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5
Materiais e Métodos

5.1.
Amostragem

Foram realizadas duas campanhas de amostragem, a campanha 1 (C1)
foi realizada nos dias 16 e 17 de junho de 2011 préximo a entrada do inverno
(estacdo seca) e a campanha 2 (C2) nos dias 9 e 10 de novembro de 2011
préximo a entrada do verao (estagdo chuvosa) em uma estacao fixa 22°54°13”S
de latitude e 43°08°'55"W de longitude (Figura 5.1-1) Os dados pluviométricos de
cada amostragens estdo descritos na tabela 5.1-1. O ponto amostral foi
estrategicamente escolhido por estar préximo ao canal central e também
proximo a desembocadura de modo a abranger todo o fluxo de entrada e saida
de material da Baia de Guanabara. As expedicdes foram feitas no periodo de
maré de sizigia (lua cheia ou nova) a qual permite obter maiores variacdes de
amplitude entre a preamar e a baixa-mar. A duragéo foi de 25 horas com o
objetivo de amostrar um ciclo de maré diurna. Os dados de variagdo de maré
foram obtidos na estacdo maregrafica da Marinha do Brasil na Ilha Fiscal e
podem nao corresponder ao exato valor da variacdo da maré na estagdo de
amostragem, porém auxiliaram na ilustragdo dos parémetros obtidos e na
propagagdo da onda de maré ao longo da amostragem. Foram realizadas
coletas a cada 2 horas a fim de obter material dos regimes de marés vazante
(saida de agua continental) e enchente (entrada de agua marinha). Para levar
em conta os gradientes verticais da coluna d’agua foram amostradas em 3
profundidades distintas (superficie <1m (S), meia-agua 5m (M) e fundo 25m (F)),
resultando em 13 amostragens totalizando 39 amostras em cada campanha,
exceto para a C2 que foi realizado um fundeio a mais para acompanhar os
dados coletados pelo ADCP. As campanhas foram realizadas a bordo da
embarcacgao Parcel da empresa Alfamar, com profundidade local variando entre
28 e 30 metros. A tabela 5.1-1 descreve o horario de cada amostragem. Deve-se
ressaltar que a C2 foi realizada dentro do periodo do horario de verao, o qual se
adianta 1 hora do horario de Brasilia, devido a incidéncia solar.
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Figura 5.1-1: Mapa da Baia de Guanabara mostrando a estagdo de
amostragem.

Tabela 5.1-1: Dados pluviométricos referentes ao dia anterior de cada
amostragem, aos dias das amostragens e a precipitacdo total mensal
(acumulada).

Data Precipitacdo (mm) Data Precipitacao (mm)
15/06/2011 8,8 08/11/2011 0
16/06/2011 0 09/11/2011 0
17/06/2011 0 10/11/2011 0

Acumulada mensal 81,7 Acumulada mensal 106,1

Fonte: INMET - BDMEP - ESTAGCAO DO RIO DE JANEIRO (N¢ 83.743: Rio de
Janeiro - Coordenadas: 22°88'S e 43°18'W — Altura da estagdo pluviométrica:
11,10 m.
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Tabela 5.1-2: Horarios de amostragens da C1 e C2.

C1 c2
S M F S M F
10:37:00 10:42:00 11:22:00 07:50:00 07:30:00 07:20:00
12:30:00 12:42:00 12:53:00 09:26:00 09:33:00 09:42:00
14:40:00 14:53:00 15:07:00 11:23:00 11:27:00 11:35:00
16:32:00 16:40:00 16:53:00 13:24:00 13:27:00 13:39:00
18:30:00 18:40:00 18:52:00 15:45:00 15:43:00 15:40:00
20:37:00 20:45:00 20:51:00 17:59:00 17:52:00 17:24:00
22:43:00 22:52:00 23:01:00 19:20:00 19:29:00 19:38:00
00:40:00 00:49:00 00:58:00 21:41:00 21:38:00 21:20:00
02:39:00 02:54:00 03:00:00 23:27:00 23:35:00 23:48:00
10 04:37:00 04:46:00 04:57:00 01:32:00 01:40:00 01:55:00
11 06:40:00 06:53:00 07:02:00 03:35:00 03:48:00 03:57:00
12 08:37:00 08:45:00 08:53:00 05:43:00 05:53:00 06:15:00
13 10:35:00 10:42:00 10:50:00 07:44:00 07:39:00 07:31:00
14 09:35:00  09:31:00  09:26:00

© O NOO O~ WD =

A coleta das amostras destinadas as analises do material organico
particulado e dissolvido foi feita com a ajuda de cabos junto a amostradores de
garrafas de vidro de 4 litros, sendo 3 garrafas por profundidade. Ja4 as amostras
destinadas as analises de clorofilas e nutrientes inorganicos dissolvidos foram
coletas em garrafas Go-flo de 4 litros e armazenadas em garrafas de plastico de
1,5 litro, também foram coletadas 3 para cada profundidade. Todas as amostras
foram mantidas refrigeradas até o processo de filtracdo no laboratério para
preservar ao maximo os analitos de interesse com a intengdo de estes serem
representativos do ambiente estudado. As amostras de bacterioplancton foram
fixadas com parafolmaldeido imediatamente apds cada coleta e mantidas em
nitrogénio liquido até serem analisadas. As amostras destinadas a determinagéo
de nitrogénio amoniacal foram armazenadas em tubos de vidro de 50 mL com
tampa de rosca e também foram fixadas em campo seguindo o método descrito
em Grasshoff et al. (1999).

