa entre os métodos de decomposigao
e material certificado
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Tabela 03A - ANOVA ONE WAY (p< 0,05000) para Ba — Visao Axial

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variacao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Métodos 0,5039 2 0,2519 0,627 0,547534
Erro 6,0258 15 0,4017
Total 6,5297 17
Resultado = N&o ha diferenca significativa entre os métodos de decomposicao
e material certificado
Tabela 03B — ANOVA com Ranks (Kruskal-Wallis) para Grupos
Independentes (p< 0,05000) para Ba — Visdo Radial
Métodos Cadigo Numero valido Soma dos Ranks
mc 101 1 9,00000
Microondas 102 8 87,00000
Bloco Digestor 103 9 75,00000
" Material Certificado de Referéncia
Resultado = Nao ha diferencga significativa entre os métodos de decomposigao
e material certificado
Tabela 04A - ANOVA ONE WAY (p< 0,05000) para Ca — Visao Axial
Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica calculado P
Métodos 2227 2 1114 1,407 0,277559
Erro 11085 14 792
Total 13312 16

Resultado = Nao ha diferenga significativa entre os métodos de decomposigao
e material certificado

Tabela 04B — ANOVA com Ranks (Kruskal-Wallis) para Grupos
Independentes (p< 0,05000) para Ca — Visdo Radial

Métodos Cédigo Numero valido Soma dos Ranks
mc @ 101 1 2,00000
Microondas 102 8 37,00000
Bloco Digestor 103 9 66,00000

" Material Certificado de Referéncia
Resultado = N&o ha diferenca significativa entre os métodos de decomposicéo
e material certificado
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Tabela 05A - ANOVA ONE WAY (p< 0,05000) para Cd — Visao Axial

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Métodos 0,17670 2 0,08835 1,7564  0,202591
Erro 0,85514 17 0,05030
Total 1,03184 19
Resultado = N&o ha diferenca significativa entre os métodos de decomposicao
e material certificado
Tabela 05B — ANOVA com Ranks (Kruskal-Wallis) para Grupos
Independentes (p< 0,05000) para Cd — Visdo Radial
Métodos Cdédigo Nudmero valido Soma dos Ranks
mc @ 101 1 4,00000
Microondas 102 8 43,00000
Bloco Digestor 103 9 89,00000
" Material Certificado de Referéncia
Resultado = Nao ha diferencga significativa entre os métodos de decomposigao
e material certificado
Tabela 06A - ANOVA ONE WAY (p< 0,05000) para Co — Visao Axial
Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variacédo Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Métodos 0,005129 2 0,002564 2,2118 0,146305
Erro 0,016232 14 0,001159
Total 0,021361 16
Resultado = Nao ha diferenca significativa entre os métodos de decomposigao
e material certificado
Tabela 06B - ANOVA ONE WAY (p< 0,05000) para Co — Visao Radial
Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Métodos 0,003854 2 0,001927 0,5003 0,622245
Erro 0,034666 9 0,003852
Total 0,038521 11

Resultado = Ha diferenga significativa entre os métodos de decomposig¢ao
e material certificado
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Tabela 07A - ANOVA ONE WAY (p< 0,05000) para Cu — Visao Axial

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Métodos 3,99 2 2,00 0,185 0,832648
Erro 194,13 18 10,79
Total 198,12 20
Resultado = Nao ha diferencga significativa entre os métodos de decomposigao
e material certificado
Tabela 07B - ANOVA ONE WAY (p< 0,05000) para Cu — Visao Radial
Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variacédo Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Métodos 48,00 2 24,00 1,454  0,272038
Erro 198,09 12 16,51
Total 246,09 14
Resultado = Nao ha diferencga significativa entre os métodos de decomposigao
e material certificado
Tabela 08A - ANOVA ONE WAY (p< 0,05000) para Fe — Visao Axial
Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variacédo Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Métodos 111,0 2 55,5 0,918 0,420788
Erro 907,2 15 60,5
Total 1018,1 17
Resultado = Nao ha diferencga significativa entre os métodos de decomposigao
e material certificado
Tabela 09B - ANOVA ONE WAY (p< 0,05000) para Fe — Visao Radial
Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variacédo Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Métodos 46,4 2 23,2 0,421  0,664620
Erro 772,2 14 55,2
Total 818,6 16

Resultado = Nao ha diferenca significativa entre os métodos de decomposigao
e material certificado
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Tabela 09A - ANOVA ONE WAY (p< 0,05000) para Mg — Visao Axial

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Métodos 5491 2 2746 2,584  0,108549
Erro 15937 15 1062
Total 21428 17
Resultado = Nao ha diferenga significativa entre os métodos de decomposigao
e material certificado
Tabela 09B — ANOVA com Ranks (Kruskal-Wallis) para Grupos
Independentes (p< 0,05000) para Mg — Visdo Radial
Métodos Cédigo Numero valido Soma dos Ranks
mc @ 101 1 2,00000
Microondas 102 8 41,00000
Bloco Digestor 103 9 77,00000
™ Material Certificado de Referéncia
Resultado = N&o ha diferenca significativa entre os métodos de decomposicéo
e material certificado
Tabela 10A - ANOVA ONE WAY (p< 0,05000) para Mn — Visao Axial
Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variacédo Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Métodos 4,777 2 2,389 1,763  0,205261
Erro 20,323 15 1,355
Total 25,101 17
Resultado = Nao ha diferencga significativa entre os métodos de decomposigao
e material certificado
Tabela 10B - ANOVA ONE WAY (p< 0,05000) para Mn — Visado Radial
Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variacéao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Métodos 13,569 2 6,784 2,5164 0,122284
Erro 32,353 12 2,696
Total 45,921 14

Resultado = Nao ha diferencga significativa entre os métodos de decomposigao
e material certificado

138



Anexo C

Tabela 11A - ANOVA ONE WAY (p< 0,05000) para Ni — Visado Axial

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Métodos 0,103841 2 0,051920 3,8883 0,052815
Erro 0,146882 11 0,013353
Total 0,250723 13
Resultado = Nao ha diferenga significativa entre os métodos de decomposigao
e material certificado
Tabela 12A - ANOVA ONE WAY (p< 0,05000) para V — Visao Axial
Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variacédo Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Métodos 0,136527 2 0,068263 23,7260 0,000023
Erro 0,043157 15 0,002877
Total 0,179684 17
Ha diferenga significativa entre os métodos de decomposigao
e material certificado
Tabela 12A — Teste de Comparacgao Multipla SNK (p< 0,05000) para V
Visao Axial
Métodos mc BD MW
mc @ 0,004911 0,815703
Bloco Digestor 0,004911 0,003057
Microondas 0,815703 0,003057
(1) Material Certificado de Referéncia.
Resultado = Ha diferencga significativa entre os métodos BD e MW, BD e MC.
Resultado = Nao ha diferenga significativa entre MW e MC.
Tabela 12B - ANOVA ONE WAY (p< 0,05000) para V — Visao Radial
Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Métodos 0,024029 2 0,012014 3,0424 0,085349
Erro 0,047387 12 0,003949
Total 0,071415 14

Resultado = Nao ha diferenca significativa entre os métodos de decomposigéo
e material certificado
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Tabela 13A - ANOVA ONE WAY (p< 0,05000) para Zn — Visao Axial

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variagao Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Métodos 28256 2 14128 1,626  0,227522

Erro 138992 16 8687

Total 167249 18

Resultado = Nao ha diferencga significativa entre os métodos de decomposigao
e material certificado
Tabela 13B - ANOVA ONE WAY (p< 0,05000) para Zn — Visdo Radial

Fonte de Soma dos Graus de Média F
Variacédo Quadrados Liberdade Quadratica  calculado P
Métodos 6642 2 3231 0,884 0,435082

