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5.1.
Reagentes

Foram usados padrfes analiticos para garantir bdgde das analises,
solventes, com finalidades de extrair os analitssrdatrizes bioldgicas e diluir os
padrbes analiticos, e produtos quimicos inorgancars funcdes de reagentes,
anti-emulsionantes e adsorventes. Para cada cagoriein-se produtos com
qualidades apropriadas, e, cada um recebeu, quaeckssario, o tratamento

adequado ao respectivo proposito.

5.1.1.

Solventes

Todos os solventes foram previamente analisadosrematdgrafo com
detector de captura de elétrons para teste deguferam usados 0s seguintes
solventes:

n-hexan®5% para analise de residuos organicos, J.T.BaR62-03) ou

95 % grau pesticida Tédia (HG-2820)

Acetonapara analise de residuos organicos, J.T.Baked{03h

Isooctanq(2,2,4-trimetilpentano) grau pesticida Tedia (TH-2).

Alcool etilico (etanol absoluto) Reagem (10033).

5.1.2.

Produtos quimicos e adsorventes

Além de uma inspecéao visual nenhuma analise quipnéaa especifica foi
realizada para os reagentes inorganicos e adsesvetilizados, porém, o teste em
branco, realizado para o controle de qualidaddtamaldemonstrou a auséncia de


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510430/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0510430/CA

5 Experimental 57

contaminantes interferentes nas andlises. Foramiosisas seguintes reagentes
inorganicos:

Hidréxido de potassio- KOH p.a. Reagem (10108).

Cloretodesodio— NaCl p.a. ACS Merck (106404).

Alumina neutra— Al,O3, Aluminium Oxide 90 active, neutral (activity Bif

column chromatography, tamanho de particula 0,086280 mm (70 — 230 mesh
ASTM) Merck (1.01077.1000).
Acido sulfurico— H,;SO; p.a. Merck (112080).

5.1.3.
Padrbes

O uso de padrbes de qualidade confere aos ressiltataliticos elevada
confiabilidade metrologica, rastreabilidade e, @palmente, atendimento as

normas de qualidade. Utilizaram-se os seguintesdpadie referéncia:

Padréode referénciacertificado Mistura de PBDEsS, nove componentes,
(Bromodiphenyl Ethers Lake Michigan Study), Accuftiard, BDE-LMS,
contendo 10 pg/mL de cada um dos seguintes PBDB¥Ssldidos em isooctano,

utilizada no preparo de solu¢gbes padrédo para emd&trdas curvas analiticas e
determinacdo dos tempos de retencdo nas deterragagé PBDEsS por
cromatografia com fase gasosa, bem como para o@dao dos modelos de

fragmentacdo na andlise por espectrometria de smassa

Solucdo do padrdo individual de PCB-209 (2,2'3,3'4,4'5,5,6,6’
decaclorobifenila), AccuStandard: C-209S, conteBflgug/mL em isooctano. Foi

usada para o controle da qualidade das recuperdgdestracdes.

Solucéo do padrédo individual de PCB-53 (2,2'5,6'- tertaclorobifenila),

AccuStandard: C-053S, contendo 35 pg/mL em isooct&oi utilizada como

padréo interno das analises cromatograficas de BBDE

Padréode referénciacertificado Mistura de PCBs, 24 componentes, (PCB
Congener Mix for West Coast Fish Studies), Accu@ath, C-WCFS, contendo
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25 pg/mL de cada um dos seguintes PCBs dissole@dosooctano utilizada nas
determinacOes de PCBs para o preparo de solucdedopgara construgédo das
curvas analiticas, na determinacdo dos tempos t@@cé® nas andlises por
cromatografia com fase gasosa, e para confirmagdonddelos de fragmentacéo

na analise por espectrometria de massas.