Os parametros fisico-quimicos como pH, T°C, OD e profundidade do
disco de Secchi foram determinados in situ. As amostras destinadas as andlises
de salinidade foram armazenadas em tubos de centrifuga de 50 mL e mantidas
refrigeradas até a andlise em laboratério.

Simultaneamente foram coletados dados de Te°C, salinidade e
profundidade através do sistema Conductivity, Temperature and Depth (CTD) a
fim de obter um perfil de toda a coluna d’agua a cada hora. Além disto, foi
instalado um perfilador acustico doppler de correntes (ADCP WorkHorse

600KHz) para obtencao de dados de corrente.
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As amostras de agua foram direcionadas para o laboratério para entao
serem filtradas obtendo o material particulado em suspensdo. As destinadas as
andlises de hidrocarbonetos alifaticos e policiclicos aromaticos foram filtradas em
filtros de fibra de vidro de 142 mm de diametro e 0,7um de porosidade da marca
Macherey-Nagel. As amostras destinadas as andlises de carbono orgéanico
particulado (COP), nitrogénio particulado (NP) e razdes isotopicas 5'°C e &'°N
foram filtradas em filtros de fibra de vidro de 47 mm e 0,7um de porosidade da
mesma marca, ambas com o auxilio de um kit filiracdo e bomba a vacuo. As
amostras destinadas as analises de clorofila foram filtradas em filtros de acetato
de celulose e estes foram imediatamente imersos em solugdo de acetona 90%
para posterior analise. A agua resultante desta filtracdo foi armazenada em
garrafas plasticas de 500mL e congeladas para analises de nutrientes
inorgénicos dissolvidos: fosfato, nitrito e nitrato.

5.2.
Descontaminacao do material

Todo o material utilizado nas amostragens, no tratamento das amostras e
durante as etapas analiticas passou por processo de lavagem com solugdo de
detertec 10% e agua corrente, rinsado severas vezes com agua destilada e Milli-
Q e por fim descontaminados conforme suas necessidades.

As garrafas de plastico destinadas a amostragem e armazenamento de
agua para analises de clorofilas e nutrientes foram lavadas com solugao de HCI
0,1M e rinsada sucessivas vezes com agua milli-Q.

Toda a vidraria utilizada para determinagcdo de material organico
particulado e dissolvido, apdés a lavagem passou pelo processo de
descontaminacao em mufla a 4502 C por 12 horas ou descontaminados com
solventes organicos (acetona e diclorometano). Os solventes utilizados foram:
acetona (CH3COCH;), n-hexano (CgHj4), diclorometano (CH,Cl,), metanol
(CH3OH). Todos os solventes utilizados foram grau cromatografico (pureza 99.9
%) da Merck® ou da Mallinckrodt Chemicals®. Todos os reagentes utilizados
foram Merck® pro analise (p.a.), com grau de pureza 99 % e foram preparados
das seguintes formas:

La de vidro: descontaminada em mufla a 450° C durante 8 horas;

Sulfato de sédio anidro p.a (Na,SO,): descontaminado em mufla a 450° C
durante 8 horas. Mantido em estufa a 170 °C e resfriado em dissecador antes de

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

Alumina - Al,O; (Aluminio 6xido 90 ativo neutro; 0,063-0,200 mm):
descontaminada em mufla a 450° C durante 8 horas. Ativada em estufa a 170
°C. Desativada, a 2 % (p/v), com adicdo de agua destilada previamente extraida
com n-hexano e agitacao vigorosa, antes de ser utilizada;

Os filiros de acetato de celulose (marca) foram lavados com &agua
destilada, de ambos os lados € levados a secura em estufa a60°C por 3 horas.
Ja os filtros de fibra de vidro foram lavados com agua destilada, secos em estufa
a 60°C e em seguida descontaminados em mufla a 450°C por 12 horas. Apods
este procedimento todos os filtros foram pesados e colocados individualmente
em envelopes de papel aluminio fechados para evitar contaminagao até serem
utilizados na filtragdo das amostras.