Erro 52614 14 3758

Total 59257 16

Resultado = Nao ha diferencga significativa entre os métodos de decomposigao
e material certificado
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Tabela 01 — Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia brasiliana coletados em
Coqueiro Grande na campanha de 2002

Individuo, Comprimento Massa 5“222?3 Individuo Comprimento, \ 2> 3“2228;,
o Sexo daconcha, Concha, o Sexo ’concha,
n mm g amostra, n mm g amostra,

g g

7 F 26,9 6,1471 0,0854 1 M 27,65 6,5371 0,1156
12 F 27,5 5,854 0,1161 6 M 29,85 6,9817  0,1248
14 F 27,85 6,8203  0,1172 15 M 27,35 53852  0,1014
23 F 27,7 4,9947  0,1213 18 M 28,8 57187  0,0992
29 F 27,9 4,9275  0,0845 30 M 26,35 49183  0,0900
37 F 27,7 48912  0,0741 40 M 28,45 59285  0,1059
45 F 26,3 42918  0,0526 51 M 23,85 3,7779  0,0510
49 F 23,3 3,5726  0,0553 62 M 22,85 2,9713  0,0424
57 F 24,65 44452  0,0852 65 M 24,05 3,3044  0,0724
61 F 24,15 40723  0,0768 73 M 23,4 3,7566  0,0670
68 F 22,7 3,318 0,0543 76 M 22,75 2,9628  0,0437
77 F 23,55 3,6681 0,0630 85 M 24,45 3,7605  0,0701
80 F 22,7 2,96 0,0391 88 M 23,85 3,2855  0,0589
86 F 22,9 3,2209  0,0444 94 M 21,95 3,0223  0,0441
97 F 23,65 3,1255  0,0381
100 F 22,7 3,2645  0,0564

Tabela 02 — Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia brasiliana coletados em Suape
na campanha de 2002

Individuo, Comprimento Massa sl\gizsdaa Individuo Comprimento Massa Slzzzsdaa
o Sexo ’Concha, o Sexo ’concha,
n mm g amostra, n mm g amostra,

g g

1 F 28,0 5,0721 0,0758 3 M 22,95 3,5821 0,0475
12 F 24,85 5,0363 0,0641 6 M 24,3 4,8711 0,0600
19 F 23,7 3,7919  0,0506 9 M 24,55 42722  0,0698
23 F 22,55 3,4281 0,0595 13 M 23,65 4,3738 0,0832
28 F 25,2 4,9136 0,0648 20 M 18,9 4,3153 0,0829
34 F 24,95 3,7516 0,0479 25 M 24,7 4,531 0,0646
40 F 23,7 4,1974 0,0544 33 M 23,25 3,5555 0,0354
44 F 23,25 3,8611 0,0393 39 M 26,0 4,4077 0,0743
51 F 25,45 4,2626 0,0614 48 M 22,2 3,9332 0,0535
57 F 23,4 3,9069  0,0636 63 M 23,5 3,4324  0,0457
61 F 23,45 3,6125  0,0558 70 M 21,65 3,2237  0,0508
65 F 23,85 3,435 0,0550 77 M 23,45 3,0316  0,0543
80 F 21,35 3,1233  0,0381 84 M 21,05 2,6681 0,0360
83 F 22,0 3,1046 0,0407 99 M 22,55 3,7312 0,0295
88 F 23,35 3,0386 0,0321
94 F 23,95 3,8297 0,0544
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Tabela 03 — Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia brasiliana coletados em Fabrica
de Asfalto na campanha de 2002

Individuo, Comprimento, J1assa s":f;‘:sdaa Individuo Comprimento, »2°o8 s"!iisdaa
o Sexo ’Concha, o Sexo ’concha,
n mm g amostra, n mm g amostra,

g g

5 F 26,05 5,0391 0,0651 1 M 30,95 75134  0,1077
12 F 27,0 54206  0,0736 3 M 28,9 6,623 0,0792
20 F 26,8 52904  0,0875 8 M 29,25 6,3817  0,0869
23 F 28,15 6,0544  0,0824 13 M 27,25 4,8558  0,0636
30 F 271 52804  0,0711 19 M 28,1 5,151 0,0694
35 F 24,75 7,7395  0,0500 32 M 26,75 5,7281 0,0793
46 F 24,95 3,8048  0,0686 40 M 29,00 52634  0,0910
50 F 26,9 4,3775  0,0640 53 M 26,65 4,3924  0,0637
56 F 274 4,8648  0,0838 62 M 23,45 4,4852  0,0807
61 F 26,0 34212  0,0620 66 M 25,45 42035  0,0722
69 F 23,75 3,5806  0,0649 71 M 23,25 4,3967  0,0656
77 F 27,7 4,6621 0,0758 81 M 29,45 5,489 0,0968
80 F 20,0 3,0276  0,0293 85 M 23,15 3,3068  0,0675
88 F 22,0 2,8243 00,0466 98 M 19,4 1,9601 0,0256
93 F 23,75 3,4561 0,0499
97 F 19,65 2,2473  0,0278

Tabela 04 — Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia brasiliana coletados em Caipe
na campanha de 2002

Individuo, Comprimento, Massa 5“22222 Individuo Comprimento, Massa 5“22222
o Sexo ’Concha, o Sexo ’Concha,
n g amostra, n g amostra,

g g

1 F 29,2 6,900 0,2287 3 M 30,9 9,1051 0,3175
5 F 29,5 6,763 0,2073 13 M 30,35 7,2011 0,2349
8 F 23,7 3,7968  0,0876 17 M 26,9 51887  0,1469
12 F 28,4 4,6526  0,1020 26 M 32,15 8,1778 00,2594
20 F 27,0 52873  0,1582 36 M 31,1 7,2556  0,1881
25 F 26,35 5,6722  0,1839 48 M 28,55 6,8921 0,1710
33 F 29,6 7,015 0,1595 53 M 27,45 6,6246  0,1755
39 F 29,3 6,915 0,1772 62 M 25,75 4,7817  0,1146
43 F 38,05 8,4854  0,2883 79 M 25,3 4,261 0,1174
52 F 28,55 6,1666  0,1770 82 M 24,4 4,0691 0,1460
63 F 28,65 4,7086  0,1113 84 M 26,7 47969  0,1503
67 F 28,15 6,2369  0,1531 90 M 24,65 4,4509  0,1129
70 F 26,7 4,1657  0,0932 96 M 27,5 53752  0,1445
76 F 25,0 4,2592  0,1000
80 F 26,55 4,5854  0,1293
95 F 24,7 4,4684  0,1144
100 F 24,4 42094  0,1268

143



Anexo D

Tabela 05 — Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia brasiliana coletados em
Coqueiro Grande na campanha de 2004

Individuo, Comprimento Massa shgizsdaa Individuo Comprimento Massa sl\gzzsdaa
o Sexo ’Concha, o Sexo ’concha,
n mm amostra, n mm amostra,
9 g
g g

2 M 26,5 6,6448 0,0752 1 F 29,6 6,4649 0,1305
3 M 27,0 6,4478 0,1423 8 F 25,8 5,4047 0,1427
5 M 23,45 4,7613 0,0517 15 F 25,55 6,5795 0,1145
7 M 25,8 6,381 0,1670 19 F 21,6 5,56274 0,1237
9 M 24 4,3794  0,0904 21 F 24,7 5,3121 0,1443
13 M 29,5 8,3552 0,2291 28 F 24,4 7,5235 0,1512
17 M 25,9 6,0071 0,0906 30 F 25,26 6,279 0,1134
20 M 24,3 6,6918  0,1616 33 F 26,6 7,1508  0,1295
22 M 25,3 52007  0,0645 39 F 27,9 7,328 0,1330
24 M 25,5 4,6734 0,1421 40 F 23,4 5,5483 0,1123
25 M 27,07 6,1124 0,1162 42 F 25,0 46466  0,1138
27 M 26,3 45528  0,1561 47 F 24,45 59067  0,0874
29 M 23,62 5,0011 0,1251 48 F 24,8 6,7567 0,1053
34 M 29,6 8,7099 0,1186