Padrédo de referéncia certificado Mistura de PCBs, 28 componentes,
(WHO/NIST/NOAA Congener List), AccuStandard, C-WNd&gntendo 10ug/mL

de cada um dos seguintes PCBs dissolvidos em @&umctambém utilizada nas

determinacOes de PCBs, no preparo de solugcbesopaoaéa construcdo das
curvas analiticas, na determinacdo dos tempos t@@cé® nas andlises por
cromatografia com fase gasosa, e para confirmag&onddelos de fragmentacéo

na analise por espectrometria de massas:

A composicdo de cada solugdo dos Padrdoes de regeréartificados,

utilizados neste trabalho esta apresentada no drésxo

Material de ReferénciaCertificado (Standad Reference Material) — SRM
2977, National Institute of Standards and TecnolddyST) — Tecido de

Mexilhdes. O padrdo SRM 2977 foi desenvolvido mautilizado na avaliacao

de metodologias para determinacdo de hidrocarbermbciclicos aromaticos
(HPASs), bifenilas policloradas (PCBs), pesticidderados, éteres difenilicos
polibromados (PBDESs), metilmercurio e constituintesrganicos em tecidos de
moluscos bivalves e outras matrizes semelhantese(VZD08). Neste trabalho o
SRM 2977 foi empregado com a finalidade de avalianetodologia analitica
desenvolvida para as determinacdes dos PBDEs e. RC8srtificado de Anélise
deste Material traz os valores de concentracOes P&BDEs e 19 PCBs (Wise,
2008) apresentados nas tabelas 8 e 9. A utilizagaoateriais de referéncia como
forma de validacdo de medi¢cdes em quimica analifazante a qualidade e a
rastreabilidade dos resultados analiticos, e permitsua comparagcdo com oS

dados obtidos por outros laboratérios.
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5.2.
Equipamentos

Liofilizador Edward Micro Modulyo CE96 F10503000

A liofilizacdo € um processo de desidratacdo radtizem temperatura baixa
e sob presséo reduzida que estende o periodo dercagao das amostras. Outros
processos de desidratacdo envolvem a adicdo denteago que aumenta o risco

de contaminag&o.

Homogeneizador Ultra Turr8x T18 Basic, com dispersor S18N-19G,
fabricado pela IK&

De Boer (2001) demonstrou que as varias alterrmatpara extracdo de
PBDEs em matrizes biologicas fornecem resultadosebantes. Escolheu-se
fazer uso do homogeneizador Ultra Tuftgara a extracao, pois, a trituracéo das
fibras dos tecidos biol6gicos aumenta muito a &ficia do processo e torna,
portanto, o tempo de extracdo muito menor. Essecedrmmento extrai
simultaneamente PBDEs e PCBs que possuem simdasdale estruturas
quimicas, portanto se comportam de modo semelhfxatde aos diversos

solventes e técnicas de extragao.

Centrifuga Fanen Excelsa

A agitacdo vigorosa com 0 &cido sulftrico na ultietapa de limpeza do
extrato organico produz uma emulsdo que demoraacdec 48 horas para
separacao das fases. A centrifugacdo reduz o tdmgeparacao das fases para 2

horas.

Cromatografo a gas Perkin Elmer AutoSystem comctiatele captura de
elétrons (GC-ECD) e coluna capilar de fase estacian 5% fenil, 95% metil
siloxano (DB-5) da J&W Scientific (91 Blue Ravine Rolsom, CA 95630-4720,
United States) com 50 metros de comprimento, 0,8bde diametro interno e

0,25um de espessura de filme.
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Cromatégrafo a gas ligado ao espectrometro de mma$&L-MS)
6890/5973N e com injetor automatico 7683 da AgilBathnologies, com coluna
capilar de fase estacionaria 5% fenil 95% metibxgiho (HP-5MS) da J&W
Scientific, 30 metros de comprimento, 0,25 mm daditro interno e 0,2pbm de

espessura de filme.

5.3.
Materiais

Foram usados vidraria e materiais metéalicos classitos laboratorios de
quimica que receberam o tratamento recomendado Agdacia de Protecao

Ambiental Americana (EPA, 2003) conforme descriszguir.

Todo o material que teve contato direto com as tlamsepois de lavados
com detergente (Extr&n5%/24h.) foi descontaminado em mufla a 450°C por
24h. A vidraria teve ainda a superficie desativaolaagua ultrapura (MILLI &)

e secada em estufa (75 — 85°C).

O material metalico e a vidraria volumétrica afarfdram descontaminados
por etanol (grau comercial), lavados com detergeftrart 5%/24h.),

enxaguados com agua ultrapura (MILLTY@ secados em estufa (75 — 85°C).

5.4.
Coleta, amostragem, tratamento e preservacdo das am  ostras

Os procedimentos de coleta, amostragem, tratamemniceservacdo das

amostras estédo de acordo com as recomendacoe<UERO/SIDA, 1983).

Com o objetivo de acompanhar a variacdo saziorsmlcdacentracdes dos
analitos foram realizadas trés campanhas de ctdetim, para os mexilhdes como
para 0s peixes: duas em estacOes secas (inverng)aena estacdo chuvosa

(verao).
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5.4.1.

Mexilhdes

Os mexilhdes foram coletados em 30 de agosto dé @il da estacao
seca), 27 de fevereiro de 2007 (final da estac@wada) e 15 de agosto de 2007
(final da estacéo seca).

As amostras de mexilhdes foram coletadas em cinstac@&@s de
amostragem. Estas estacdes estdo situadas em iadiaadas por trabalhos
anteriores (AZEVEDO et al., 2004 ; AZEVEDO, 1998RIBO, 1998; LIMA,
2001; LOUREIRO, 2002), onde o indice de contamiagudr hidrocarbonetos,
pesticidas organoclorados, metais e ftalatos (AZBWE 1998; BRITO, 1998;
LIMA, 2001; LOUREIRO, 2002) é elevado e onde as goidades de
marisqueiros da Baia de Guanabara fazem coletasedéhdes para consumo e
revenda. A figura 19 mostra as localizacbes exdsas estacfes de coleta de

mexilhBes no mapa da Baia de Guanabara.

A estacdo 1 se localiza no cultivo da Cooperatindependente dos
Catadores de Mexilhdes de Jurujuba. Neste locaheoslhdes juvenis (sementes)
sdo enfardados em espinhéis até atingirem tamaaheercial, sendo, entéo,

retirados e vendidos ao publico ou consumidos paailacdo de marisqueiros.

A estacdo 2 esta localizada na entrada do canalcedeso a Marina da
Gléria.

A estacao 3 e a estagdo 4 estao localizadas r@ospdentrais da Ponte Rio-
Niteroi (Ponte Presidente Costa e Silva). A estaaeencontra-se, mais
especificamente no pilar anterior ao pilar cergralestacédo 4 encontra-se no pilar
seguinte ao pilar central (considerando o sentideN®eroi). No entorno desses
pilares da-se intenso trafego de embarcactes s v@aturezas e tamanhos. Na
primeira campanha de coleta ndo foram encontradesillibes nestas duas

estacoes de coleta.

A estacéo 5 fica localizada na ilha de Boa Viageafrente voltada para a
entrada da baia.
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Legenda:

2500 00 2500 5000 i
@s Estacdes de coleta de mexilhdes (meszes) T

Figura 19 — Mapa da Baia de Guanabara com as estdedcoletas de mexilhdes

numeradas

As amostras de mexilhdes foram coletadas manuadmnen auxilio de um
estilete de aco inoxidavel. Em seguida, na propndarcacao, foram retirados
toda a flora, a fauna e os materiais solidos ressdgue acompanham a concha do
molusco. Feito isto, os mexilhdes foram lavados eocagua do préprio ponto de

coleta.

Os espécimes foram separados por classes de tansamdo trazidos para
o laboratério apenas os individuos de maiores denfimetros de comprimento
total. Apos esta triagem, os mexilhdes foram aayodados em embalagens de
aluminio previamente descontaminadas, e mantickisa@os em gelo até a sua

chegada ao laboratdrio.

Para favorecer a homogeneidade das amostras othdesxcoletados em

cada estacdo foram medidos e aqueles com tamamim@s e 8 cm foram
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abertos, e seus musculos separados em grupos delit@luos. Cada grupo

formou, entdo, uma amostra.

A seguir as amostras foram congeladas (-18° Gjfi@zadas por 48 horas.
Uma vez secadas, elas foram entédo trituradas e demizadas em um gral de
porcelana ou em um liquidificador de vidro com ¢elide aco inoxidavel,
acondicionadas em frasco de vidro com tampa matdiotegidas por papel
aluminio descontaminado (450° C / 24 horas) e etnégeladas a - 18 °C até a
extracdo dos PBDEs e dos PCBs.

5.4.2.

Peixes

Os peixes foram coletados em 01 de setembro de @@ da estacao
seca), 06 de marco de 2007 (final da estagdo chpyeo28 de setembro de 2007
(final da estacéo seca).

Os peixes (corvinas e tainhas) foram adquiridos Gwoperativa de
Pescadores de Gradin, Sdo Gongalo. Depois de alirguicada individuo foi
embalado em papel de aluminio previamente descordm e mantido resfriado

em gelo até a sua chegada ao laboratorio.