37 M 244 5,3511 0,0700

38 M 22,1 49816  0,0937

46 M 23,8 5,4425 0,0918
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Tabela 06 — Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia brasiliana coletados em Caipe
na campanha de 2004

o . M Massa o ) Massa
Indm::luo, Sexo Comprimento, Concha, seca da Indm:juo, Sexo Comprimento, concha, seca da
n amostra, n amostra,
g 9
g g
F 15,9 1,8693  0,0516 1 M 23,5 6,0095  0,1596
F 25,0 6,8482 (1982 3 M 19,4 34168 00006
F 17,5 2,7234 00781 7 M 15,4 2,0813 00398
13 F 19,2 3,0741  0,0795 8 M 18,6 3,2185  0,0808
16 F 19,0 2,9633 00787 10 M 17,5 2,9538  0,0670
18 F 14,45 32014 00328 12 M 2359 50301 0,1556
19 F 17,12 1,6473  0,0683 15 M 22,65 42133 01502
21 F 18,01 4,0958 0,0813 27 M 19,45 3,0458 0,0823
22 F 21,65 3,0407 0,1230 35 M 22,25 4,7808 0,1086
23 F 27,7 4,4267 0,1758 38 M 14,2 1,468 0,0135
24 F 22,3 3,3656 0,1267 42 M 19,01 2,7254 0,0884
25 F 25,0 56172  0,1630
30 F 24,45 5,0130 0,1683
32 F 22,5 4,4813 0,1422
33 F 19,0 2,9054 0,0685
36 F 19,7 3,1369 0,0589
39 F 19,95 3,6867 0,1066
40 F 17,66 2,4505 0,0795
44 F 19,13 31225 (1047
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Tabela 07 — Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia brasiliana coletados em Suape
na campanha de 2004

Massa Massa
Individuo, Comprimento Massa seca da Individuo Comprimento seca da
o Sexo ’Concha, o Sexo ’concha,
n g amostra, n g amostra,
g g

1 M 21,4 0,2477 0,2477 2 F 25,1 4,0983  0,1945
4 M 18,8 0,0951 0,0951 5 F 15,55 1,9599  0,0743
8 M 21,05 3,1028 0,1327 9 F 21,9 3,7187  0,1736
11 M 19,2 0,1459 0,0927 15 F 21,8 3,7594  0,1125
14 M 21,9 0,0912 0,1459 18 F 19,7 3,8983  0,1242
20 M 19,6 0,1705 0,0912 21 F 21,9 4,1408  0,1723
25 M 22,7 0,1389 0,1705 24 F 19,0 2,6896  0,1190
27 M 22,75 0,0916 0,1389 29 F 20,4 3,3735  0,1141
35 M 22,0 0,0855 0,0916 32 F 23,0 2,9186  0,0856
37 M 23,0 0,0441 0,0855 40 F 19,0 1,8879  0,0314
39 M 21,0 0,0784 0,0441 43 F 22,0 3,3126  0,0625
44 M 22,0 0,0356 0,0784 46 F 2,3826  0,0461
51 M 19,0 0,0615 0,0356 49 F 22,0 2,7661 0,0692
54 M 19,0 0,0367 0,0615 52 F 20,0 2,5188  0,0816
58 M 19,0 2,0122 0,0367 56 F 19,0 1,9404  0,0531

Tabela 08 — Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia brasiliana coletados em Fabrica
de Asfalto na campanha de 2004

Massa Massa
Individuo, Comprimento Massa seca da Individuo Comprimento Massa seca da
o Sexo ’ Concha, o Sexo ’ concha,
n mm amostra, n mm amostra,
() g
g g

1 M 22,9 5,3497 0,1151 6 F 23,8 4,7898 0,12241
2 M 24,1 4,2475 0,1721 7 F 22,7 4,7895  0,09706
4 M 21,1 3,6792 0,0901 8 F 23,95 4,9082  0,13061
9 M 24,31 4,184 0,1236 10 F 23,6 4,5738 0,12006
11 M 24,65 5,3663 0,1451 14 F 18,3 2,7781  0,05773
1) M 23,0 4,693 0,0959 17 F 22,45 3,4306 0,11475
15 M 20,6 4,0103 0,1044 20 F 19,7 3,0744 0,08362
18 M 24,25 4,8913 0,1648 22 F 23,85 4,8746 0,11790
24 M 18,9 3,2637 0,0818 23 F 22,95 4,1318  0,09051
27 M 23,8 4,7743 0,1342 26 F 22,78 4,4358  0,11174
31 M 22,6 4,1576 0,1094 29 F 21,75 3,9557 0,09661
32 M 16,65 2,0901 0,0362 39 F 22,0 3,3158 0,07485
33 M 16,35 2,2242 0,0410 40 F 18,0 3,1759  0,06786
35 M 21,4 4,0429 0,1024
37 M 23,0 4,1343 0,1251
38 M 19,45 3,5735 0,0929
41 M 18,9 2,4381 0,0408
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Tabela 01 — Concentragado de metais em Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia
brasiliana machos coletados em Coqueiro Grande na campanha de 2002 (massa umida)

elemento 1M 6M 15M 18M 30M 40M 51M 62M 65M 73M 76M 85M 88M 94M
CG1 CG1 CG1 CG1 CG1 CG1 CG1 CG1 CG1 CG1 CG1 CG1 CG1 CG1
Assunto: 4,7 4,7 36,2 4,2 2,5 9,8 55 55 3,9 51 2,3 3,9 4.8 3,5
Ba 1,60 0,99 16,60 0,79 049 1,75 2,08 508 297 1,84 1,52 0,87 1,99 2,93
Ca 1490 3270 48635 3929 2285 759 1579 1734 657 1201 1429 2692 5832 4451
Cd 0,3905 0,4069 5,5646 0,3990 0,2508 0,5328 0,5532 0,1343 0,2351 0,1684 < 0,0071 0,1610 0,1913 <0,0071
Co 0,2441 0,2713 5,5646 0,6269 0,2508 0,3730 0,5532 0,1343 0,1567 0,2526 0,1282 0,0805 0,2869 < 0,0093
Cr <0,75 <0,75 390 <075 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 6,99 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75
Cu 1,7341 3,1435 20,3259 2,1959 1,8512 2,2659 2,3817 2,6234 3,2544 2,5709 3,0171 2,6182 3,7802 2,8888
Fe 47 78 452 36 41 97 96 50 28 49 38 41 51 38
Mg 924 987 8541 897 1031 956 1173 1358 787 861 1122 854 1034 1027
Mn 6,35 6,56 55,09 1,99 29,03 92,39 1040 1,61 0,94 0,93 6,54 0,72 1243 2,82
Mo 0,20 0,18 223 <014 <014 0,21 <0,144 <0,14 <0,14 025 <014 0,96 <0,44 <0,14
Ni <045 <045 167 <045 <045 <045 <045 <045 <045 1,18 <045 <045 <045 <045
P 2077 2482 24914 2246 1610 2054 1960 3480 3605 2511 2256 2652 4688 3220
Pb <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <1.2
Se <15 <15 22 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
\ <0,014 0,045 <0,014 <0,014<0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 0,064 <0,014
Zn 7,7062 10,5743 109,5557 9,5113 8,3308 13,1008 10,2760 15,7023 10,1784 14,8120 12,8085 14,8009 18,9244 12,5520

Tabela 02 — Concentragado de metais em Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia
brasiliana fémeas coletadas em Coqueiro Grande na campanha de 2002 (massa Umida)