No laboratério eles foram pesados e medidos paasegwudesse estimar a
homogeneidade dos grupos de cada espécie e vedfieaisténcia de alguma
correlacdo entre esses dados biométricos e ossteoe analitos pesquisados.
Depois de medidos, os individuos tiveram parte eles snasculos e os figados
(somente figados das tainhas) retirados e congelddB°C) para serem
liofilizados, individualmente, por 48 horas.

Depois de liofilizadas, as amostras foram entdioréiilas e homogeneizadas
em um gral de porcelana ou em um liquidificadorvatro com hélice de aco
inoxidavel, acondicionadas em frascos de vidro tampa metalica e protegida
por papel aluminio descontaminado e entdo congeladal8 °C até a extracéo
dos PBDEs e dos PCBs.
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Na primeira campanha foram adquiridas 15 corvina$¥4etainhas, na
segunda 15 corvinas e seis tainhas e na tercata ridividuos de cada espécie.

De todas as campanhas de Amostragens foram amalisadsculos de
cinco corvinas e musculos de cinco tainhas comctaniaticas biométricas
semelhantes entre si. As semelhancas foram atespedla teste Kruskal-Wallis
(ANOVA, p > 0,05) (KRUSKAL, 1952).

As tabelas 4 e 5, no capitulo de resultados, ami@®e os dados de
biometria das espécies de peixes coletadas nonpeesstudo e a indicacdo dos

individuos escolhidos para serem analisados.

5.5.
Metodologia analitica

Foram identificados e quantificados os seguinteSEB

BDE-28, BDE-47, BDE-66, BDE-85, BDE-99, BDE-100, BE138,
BDE-153 e BDE-154.

€ 0S SeguintesCBs:

PCB-8, PCB-18, PCB-28, PCB-31, PCB-33, PCB-52, PGBPCB-44,
PCB-74, PCB-70, PCB-66, PCB-95, PCB-56, PCB-60, 0B, PCB-99,
PCB-97, PCB-81, PCB-87, PCB-77, PCB-110, PCB-18BR23,
PCB-149, PCB-118, PCB-114, PCB-153, PCB-132, PCR-PCB-141,
PCB-138, PCB-158, PCB-126, PCB-187, PCB-183, PC8®-PZB-167,
PCB-174, PCB-177, PCB-156, PCB-157, PCB-180, PCB-P&B-170,
PCB-199, PCB-203, PCB-189, PCB-195, PCB-194, PC&-20

Sao diversos os métodos encontrados na literatana geterminacdo de
PBDEs e PCBs. Escolheu-se desenvolver e adaptarmet@dologia baseada,
principalmente, nos trabalhos de Allchin (ALLCHIN&., 1999) e Zhu (ZHU et

al., 2003), sabendo-se que ja foi comprovado queéiarsas alternativas de
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extracdo e limpeza fornecem resultados similaré&sBDER et al., 2001; ZHU et

al., 2003).

O método assim otimizado (adaptado) € passivel ederesalizado no

Laboratério Especializado em Meio Ambiente — LEMA BUC-RIo.

Consiste

em extrair simultaneamente PBDEs e PCBs em matiipésgicas, e compreende

basicamente 4 etapas: saponificacdo, extracdoetiape analise cromatografica.

O fluxograma da figura 20 fornece uma visao geogbmtocolo seguido

Pesagem da amostra

Adicao do padrao para
controle da recuperaca >
(PCB 209

A

Saponificacdo com potassa alcodlica em Ultra TGrr

ax

A
Extracdo com hexano/acetona em Ultra Tutrax

\ 4
Limpeza:

1 - coluna de alumina;

2 — tratamento com ,SCy

Adicéo do padrao intern
para cromatografia co
fase gasosa (PCB 53)

O

centrifugacao

)

Cromatografia com
fase gasosa (GC-MS)

Tratamento estatistico
dos dadc

Figura 20 — Fluxograma representativo das etapas da metodologia utilizada
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5.5.1.

Saponificacéo

A saponificacdo transforma os lipidios presentesmadriz biologica em
substancias mais hidrofilicas que ficam retidataea aquosa no final da extracao
(VANDERVALK et al., 1988; XIONG et al., 2000).