Elemento 7F CG2 12F 14F 23F 29F 37F 45F 49F 57F 61F 68F T7F 80F 86F 97F 100F
CG1 CG1 CG1 CG1 CG1 CG1 CG1 CG1 CG1 CG1 CG1 CG1 CG2 CG2 CG1

As 3,5 3,6 4,6 3,7 3,2 4,4 5,8 3,1 3,6 3.1 2,5 3,0 2,7 4,4 4,7 2,7
Ba 3,33 2,40 2,04 1,46 1,70 1,33 1,66 2,49 1,09 2,82 1,81 2,28 1,22 6,54 3,77 3,24
Ca 2024 1639 1539 1963 1112 842 1756 5484 899 1358 3753 1144 1841 1137 2433 1819
Cd 0,3574 0,2801 0,1926 0,3256 0,2003 0,3046 0,5364 0,2041 0,3311 0,1469 0,1039 0,1791 <0,0071 0,1271 0,2962 < 0,0071
Co 0,2170 0,3484 0,5777 0,5117 0,5342 0,5330 0,3218 0,2041 0,4636 0,1469 0,1039 0,0896 < 0,0093 0,2542 0,2962 0,4002
Cr <0,75 <0,75 <0,75 <075 <0,75 <0,75 <075 <0,75 <075 <0,75 <0,75 <075 <0,75 <075 <075 <0,75
Cu 2,6246 1,7362 4,8974 2,7317 1,8513 2,1873 3,8322 2,7268 2,8295 3,2859 2,5692 2,8413 2,5578 3,3962 3,8097 2,3735
Fe 57 44 83 49 31 69 92 31 75 33 34 38 24 44 44 31
Mg 1250 858 872 940 960 954 1395 1018 1007 977 901 938 1087 1362 1374 1042
Mn 9,71 6,32 22,72 16,79 1,54 1,45 9,76 1,43 124,90 3,01 3,53 8,42 2,31 597 15,11 7,90
Mo <014 <014 <014 017 178 <014 <014 <014 <014 <014 <014 <014 <014 <0114 <0114 <0114
Ni <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045
P 2382 1706 1699 1940 1744 2496 2681 2288 2144 2433 1875 2110 1900 3130 3916 1862
Pb <12 <12 4,5 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12
Se <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
V <0,014 <0,014 0,048 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014
Zn 12,6672 10,7757 13,3706 12,7791 10,9324 13,0760 19,4934 14,6644 17,0017 16,8775 12,0248 15,3798 12,6588 25,8894 28,8374 12,0773
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Tabela 03 — Concentragado de metais em Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia
brasiliana machos coletados na Fabrica de Asfalto na campanha de 2002 (massa umida)

Elemento ™ 3M 8M 13M 19M 32M 40M 53M 62M 66M 7™M 81M 85M 98M
F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1

As 4,6 6,2 71 2,3 2,7 4,3 5,6 4,6 3,4 57 4,2 41 2,4 3,0
Ba 1,50 0,15 1,26 2,72 4,40 3,85 1,01 1,99 1,07 0,96 2,55 0,72 2,56 6,08
Ca 5122 962 1659 985 2639 1253 2948 3640 792 1574 1221 2557 3112 2010
Cd 0,1069 0,3635 0,6625 0,3621 0,3318 0,5082 0,3796 0,2712 0,3567 0,5582 0,3511 0,6543 0,0853 < 0,0071
Co 0,3208 0,8723 0,6625 0,2716 0,4148 0,2904 0,1265 0,1808 0,2854 10,3987 0,0878 0,4758 0,1706 < 0,0093
Cr <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <075 <075 086 <075 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75
Cu 2,4597 3,5629 2,8497 1,9926 2,4068 2,6872 12,0886 2,5318 2,2125 3,1109 2,5462 2,2014 2,0481 1,4869
Fe 43 102 60 75 43 74 55 47 65 91 46 47 56 127
Mg 1292 1607 1477 1547 1558 1184 1267 1352 1064 1284 1100 1114 1291 1533
Mn 0,75 1,09 1,13 66,90 1,66 4,07 1,14 0,72 BES5 6,86 0,79 0,71 13,14 1,58
Mo 0,16 0,29 0,27 0,18 0,17 0,15 0,19 <0,74 <0,14 0,16 0,18 0,18 0,26 <0,14
Ni <045 0,73 053 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045
P 2071 2441 2948 2082 2149 2952 2040 3683 2358 3062 3078 2488 2112 3318
Pb <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2
Se <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
\% <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014
Zn 12,9489 15,4276 15,1207 14,5044 15,1174 14,0287 9,6943 16,4701 11,0029 18,1993 12,1313 11,1357 17,3341 12,4455

Tabela 04 — Concentragdo de metais em Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia
brasiliana fémeas coletadas na Fabrica de Asfalto na campanha de 2002 (massa umida)

Elemento 5F 12F 20F 23F 30F 35F 43F 50F 56F 61F 69F 77F 80F 88F 93F 97F
F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1

As 2,9 4,3 4,8 2,7 5,8 24 3,6 24 29 1,7 25 24 3,0 3,1 3,3 2,7
Ba 1,22 2,02 2,22 2,36 0,95 2,16 2,58 0,70 2,18 2,76 0,78 1,27 4,47 5,53 2,97 5,13
Ca 3265 1359 1330 3789 2162 2026 6703 5629 1085 1420 4672 1532 1411 3867 5471 2056
Cd 0,3538 0,8605 0,7238 0,4891 0,6478 0,2303 1,1750 0,7197 0,4122 0’0371 0,3549 0,5879 0,3930 0,1236 0,3461 <0,0071
Co 0,2653 0,3129 0,5264 0,8385 0,3239 0,3455 0,5875 0,6297 0,2748 0,0929 0,2661 0,5776 < 0,0093 <0,0093 0,1154 < 0,0093
Cr <0,75 <075 <0,75 <0,75 <0,75 <0,756 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 0,81 <0,75
Cu 2,5231 2,0752 2,4036 2,2030 2,8770 2,1335 2,7301 2,7464 2,1662 1,6277 1,7324 2,3188 3,0514 11,9186 1,9071 2,8018
Fe 68 5 5 65 89 41 104 135 48 36 49 83 62 35 69 130
Mg 1376 1313 1316 1462 1417 1571 1657 1502 1144 1079 1143 1310 1797 1121 1192 1333
Mn 2,65 1,72 0,66 28,37 2,19 1,84 60,18 88,07 7,56 6,04 1,33 39,80 3,34 1,85 28,85 1,66
Mo 0,27 0,23 0,26 0,28 0,32 <0,14 0,25 018 <014 186 1348 030 <0,14 <0,14 <0,14 <0,14
Ni <045 <045 0,66 091 <045 <045 <045 081 <045 <045 <045 <045 354 <045 <045 <045
P 2277 2091 2856 2095 2701 2125 2428 2140 1855 1725 1974 1803 2279 1984 1966 2043
Pb <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2
Se <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
\% <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014
Zn 19,5747 14,1067 18,5774 18,9586 14,6027 12,5894 29,7385 24,6791 16,1685 11,4529 14,1348 11,1148 25,2172 12,0254 12,7301 11,4593
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Tabela 05 — Concentragado de metais em Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia

brasiliana machos coletados em Caipe na campanha de 2002 (massa umida)