E freqiiente a pratica da saponificagio como ptérrento de amostras nas
determinacdes de PBDEs e PCBs (BOHM et al.,, 198HB@ER et al., 1992,
XIONG et al., 2000; NUMATA et al., 2005; NAVARRO et., 2006; FAJAR et
al., 2008) independentemente da metodologia uflifizpara extracdo e de
limpezas posteriores que se facam necessariappdhifiaacdo prévia aumenta a
eficiéncia da extracdo e diminui o teor de intenfées nos cromatogramas,
melhorando a separacdo e a deteccdo dos analit@MRART et al., 2001,
FUJITA et al., 2009). Vandervalk e Xiong (VANDERVAKLet al., 1988; XIONG
et al., 2000) observaram a eliminacdo de pesticidmganoclorados,

eventualmente presentes, também por meio da sa@gai.

Foi pesado cerca de 1,00g de cada amostra e anasta adicionou-se
3,0uL de solucédo 3,5ngL (10,5ng) de 2,2',3,3',4,4',5,5",6,6’ decaclorofdmnila
(PCB — 209) para avaliacdo das perdas inerentgracgdimentos de extracao.
Acrescentou-se 20 mL de solugdo 1mol/L de KOH emmadte ligou-se o Ultra
TurraX’ em 14000 rpm por 60s, deixando-se repousar pomiB@tos, tempo
suficiente para promover a saponificagdo das gasdyresentes nos tecidos

bioldgicos.

5.5.2.
Extracéo

O solvente empregado na extracdo foi hexano/acetdnapois De Boer
(2001) demonstrou, em um exercicio interlaboratoqae esta mistura extrai,

satisfatoriamente, os analitos de interesse.
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Foram acrescentados 20 mL de acetona, ligou-séra ThrraxX’ em 14000
rpm por 60s. Acrescentou-se 20 mL de n-hexanoulso Ultra Turrak em
14000 rpm por 60s. Acrescentou-se 20 mL de aguapuita (MILLI-Q®) ligou-se
o Ultra TurraX em 22000 rpm por 60s. Esperou-se decantar poa cerauma

hora.

Transferiu-se, quantitativamente, 0 maximo da fagg@nica sobrenadante
usando-se uma pipeta Pasteur recheada com subaspdio anidro para um
béquer. Evaporou-se 0 n-hexano em banho maria 40flGxo de N. O extrato
foi dissolvido em 1,0 mL de solucdo 1:1 n-hexanetaica e conduzido para etapa

de limpeza.

5.5.3.

Limpeza (“clean — up”)

O extrato organico, mesmo ap0s a saponificacAajaase apresentou
amarelado, indicando a presenca de impurezas m@mifeaveis que exigiram
remocao por tratamentos posteriores de limpezactano percolacdo em coluna

de alumina e tratamento com acido sulfurico.

5.5.3.1.

Limpeza com alumina

A limpeza foi realizada em uma coluna de vidro ¢& dn de diametro
interno contendo 6,00g de alumina (ativada a 45p®1G5 horas, 5% desativada
por agua ultrapura/MILLI-® e deixada em repouso por 24 horas antes da

utilizacdo) e 0,5 grama de sulfato de sodio anidro

Procedeu-se a eluigdo com n-hexano. Foram recsli@deacoes de 4mL.
A analise cromatografica qualitativa, do Materiad &eferéncia Certificado
(Standad Reference Material) — SRM 2977 puro ei@hdo com Padrédo de
referéncia certificado (mistura de PBDEs, 9 comptese Bromodiphenyl Ethers

Lake Michigan Study) usando-se o cromatografo catealor de captura de
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elétrons, mostrou que os analitos de interessevasgt presentes na segunda
fracdo de 4 mL. O volume n-hexano foi, entdo, retbupara cerca de 1mL, em
fluxo de nitrogénio e banho maria (40°C) e procesie@o tratamento com acido

sulfdrico concentrado.

5.5.3.2.

Limpeza com acido sulftrico

Dissolveu-se o extrato (secado em banho mariaxe fiie N), oriundo da
limpeza com alumina, em 1mL de n-hexano e acresecesg 2 mL de acido
sulfurico concentrado. Com auxilio de um agitaddortex” submeteu-se esta
mistura a agitacdo por 5 minutos. A emulsao residtéoi centrifugada por 2
horas até a separacdo das fases. A fase orgarboanadante (extrato em n-
hexano) transferida quantitativamente com pipettela foi lavada duas vezes
com agua ultrapura/MILLI-® (purificada cinco vezes por 20 ml de n-hexano
para cada dois litros de agua). O n-hexano dotextrganico, agora ja limpo, foi
evaporado em fluxo de nitrogénio e banho maria@f0Acrescentou-se, entdo o
10 pL de solucédo 3,5nd. (35 ng) de PCB-53 (2,2’,5,6’ tetracloro bifenjla)
padrdo interno para analise cromatografica, e 1Gfailisooctano. Esta solucao

resultante foi analisada por GC-MS.

5.5.4.

Andlise por cromatografia com fase gasosa

Para avaliacdo da pureza dos solventes, e acompanteaqualitativo das
fracOes geradas na etapa de limpeza através dalgggic em alumina usou-se o
cromatografo a gas equipado com detector de captiraétrons (GC-ECD) e
coluna capilar de fase estacionaria 5% fenil, 958tilniloxano (DB-5) da J&W
Scientific (91 Blue Ravine Rd Folsom, CA 95630-4,/Rbited States) com 50
metros de comprimento, 0,25 mm de diametro interdg25um de espessura de

filme, nas seguintes condicdes:

Gés carreador: nitrogénio, vaz&o de 1,3/orm
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Gés complementar para o ECD: nitrogénio, vaza®dm&/min
Injecéio de 3pL com diviséo de fluxo (split) 6%min

Injetor capilar a 270°C

Detector a 300°C

O forno seguiu a seguinte programacao de temparatur
Temperatura inicial: 110°C durante 1,9 minutos

Velocidade de aquecimento de 15°C por minuto dé a@e 180°C
1,8°C/min de 180°C até 285°C

Temperatura final: 285°C por 34,4 minutos

Tempo total da corrida: 90 minutos.

As determinacfes de PBDEs e PCBs foram realizadagamatografo a
gas equipado com espectrometro de massas (GC-MSphkina cromatogréafica
utilizada foi a HP-5MS da J&W Scientific com 30 most de comprimento, 0,25
mm de diametro interno e 0,25 de espessura de filme de 5% fenilmetilsiloxana

nas seguintes condicoes:

Paradeterminacaole PBDEsS

Gas de arraste: hélio ultra puro, vazéo de 1,3 imf'm
Injecéo de 1 pl do extrato, sem divisao de fluxait{sss)
Aquisicado dos dados: modo SIM (single ion monitgyin
Injetor 280 °C

Interface 280 °C

Fonte de ions 36Q

O forno seguiu a seguinte programacao de temparatur
Temperatura inicial: 70°C durante 1 minuto
Velocidade de aquecimento de 12°C por minuto d€ @@ 154°C
2°C/min de 154°C até 210°C

3°C/min de 210°C até 300°C

Temperatura final: 300°C por 5 minutos

Tempo total da corrida: 70 minutos.

Paradeterminacaale PCBs

Gés de arraste: hélio ultra puro, vazado de 1,1imf'm
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Injecédo de 1 pl do extrato, sem divisao de fluxiit{sess)
Aquisi¢cao dos dados: modo SIM (single ion monitgyin
Injetor 270 °C

Interface 280 °C

Fonte de ions 36Q

O forno seguiu a seguinte programacao de temparatur
Temperatura inicial: 75°C durante 3 minutos
Velocidade de aquecimento de 15°C por minuto d€ @& 150°C
2°C/min de 150°C até 260°C

20°C/min de 260°C até 300°C

Temperatura final: 300°C por 1 minuto

Tempo total da corrida: 66 minutos.

5.5.5.
Determinacgéo de lipidios

Por sua natureza lipofiica os PBDEs e PCBs bionfiagm e
bioacumulam principalmente no tecido adiposo dgamismos. Determinou-se o
teor de lipidios das espécies estudadas com awabjt correlaciona-lo com os

teores dos analitos em questao.

Utilizou-se uma adaptacdo da metodologia classieaegtracdo com
solvente a frio, conhecida como Método de BlighiD{BLIGH et al., 1959)
considerando os aspectos relatados por HoneytORIEYCUTT et al., 1995).