Elemento 3M 13M 17M 26M 36M 48M 53M 62M 79M 82M 84M 90M 96M
C1 C1 C1 C1 C1 C1 C1 C1 C1 C1 C1 C1 C1
As 3,5 4,0 3,9 4,4 4,5 3,5 3,8 4,6 4,9 3,7 52 4,2 4,7
Ba 0,96 0,95 2,03 0,87 2,27 1,05 2,42 2,61 2,52 1,85 0,97 1,38 2,20
Ca 777,2 366,9 1012,8 4376,9 9426 4164,7 11275 1186,0 4764,7 1130,0 1093,6 549,3 11028
Cd 0,3596 0,6042 0,3212 0,4495 0,4677 0,3899 0,2144 0,4451 0,3120 0,4991 10,3967 0,2977 0,4251
Co 0,2112 0,2148 10,4693 0,3022 10,2745 10,3884 0,1084 10,0735 0,0241 0,0811 0,1703 0,0403 0,1704
Cr <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <075 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75
Cu 2,5702 2,8028 2,7979 2,7474 4,4880 1,8379 1,6736 2,3212 2,5451 2,3618 2,2297 3,1537 3,0161
Fe 18 26 40 35 58 27 26 33 30 28 31 45 42
Mg 642 745 876 775 808 795 920 943 869 737 913 775 989
Mn 3,98 1,32 4,50 5,40 1,17 5,66 1,51 1,10 1,43 1,72 5,02 1,34 25,79
Mo 0,24 0,26 0,15 0,40 0,21 0,19 0,16 0,24 0,21 <0,14 0,22 0,15 0,26
Ni <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045
P 2512 3022 3157 2970 2963 1888 2183 4170 4121 3063 3734 3946 3984
Pb <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2
Se <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
\% <0,014 <0,014 <0,014 0,036 0,080 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014
Zn 11,2735 13,2268 13,1848 11,8989 12,4703 12,7102 13,4481 19,9254 16,8199 13,4288 16,8065 15,6634 17,2384
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Tabela 06 — Concentragao de metais em Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia brasiliana fémeas coletadas em Caipe na
campanha de 2002 (massa umida)

lemento 1 F8F c1 ZF 20F C125F C133F C139F C1 ‘o 52F C163F C167F C170F C176F C180F C195F C1 100F C1
As 28 5,9 46 6,2 27 3,0 26 33 24 36 73 3,0 43 42 27 42 35
Ba 103 053 354 166 194 076 154 071 074 18 146 039 134 192 114 136 0,28
Ca 8827 11624 16196 61137 25521 18427 57505 19380 10761 9120 31724 11991 10426 7985 9931 18727 8346
Cd 03914 06135 04244 02929 02364 07308 06108 04642 06225 06753 12114 05371 04016 05229 0,737 0,1966 0,2353
Co 01305 0,804 <0,0093 072929 00946 05278 01409 02110 03113 03798 02692 01465 01606 00747 00579 00655 0,0588
Cr <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075
Cu 27524 22871 27485 33233 38206 35474 19440 26748 21886 23372 29865 1,8738 25204 24187 50284 21872 2,1397
Fe 23 36 36 34 2 36 42 41 28 39 36 24 37 25 19 2 25
Mg 873 910 1546 1889 886 1057 958 890 754 890 1021 991 1116 1148 849 1004 943
Mn 1295 2335 518 359 321 581 3477 747 2789 654 256 430 402 672 637 301 235
Mo 041 038 048 070 038 059 031 598 028 036 051 032 055 034 027 037 039
Ni <045 <045 <045 <045 <045 069 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045
P 2265 2287 3357 4338 2180 2475 2413 2313 2008 2193 3450 2454 3128 3171 2066 2779 2561
Pb <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12
Se <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
V<0014 <0014 <0014 <0014 <0014 <0014 <0014 <0014 <0014 <0014 <0014 <0014 <0014 0224 <0014 <0014 <0014
Zn 144780 17,0272 234997 28,1837 23,8756 17,6940 18,6908 154818 14,6764 144689 194380 16,5432 21,8347 214267 13,1355 18,1401 16,2833

151



Anexo E

Tabela 07 — Concentracdo de metais em Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia
brasiliana machos coletados em Suape na campanha de 2002 (massa Umida)

3M

6M

Elemento oM 13M 20M 25M 33M 39M 48M 63M 70M  77M  84M  99M
s1 s1 s1 s1 s1 s1 s1 s1 s1 st s1 s1 st s1
As 7,4 46 4,0 5,1 5,2 74 102 7,0 7,0 9,0 5,1 8,0 3,6 12,9
Ba 1,71 197 127 225 099 <012 143 1,63 28 312 211 296 238 465
Ca 20706 6652 1853 2126 1601 2200 2678 1395 2118 1214 6282 1259 4055 5102
Cd 03472 04301 0,3477 04585 0,6406 06833 0,7156 0,5547 0,6161 05749 0,3077 0,7783 0,2690 1,6415
Co 011157 <0,0093 0,1371 0,1224 0,1635 0,3775 0,1416 0,1485 0,1376 0,0546 0,0607 0,1816 <0,0093 0,1301
Cr <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <0,75
Cu  <0,0037 < 0,0037 < 0,0037 < 0,0037 < 0,0037 < 0,0037 6,8501 < 0,0037 10,0838 < 0,0037 < 0,0037 < 0,0037 < 0,0037 < 0,0037
Fe 26 26 28 27 33 48 28 35 30 27 8 61 13 61
Mg 1121 1071 1111 826 806 1216 1383 972 1144 1274 868 1161 986 2187
Mn 139 331 68 100 054 1,70 106 082 136 127 050 5455 237 1425
Mo <0114 <014 <014 <014 <014 <014 <014 <014 <014 <0114 <014 <014 <014 <0114
Ni <045 <045 <045 <045 <045 068 <045 <045 <045 <045 <045 <045 055 <045
P 2478 2663 2885 2349 2917 2767 4011 2836 3365 2894 2957 2178 2128 4297
Pb <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12
Se <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
V <0014 <0014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 0,033 <0,014 <0,014
Zn  7,0531 6,8211 10,3046 7,6456 6,3976 11,3581 16,5167 12,2496 9,3631 12,2984 4,7198 7,2949 1,5303 15,3665
Tabela 08 — Concentracdo de metais em Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia
brasiliana fémeas coletadas em Suape na campanha de 2002 (massa umida)
Elemento 1F  12F 19F 23F  28F  34F  40F  44F 51F 57F 61F 65F 80F 83F 88F  94F
s1 s1 s1 s1 s1 s1 S1 s1 s1 s1 s1 s1 s1 s1 s1 s1
As 44 66 39 36 47 5,3 3,5 6,6 9,0 4,1 40 51 45 48 68 36
Ba 112 1,96 182 147 210 114 024 324 180 060 208 313 206 156 282 0,82
Ca 1740 5119 6184 908 1440 3206 1045 6716 4504 4580 1064 1067 1664 3635 1734 4195
Cd  0,3511 0,5453 0,2831 0,3507 0,4008 0,5735 0,2936 0,8936 1,4133 0,3187 0,3010 0,5187 0,4252 0,3584 0,5410 0,4473
Co  0,1401 0,1744 0,0281 0,0326 0,2159 0,0749 0,0315 0,776 0,1444 0,0780 0,0436 0,1132 0’0393 0’0393 0,1315 0,1595
Cr <075 <075 <075 <0,75 <0,75 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <0,75 <075 <0,75
Cu 0,0337 0,0337 0,0337 0,0337 1,5176 0,0337 0,2363 0,0337 <0,0037 <0,0037 0,0337 0,0337 0,0337 0,0337 2,5229 <0,0037
Fe 32 22 44 15 40 41 30 38 42 28 17 28 20 28 49 30
Mg 919 1166 1150 742 1430 1204 999 1529 1285 991 812 1000 1083 936 1421 949
Mn 4103 137 4546 121 853 4566 3530 696 125 1816 670 033 3,99 217 393 2271
Mo <014 <014 <0114 <0,14 <014 <014 <014 <014 <014 <014 <014 <014 <0114 <014 <0114 <0,14
Ni <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045
P 1812 2433 2294 1801 2658 2539 1943 3136 3224 2060 1940 3514 2660 2341 3228 2113
Pb <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12
Se <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
V  <0,014 <0,014 0’;14 0‘514 <0,014 <0,014 <0,014 <0014 0,045 <0,014 0‘;14 <0,014 0’;14 <0,014 0,514 <0,014
Zn 10,2133 15,1749 5,2470 2,8703 14,5411 10,7940 17,6127 11,5524 11,0894 9,8977 4,9779 7,3035 4,6578 4,3108 8,5824 17,4068
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Tabela 09 — Concentragao de metais em Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia brasiliana machos coletados em Coqueiro
Grande na campanha de 2004 (massa umida)