Bligh (BLIGH et al., 1959) utiliza uma mistura dmmférmio e metanol.
Honeycutt (HONEYCUTT et al., 1995)entretanto, mastgue o uso da mistura
hexano/acetona ou de diclorometano também apreseataltados satisfatorios.
A amostra € misturada aos solventes numa propapgédormam uma so fase
com a amostra. Adiciona-se agua promovendo a f@mde duas fases distintas,
uma organica, contendo os lipidios, e outra aguosaendo as substancias néo
lipidicas. A fase orgénica é isolada e, apds a@agfio do solvente, obtém-se o
teor de lipidios por pesagem.
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Pesou-se cerca de 1,00g de cada amostra liofilifamam adicionados 30
mL de acetona, ligou-se o Ultra Turrax® em 14000 gor 60s. Acrescentaram-
se 30 ml de n-hexano, ligou-se o Ultra Turrax® edA00D rpm por 60s.
Acrescentaram-se 30 ml de solucdo saturada de Negplarada com agua
ultrapura (MILLI Q®) ligou-se o Ultra Turrax™ em @Q0 rpm por 60s. Esperou-

se decantar por cerca de uma hora.

A fase orgéanica sobrenadante foi transferida, giaéiemente, usando-se

uma pipeta Pasteur recheada com sulfato de sodimapara um béquer tarado.

Evaporou-se o solvente em banho maria (45-50°@beflaxo de N. O

extrato foi mantido em estufa (75-85°C) por 48 haraté peso constante.

5.5.6.

Construcéo das curvas analiticas

A calibracdo dos equipamentos foi feita com a a#igéo dos padrbes
certificados e solventes de pureza garantida.

As solucgdes para construcéo das curvas analitidatdaminacdo de PBDEs
foram preparadas a partir da diluicdo por isooctdaosolucdo do padréo de
referéncia certificado contendo uma mistura de P88dm 10 pg/mL de cada um
dos 9 componentes (BDE-28, BDE-47, BDE-66, BDE-BBE-99, BDE-100,
BDE-138, BDE-153 e BDE-154). Foram preparadas $a@sigle PBDEs com as
seguintes concentracoes: 5,0; 10,0; 20,0; 40,0;6000,0 pg/pL. A cada solucéo
foi incluido o padréo de controle da recuperacéexti@cao (PCB-209), de forma
que a concentracdo resultante foi 105 pg/uL e adpadhterno da analise

cromatografica (PCB-53), de forma que a concentragsultante foi 350 pg/uL.

Para os PCBs as curvas analiticas foram prepasagadir da diluicdo em
n-hexano da solucdo do padréo de referéncia cadii C-WCFS (AccuStandard)
contendo 25 pg/mL de uma mistura com 24 componenteks solucdo do padréao
de referéncia certificado C-WNN (AccuStandard) eadb 10 pg/mL de uma

mistura com 28 componentes. Foram preparadas &slugé PCBs com as
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seguintes concentrac¢des: 1,0; 5,0; 10,0; 20,0;; S0)M; 100,0; 150,0 e 200
pg/uL.

Os graficos das curvas analiticas usados nas det@®es dos PBDEs
estdo no anexo 1, e os das curvas analiticas sisedodeterminacdes do PCB-
153 e PCB-180, no anexo 2.

5.5.7.

Controle de qualidade

5.5.7.1.
Analise de brancos, limites de detec¢éo e de quanti  ficagéo

A metodologia analitica desenvolvida foi testadama a presenca de
contaminantes interferentes através de analisbsatheos. Os limites de deteccao
e de quantificacdo foram determinados de acordo awmrmas aceitas
internacionalmente e praticadas por varios pesdoisa (CURRIE, 1968; LONG
et al., 1983; Recommendations for the DefinitiostifBation and Use of the
Detection Limit, 1987; CURRIE et al., 1994; CURRIER99a; 1999b), o que em
linhas gerais seguem as seguintes definicbes astegr

O Limite de deteccédo (LD) é a menor concentracéondenalito que pode
ser detectada, mas ndo necessariamente quantjfscaaondicdes experimentais
estabelecidas. Definem-se Limites de Deteccdo emotedo desvio-padréo de
medidas do branco. Porém, sendo o branco constitdédtodos os reagentes,
exceto da amostra e do analito, ele ndo reprodumessnas condicbes a que o
analito estara sujeito durante a analise . O L[2rdehado dessa forma pode
avaliar mudancas ocorridas durante o desenvolvoneist método, ou para
comparacdo de instrumentos. Entretanto, em relac@malise pratica, esses

valores sdo extremamente baixos e ndo represemtid@itgmente a realidade.