Elemento 2 CG2 3M CG2 SM CG2 M C62 Ggp  cep caz ez oGz ce2 cee  cG2  cez  cez  cez  caz  Co2
As 8,8 2,8 3,4 3,0 4,0 57 4,2 3,7 8,5 3,8 3,9 3,6 3,0 55 7,5 4,4 4,3
Ba 13,80 8,40 21,52 BI55) 10,17 5,14 14,28 5,93 16,03 8,88 8,52 8,38 9,40 11,99 14,80 12,06 10,43
Ca 4269 43057 2541 1014 1227 1941 1818 2066 24577 1264 1604 682 1106 1863 1866 1474 1287
Cd 0,7836 0,2752 0,2946 0,2219 0,3026 0,2521 0,4655 0,3429 0,5791 10,1455 10,6316 0,1718 0,2182 1,1385 0,6183 0,1948 0,2966
Co 0,7516 0,3031 0,1563 0,2416 0,2368 0,4703 0,5573 0,2709 0,7639 0,2773 0,4489 10,1198 0,1966 0,5591 0,3929 0,1318 0,3976
Cr <0,75 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <0,75 <0,75 <0,75 <075 <075 <0,75
Cu 45450 1,3919 1,5179 1,6085 2,1191 1,3132 2,5877 1,7542 46643 1,4131 1,8791 1,6073 1,3966 1,4216 3,1312 2,3541 1,9015
Fe 423 356 147 81 82 119 158 659 182 62 107 57 66 218 170 60 75
Mg 3498 1128 1815 1349 1214 1296 1834 1293 2604 1743 2786 1238 1630 1560 1798 1609 1384
Mn 51,83 40,81 18,02 6,65 5,09 125,12 2,05 1,84 3,42 8,76 16,60 5,41 3,16 88,59 50,67 2,29 2,96
Mo 0,56 <0,14 <0,14 0,27 <0,14 0,38 0,24 0,21 0,40 0,41 0,29 0,21 <0,14 0,94 0,42 <0,14 0,50
Ni 0,45 0,63 <045 <045 <045 0,83 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045
P 6135 1462 2613 2772 3392 2076 2983 2448 8081 2461 3053 1971 2762 1691 3464 3309 3293
Pb <1,2 <1,2 <12 <12 <12 <12 <12 <1,2 <1,2 <12 <12 <12 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2 <1,2
Se <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
\% 0,277 0,194 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 0,203 <0,014 <0,014 <0,014
Zn <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017
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Tabela 10 — Concentracdo de metais em Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia
brasiliana fémeas coletadas em Coqueiro Grande na campanha de 2004 (massa Umida)

Elemento 1F 8F 15F 19F 21F 28F 30F 33F 39F 40F 42F 47F 48F
CG2 CG2 CG2 CG2 CG2 CG2 CG2 CG2 CG2 CG2 CG2 CG2 CG2
As 5,2 3,2 2,6 3,2 2,3 3,1 2,2 29 5,8 1,7 1,7 4,2 2,0
Ba 1,69 2,03 1,07 0,65 0,43 4,04 2,41 2,52 1,19 0,78 1,91 <0,12 0,23
Ca 11480 1449 3716 1433 1015 2318 1948 809 867 1202 2676 1137 2525
Cd 0,3182 0,2208 0,5483 0,2909 0,3031 0,2440 0,2732 0,3651 0,3526 0,0811 0,0078 0,3003 0,3651
Co 0,4734 0,3830 0,2360 0,2204 0,3462 0,4817 0,1405 0,4907 0,4665 0,0506 0,0847 0,3700 0,2029
Cr <0,75 <075 <075 <075 <075 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <075 <0,75 0,94 1,29
Cu 2,0972 2,3584 1,7944 1,6557 1,8441 2,0695 12,2485 6,6726 1,8074 12,3784 1,6946 1,3575 1,4515
Fe 152 96 133 104 82 97 126 98 97 51 55 120 55
Mg 1540 1536 1295 1289 1714 1749 1428 1386 1203 1107 1137 1516 1489
Mn 55,06 2,32 4477 27,90 26,92 6,38 88,65 93,09 148,00 4,57 2,01 16,16 15,47
Mo 0,30 0,36 0,22 0,18 0,25 0,45 0,16 0,27 0,18 0,19 <0,14 0,32 0,36
Ni <0,45 0,54 <045 <045 <045 0,47 <0,45 0,64 <045 <045 <045 <045 <045
P 2458 2487 1756 1671 2264 2323 1637 2291 1882 1914 1705 1626 1554
Pb <1,2 <1,2 <12 <1,2 <1,2 <12 <1,2 <12 <1,2 <12 <12 <1,2 <12
Se <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
Y <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014

<0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017
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Tabela 11 — Concentragao de metais em Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia brasiliana machos coletados na Fabrica de
Asfalto na campanha de 2004 (massa umida)

Elemento ' 2M F24m F2om r2 D0 S ASH BN oamEz o7m k2 3 aom F2 3am F2 3sm F23tm 2 3B a2
As 4,1 3,7 6.9 5,7 58 53 47 4.1 43 2,8 38 50 36 5,0 3,7 4,0 47
Ba <012 <012 <012 <012 <012 <012 <012 <012 067 <012 <012 <012 477 297 <012 274 <012
Ca 885 2304 5264 2283 1657 8186 1949 1319 1583 2346 2798 1752 2003 1519 1715 868 998
Cd 09801 03074 08117 04549 05270 04960 03979 05362 0,1887 03743 03848 02220 00549 06098 03261 03280 0,0341
Co 02339 04495 03929 04575 05783 04563 06663 04712 01862 0,994 0,2395 <0,0093 <0,0093 03140 02092 0,2987 < 0,0093
Cr <0,75 <0,75 <0,75 2,59 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 0,84 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75
Cu 19127 20317 39483 43653 2,5681 3,2553 3,5279 17195 24947 19621 36885 39795 24974 24195 21575 24890  4,3448
Fe 111 63 85 69 76 90 62 132 39 44 31 35 29 36 30 45 36
Mg 1518 1244 1899 1501 1241 1600 1684 1256 1649 1286 1159 1694 1474 1598 1507 1298 1486
Mn 2175 2353 315 147 159 590 101 255 640 3597 065 1392 527 08 062 789 328
Mo 022 023 033 025 033 017 016 020 <014 019 023 <014 <014 016 <014 <014 <014
Ni 051 <045 107 066 076 122 095 080 063 053 <045 <045 <045 061 <045 068 052
P 3167 2744 4110 3410 3729 3577 2710 2278 3319 1908 3689 4799 3197 2587 3024 2575 3319
Pb <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12
Se <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
V<0014 0035 0027 0048 0021 <0014 <0014 0038 <0014 0033 <0014 <0014 <0014 <0014 <0014 <0014 <0,014
Zn  <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017

155



Anexo E

Tabela 12 — Concentragao de metais em Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia
brasiliana fémeas coletadas na Fabrica de Asfalto na campanha de 2004 (massa Umida)

o & T % ©r T m @ I om & o nar n
As 3,4 2,4 3,0 29 21 2,8 2,6 2,0 4,2 3,4 2,2 29 3,7
Ba 1,03 2,08 1,75 1,09 2,00 2,14 1,67 1,16 1,19 0,71 0,21 0,72 2,73
Ca 2532 1763 4201 1786 785 2964 2534 5011 2802 2359 2177 2928 928
Cd 0,4053 10,3914 0,5078 0,2140 0,1091 0,5158 0,2840 0,4408 0,6913 0,3452 0,2319 0,1479 0,4514
Co 0,3322 0,3040 0,3398 0,6537 0,1101 0,2020 0,1717 0,3405 0,7895 0,2403 0,1807 0,1558 0,4314
Cr <0,75 <075 <075 <0,75 <075 <0,75 <075 <075 <075 <075 <075 <0,75 <0,75
Cu 2,7642 2,7539 3,7726 2,5201 12,5660 2,5160 1,7427 2,0024 4,1590 2,1664 1,7991 24179 4,2771
Fe 98] 74 102 43 36 61 80 87 90 55 47 54 80
Mg 1450 1539 1612 1499 1527 1768 1565 1506 2077 1574 1447 1681 1886
Mn 124,49 22,78 129,10 1,53 5,14 24,52 64,70 47,07 83,45 55,68 28,98 14,28 3,18
Mo 0,35 0,40 0,24 0,26 <0,14 0,44 0,23 3,57 0,40 0,38 0,20 0,20 <0,14
Ni 0,50 0,53 0,50 0,86 <045 <045 <045 0,56 0,74 0,54 <045 <045 0,48
P 3049 2236 2816 2194 1812 2493 2635 2413 3401 2678 1941 2347 2772
Pb <12 <1,2 <1,2 <1,2 <12 <12 <1,2 <12 <1,2 <1,2 <12 <12 <1,2
Se <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
Vv 0,036 0,033 0,035 0,028 <0,014 0,028 <0,014 <0,014 0,051 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014
Zn <0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017 <0,0017

Tabela 13 — Concentragdao de metais em Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia
brasiliana machos coletados em Caipe na campanha de 2004 (massa umida)

Elemento 1M C23M C2 L3 8M C2 'O 12M C2 oy 27IM C2 35MC2 ‘o  42MC2
As 49 3,6 50 46 47 6,0 3,2 5,9 53 7.5 42
Ba 033 <012 300 <012 115 071 146 08 077 335 053
Ca 2210 830 2113 1828 1649 3511 1044 1875 1895 10912 1456
Cd 03487 02070 00498 02876 0,821 04133 0,2280 02254 02219 <0,0071 0,3706
Co 02611 00220 <0,0093 00739 00472 01115 0,030 01447 0,1607 <0,0093 0,1069
Cr <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <075 <075 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75
Cu 32182 19677 1,6521 25853 22748 21056 2,2021 23359 1,8753 2,8895 1,8410
Fe 46 17 28 157 16 32 27 25 33 21 4
Mg 1441 1230 1333 1732 1516 1608 1065 1989 1419 2146 1141
Mn 1679 094 148 204 125 761 080 144 162 1442 1,64
Mo 015 <014 <014 <014 <014 <014 015 <014 017 <014 <0,14
Ni <045 <045 066 049 068 <045 <045 <045 <045 185 <045
P 5161 4182 2431 5494 4724 2757 4892 5636 6278 3333 3795
Pb <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12
Se <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
v 0,016 <0014 <0014 <0014 <0014 <0014 <0014 <0014 <0014 <0014 <0,014
Zn  <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017 <0,0017
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Tabela 14 — Concentragao de metais em Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia brasiliana fémeas coletadas em Caipe na

campanha de 2004 (massa umida)

Elemento 2 & oo g & Y ZF 22F c223F C224F C225F C2 30F C2 32F C2 33F C2 36F C2 39F C2 40F C2 44F C2
As 38 36 39 49 29 31 36 30 29 31 3,1 30 24 31 30 46 34 29 26
Ba 455 045 718 183 7,66 622 217 314 <012 117 229 160 164 036 506 233 114 170 246
Ca 896 17643 2003 1650 1049 3388 1724 34356 792 1404 1685 2070 1346 1622 1888 3399 1983 2936 867
Cd 00834 06375 01615 03517 00923 <0,0071 01641 0,1347 02099 07174 0,1768 0,8630 0,2938 0,2237 <0,0071 0,0954 02200 0,1427 0,1383
Co <0,0093 03845 0,0189 <0,0093 <0,0093 <0,0093 <0,0093 0,0451 0,1363 0,1883 0,0895 0,3443 0,1722 0,2128 <0,0093 0,0326 0,0674 0,0815 0,1589
Cr <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 038 <075 <075 <075 <075 <075
Cu 23420 44958 35008 25793 20369 14838 23401 16684 23505 21137 21930 2,9979 1,8693 2,8331 14626 3,2641 1,8280 2,8045 2,9005
Fe 21 30 36 33 25 18 26 37 26 35 29 56 17 33 25 39 24 2 27
Mg 1392 1258 1378 1741 1353 1131 1569 1284 1340 1655 1354 1999 1310 1247 1350 1543 1391 1460 1030
Mn 146 295 1055 433 357 046 877 290 1068 2,65 835 364 187 477 290 58 1063 850 6,58
Mo <014 <014 <014 <014 <014 <014 <014 <014 055 030 <014 <014 <014 <014 <014 <014 <014 <014 <014
Ni <045 055 <045 047 <045 <045 062 053 <045 <045 <045 047 <045 <045 050 054 055 049 <045
P 1981 2701 2684 3489 2350 2262 2504 2253 2850 2045 2893 2715 1924 2852 2135 3499 2912 2362 2473
Pb <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12
Se <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
V<0014 0022 <0014 <0014 <0014 <0014 <0014 <0014 <0014 0070 <0014 0100 <0014 0017 <0014 <0014 <0014 <0014 <0,014
Zn  <0,0017 <0,0017 <0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017 < 0,0017
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Tabela 15 — Concentragdo de metais em Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia
brasiliana machos coletados em Suape na campanha de 2004 (massa Uumida)