O limite de deteccéo pode ser determinado med@aieal/ruido, o desvio-

padrdo da resposta e do coeficiente angular oprpoessos estatisticos.
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A determinacédo da razao sinal/ruido é realizadapapamdo-se 0s sinais
medidos da amostra com baixas concentracdes ddoanam as do branco,
estabelecendo-se a concentragdo minima na quallitognode ser detectado. A
razao sinal/ruido com valor 3 é considerada acditpara estimar o limite de
deteccdo (Recommendations for the Definition, Esfiiom and Use of the
Detection Limit, 1987). O limite de deteccdo po@@tdo, ser expresso pela
seguinte equacao:

p=3%
S

Onde:
s = desvio-padrao da resposta;

S = o coeficiente angular do grafico de calibrac@msibilidade do aparelho).

O limite de quantificacdo (LQ) € definido como anmeconcentracdo do
analito, que pode ser quantificada na amostra, eatidao e precisao aceitaveis,
sob as condi¢Bes experimentais em questdo. Da mEsma que o limite de
deteccdo pode ser estimado por meio do sinal/ruddodesvio-padrdo e por
processos estatisticos.

Efetua-se a determinacdo da razéo sinal/ruido gow o comparacao dos
sinais medidos da amostra com baixas concentragigecidas do analito com
as do branco, estabelecendo-se a concentracdo anfisirgual o analito pode ser
guantificado. Um exemplo de razéo sinal/ruido H@cl0:1.

O limite de quantificacdo (LQ) pode ser expresda pguacao abaixo:

10s
LQ="5"

Onde:
s = desvio-padréo da resposta;

S = o coeficiente angular do gréfico de calibrac@msibilidade do método).

Diferenciam-se limites de deteccéo e de quantificado instrumento (LDI
e LQI) dos limites de detec¢do e de quantificagimédtodo (LDM e LQM). Para

o instrumento o LDI é a menor concentracdo de uaoiestd8ncia que nao se
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confunde com o ruido do equipamento, enquanto o lEDdmenor concentracao
de uma substancia que pode ser medida com a cpmfidefinida de que a
concentracdo do analito € maior que zero. O LDMLEM incluem as variaveis
relacionadas ao procedimento no qual as amostoasufinetidas e ndo somente

variacdes inerentes as respostas do instrumento.

5.5.7.2.

Analise do material de referéncia certificado

Para o controle da qualidade das determinacéemfdisado o Material de
Referéncia Certificado (Standad Reference MateralpRM 2977, tecido de
Mexilhdes, seguindo a metodologia analitica deseiapara esta pesquisa.

5.5.7.3.

Ensaio de recuperacgao

Os ensaios de recuperacao foram realizados pafecagiio da precisdo e
exatiddo do método. O ensaio de recuperacdo é acegmento utilizado para
validacdo de processos analiticos. A recuperacdi@taea quantidade de
determinado analito, recuperado no processo, eagael a quantidade real
adicionado na amostra, portanto, diz respeito didd@ A exatiddo é expressa
como erro sistematico percentual, inerente ao peaceD erro sistematico ocorre
pela perda da substancia devido a baixa recuperdadextracdo, medidas
volumétricas imprecisas ou substancias interfeseméeamostra. A recuperacgao é
calculada da seguinte forma:

Cl _Cz

3

Recuperaca¢®o) = ( jxlOO

onde:
C1 = concentracdo determinada na amostra forteicad
C2 = concentracao determinada na amostra naadadd;

C3 = concentracao fortificada.
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A precisdo e a exatiddao foram avaliadas fortificaed com o PCB-209
(2,2'3,3'4,4'5,5",6,6’ decaclorobifenila) as 58 astas analisadas (peixes e
mexilhdes) os brancos e as amostras do SRM 2977.

5.5.8.

Tratamento estatistico dos dados

Todas as analises estatisticas e os graficos apmdes nesta pesquisa
foram realizados com a utilizacdo do pacote estaii®ASW Statistics, versao
17, da SPSS Inc.

Foram realizados testes de Shapiro-Wilk, teste SMAPIRO et al., 1965)
para analise das distribuicdbes dos dados. As difase entre grupos foram
testadas através da analise de variancia nao-paicanéle Kruskal-Wallis
(ANOVA) para k amostras independentes (KRUSKAL, 20% teste de Mann-
Whitney, teste U, (MANN et al., 1947) foi utilizadpara verificacdo das
significancias das diferencas encontradas pele ksiskal-Wallis (ANOVA).

Para todos o0s testes estatisticos, foi considenade 0,05 como
estatisticamente significante.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510430/CA