™

As 48 7.5 2,4 6,1 56 4,0 4,2 5,4 59 8,0 10,8 97 6,3 6.6 12,4
Ba 149 477 245 <012 213 285 151 204 161 565 409 641 249 28 326
Ca 580 1315 3267 5242 7257 608 835 2615 1805 2958 2018 2027 2189 2148 1769
Cd 02775 0,2444 0,8074 0,9831 0,5082 0,2530 0,2574 0,2936 0,5722 0,4688 0,4311 0,7736 0,2237 0,2448 0,3203
Co  0,0867 0,1583 0,0474 0,0890 0,0738 <0,0093 0,0612 0,0656 < 0,0093 0,0314 < 0,0093 0,1973 < 0,0093 < 0,0093 < 0,0093
Cr 997 160 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <075 <0,75
Cu 22510 3,1346 1,2801 2,4862 1,2590 1,5625 1,5153 2,2897 2,6150 2,3821 54568 4,6464 3,4869 1,8607 3,7396
Fe 60 85 56 85 52 25 31 31 65 56 69 72 44 28 89
Mg 1035 1628 1247 1400 1322 1003 1098 1117 1992 1842 1991 2518 1925 1530 2511
Mn 140 1,71 40,70 146 571 188 253 083 194 550 88 238 155 48 3,02
Mo 033 <014 <014 <014 <0,14 <014 <014 <0114 <014 <014 <014 025 <014 <014 <0,14
Ni <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 0,56 <045 <0,45
P 3640 5185 1620 4050 2431 2947 2899 4247 4903 4913 6205 7274 5158 3264 6623
Pb <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12
Se <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 23 <15 <15 <15
V  <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014
Zn 14,1261 21,9078 12,8119 18,4807 12,2240 9,6337 12,0165 14,7489 17,2565 22,3995 29,6177 28,4039 26,0344 14,6881 30,6959
Tabela 16 — Concentragdo de metais em Moluscos Bivalves da espécie Anomalocardia
brasiliana fémeas coletadas em Suape na campanha de 2004 (massa Uumida)
Elementol  2F 5F 9F 15F 18F 21F 24F 29F 32F 40F 43F  46F  4A9F 52F oo o)
S2 S2 S2 S2 s2 s2 s2  s2 S2 S2 S2 S2 S2 S2
As 33 35 33 28 26 36 45 37 58 7.5 57 56 5,4 4,7 5,0
Ba 269 398 185 427 <012 0,16 1,01 247 497 <012 950 1,84 315 343 <0,12
Ca 942 623 921 4138 1192 1014 1654 2401 2457 2768 18173 3972 2039 1467 907
Cd 0,4327 < 0,0071 0,3895 0,4531 0,2715 0,3961 0,2083 0,4304 0,9902 0,0816 0,2350 0,0576 0,5609 0,1070 0,2431
Co  0,0853 <0,0093 0,0409 0,0244 0,0564 0,0490 0,0814 0,0569 0,2748 < 0,0093 < 0,0093 < 0,0093 < 0,0093 < 0,0093 < 0,0093
Cr 438 <075 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75 <0,75
Cu 1,9690 3,4277 1,2347 1,8478 1,8819 1,5340 22447 2,2169 4,1375 4,2602 1,9111 13,8363 3,4934 1,7666 2,6069
Fe 52 18 27 60 39 33 34 70 100 43 40 35 64 29 40
Mg 1299 805 1138 1330 1360 1140 913 1100 2146 2265 1498 1657 2342 1397 1649
Mn 6,47 140 573 466 671 6237 091 3915 161,30 4,88 7,87 356 899 328 557
Mo 023 <014 <0,14 <0114 020 <0,14 <014 <014 036 <014 <014 <0114 <014 <014 <014
Ni <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045 <045
P 2252 1705 1716 1584 1950 1822 3546 1467 3545 4242 2177 2947 3826 2128 3294
Pb <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <1,2 <1,2 <12 <1,2 <1,2 <1,2
Se <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15 <15
Y <0,014 <0,014 <0,014 < 0,014 < 0,014 < 0,014 < 0,014 < 0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014 <0,014
Zn 6,0599 5,0060 4,1753 4,7832 5,5894 6,7459 5,4993 5,1015 12,9438 12,2826 6,1875 7,6678 11,1129 56256 9,3609
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14. ANEXO F

COMPARACAO DA ACUMULACAO
DE IONS METALICOS ENTRE
INDIVIDUOS MACHOS E FEMEAS
COLETADOS
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Tabela 01 — Teste de Wilcoxon — Mann — Whitney (p< 0,05000) para As

Soma dos Ranks Soma dos Ranks Z aiustado Numero valido Numero valido
Macho Fémea J P Macho Fémea
17407,00 11513,00 6,606103 0,000001 115 125

Resultado = Ha diferenga significativa entre os sexos quanto ao acumulo de ions metalicos (machos
acumula mais que fémeas)

Tabela 02 — Teste de Wilcoxon — Mann — Whitney (p< 0,05000) para Ba

Soma dos Ranks Soma dos Ranks 7 aiustado Numero valido  Numero valido
Macho Fémea J P Macho Fémea
14383,00 14537,00 0,978354 0,327900 115 125

Resultado = N&o ha diferenga significativa entre os sexos quanto ao acumulo de ions metalicos

Tabela 03 — Teste de Wilcoxon — Mann — Whitney (p< 0,05000) para Ca

Soma dos Ranks Soma dos Ranks 7 aiustado Numero valido  Numero valido
Macho Fémea ) P Macho Fémea
13853,00 15067,00 -0,008375 0,993318 115 125

Resultado = N&o ha diferenga significativa entre os sexos quanto ao acumulo de ions metalicos

Tabela 04 — Teste de Wilcoxon — Mann — Whitney (p< 0,05000) para Cd

Soma dos Ranks Soma dos Ranks 7 aiustado Numero valido  Numero valido
Macho Fémea J P Macho Fémea
14654,00 14266,00 1,482466 0,138217 115 125

Resultado = N&o ha diferenga significativa entre os sexos quanto ao acumulo de ions metalicos

Tabela 05 — Teste de Wilcoxon — Mann — Whitney (p< 0,05000) para Co

Soma dos Ranks Soma dos Ranks Z aiustado Numero valido  Numero valido
Macho Fémea J P Macho Fémea
14484,00 14436,00 1,167519 0,243002 115 125

Resultado = Nao ha diferenca significativa entre os sexos quanto ao acumulo de ions metalicos
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Tabela 06 — Teste de Wilcoxon — Mann — Whitney (p< 0,05000) para Cu

Soma dos Ranks Soma dos Ranks Z aiustado Numero valido Numero valido
Macho Fémea J P Macho Fémea
14080,00 14840,00 0,414161 0,678756 115 125

Resultado = Nao ha diferenca significativa entre os sexos quanto ao acumulo de ions metalicos

Tabela 07 — Teste de Wilcoxon — Mann — Whitney (p< 0,05000) para Fe

Soma dos Ranks Soma dos Ranks Z aiustado Numero valido Numero valido
Macho Fémea ) P Macho Fémea
14885,00 14035,00 1,912318 0,055836 115 125

Resultado = Nao ha diferencga significativa entre os sexos quanto ao acumulo de ions metalicos

Tabela 08 — Teste de Wilcoxon — Mann — Whitney (p< 0,05000) para Mg

Soma dos Ranks Soma dos Ranks 7 aiustado Numero valido  Numero valido
Macho Fémea J P Macho Fémea
14036,00 14884,00 0,332212 0,739729 115 125

Resultado = Nao ha diferencga significativa entre os sexos quanto ao acumulo de ions metalicos

Tabela 09 — Teste de Wilcoxon — Mann — Whitney (p< 0,05000) para Mn

Soma dos Ranks Soma dos Ranks 7 aiustado Numero valido Numero valido
Macho Fémea J P Macho Fémea
11346,00 17574,00 -4,67424 0,000003 115 125

Resultado = Ha diferencga significativa entre os sexos quanto ao acumulo de ions metélicos (fémeas
acumula mais que machos)

Tabela 10 — Teste de Wilcoxon — Mann — Whitney (p< 0,05000) para Mo

Soma dos Ranks Soma dos Ranks Z aiustado Numero valido  Numero valido
Macho Fémea J P Macho Fémea
11346,00 17574,00 -4,67424 0,000003 115 125

Resultado = Ha diferencga significativa entre os sexos quanto ao acumulo de ions metalicos (fémeas
acumula mais que machos)
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Anexo F

Tabela 11 — Teste de Wilcoxon — Mann — Whitney (p< 0,05000) para Ni

Soma dos Ranks Soma dos Ranks Z aiustado Numero valido Numero valido
Macho Fémea J P Macho Fémea
13659,00 15261,00 -0,488876 0,624930 115 125

Resultado = Nao ha diferenca significativa entre os sexos quanto ao acumulo de ions metalicos

Tabela 12 — Teste de Wilcoxon — Mann — Whitney (p< 0,05000) para P

Soma dos Ranks Soma dos Ranks Z aiustado Numero valido Numero valido
Macho Fémea ) P Macho Fémea
17514,00 11406,00 6,805245 0,000001 115 125

Resultado = Ha diferenga significativa entre os sexos quanto ao acumulo de ions metalicos (machos
acumula mais que fémeas)

Tabela 13 — Teste de Wilcoxon — Mann — Whitney (p< 0,05000) para Zn

Soma dos Ranks Soma dos Ranks 7 aiustado Numero valido  Numero valido
Macho Fémea ) P Macho Fémea
157474,00 13446,00 3,052321 0,002271 115 125

Resultado = Ha diferencga significativa entre os sexos quanto ao acumulo de ions metalicos (machos
acumula mais que fémeas)
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