5.3.
Nutrientes inorganicos

Para a analise de cada nutriente dissolvido foi utilizada uma aliquota
(subamostra) tirada da amostra filtrada para a determinagdo das concentragdes
de clorofilas. Estas subamostras foram congeladas em garrafas de plasticos de
500 mL e descongeladas no dia da analise de cada nutriente. Esta filtracdo foi
necessdria para que ocorresse a separacdo das formas sollveis e em
suspensao na amostra. Desta forma, a subamostra ficou livre de material em
suspenséao e de turbidez, que perturbariam as analises espectrofotométricas por
causarem dispersao da luz incidente, aumentando o resultado da absorbancia e
superestimando os resultados das concentragbes (Baumgarten et al, 2010)
exceto para o nitrogénio amoniacal o qual foi passou pelo processo de filtragao.
As leituras foram feitas em espectrofotdbmetro de varredura (modelo DMS 100
UVVisivel- Intralab, Perkin Elmer®), utilizando-se cubetas de vidro de
comprimento 6ptico de 5 cm, em diferentes comprimentos de onda A conforme

o nutriente em questéo.

5.3.1.Nitrogénio Amoniacal

O método utilizado para determinagcao do nitrogénio amoniacal (N-
NH3+N-NH,4") foi 0 método descrito por Strickland & Parsons (1972) (Grasshoff et
al.,1999). Baseia-se na medicdo da totalidade de nitrogénio amoniacal em

ambas as formas: N-NH; e N-NH,". O aménio foi determinado numa aliquota de
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25 mL baseado na reacao do azul de indofenol (Aminot e Chaussepied,1983), no
qual a absorbancia foi lida a 630 nm. As etapas de reacao sao:
O nitrogénio amoniacal da amostra reage com o hipoclorito de sédio em
meio alcalino (pH entre 10,8 a 11,5) para formar a monocloroamina.
(NH3+NH,") + NaCIO — NH,CI + NaOH (reagéo 1)

amostra + hipoclorito — monocloroamina

A monocloramina reage com o fenol na presenga de um excesso de
hipoclorito e também de nitroprussiato de sodio (catalisador), formando o azul de
indofenol, cuja absorcdo maxima é a 630 nm. A fim de evitar a precipitagdo
nesse meio alcalino, dos ions alcalinos terrosos (Ca, Ba, Mg) da agua, adiciona-
se citrato trissddico (complexante), evitando a interferéncia quanto a turbidez,
que poderia ser causada pela precipitacao deste ions.

NH.Cl + CgHsOH + (NazFe(CN)sNO.2H,0) + NasCsHs07.2H,0O — Azul de indofenol
Monocloroamina + fenol + Nitroprussiato de sédio + citrato trissédico — Azul de indofenol
(reagéo 2)

A curva de calibracao foi feita utilizando agua milli-Q e solugcéo padréao de
cloreto de aménio (NH,Cl) em 8 diluigdes de (0,5uM a 15uM) mais o branco
(Milli-Q). Obtendo o R2 = 0,9961.

5.3.2.Nitrito

O nitrito N-NO, foi determinado pelo método descrito por Aminot e
Chaussepied (1983) (Grasshoff et al, 1999), no qual os ions nitrito formam um
jon diazéico com a sulfanilamina (reagente 1) em meio acido (pH < 2).
(Baumgarten et al., 2010).

NO; + NH,SO,CgH; —NH; + 2H* —> (NH,SO,Ce¢H, — NZN)* + 2H,0

Amostra + sulfanilamida —> jon diazdico (reacao 3)

A seguir esse ion reage com o N-naftil etilenodiamina (reagente 2) para
formar um composto colorido, cuja absorcao maxima é a 543 nm.

(NH2S0O,CeHs — NZN)* + CyoH;— NH — (CHy)2 — NH,.2HCl —>

fon diazbico + N- (1-naftil)- etilenodiamina

—>NH,SO,CeHy — N=N — C4oHg — NH — (CH,), — NH, + H* + 2HCI

Composto rosa-avermelhado (reacéo 4)
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A curva de calibracao foi feita utilizando agua milli-Q e solugao padrao de
nitrito de sédio anidro (NaNO,) em 6 diluicdes de (0,5uM a 4uM) mais o branco
(Milli-Q). Obtendo o R2 = 0,9994.

5.3.3.Nitrato

O nitrato (NO3;) foi analisado por redugao quantitativa em coluna redutora
preeenchida com cadmio granulado tratado com solugdo cuprica (cadmio
envelopado com cobre) e em seguida determinado como nitrito, cuja
absorbancia foi medida a 543 nm. O método adotado foi o desenvolvido por
Wood et al. (1967), citado e modificado por Aminot e Chaussepied, (1983), onde
a modificagédo consiste no uso do NH,Cl em vez do EDTA.

A concentragdo do nitrato é determinada subtraindo o nitrito original da
amostra, da concentragdo do nitrito total dosado (somatorio deste nitrito com o
nitrato reduzido) (Baumgarten et al., 2010).

O principio geral da reagéo de reducéo é:

NO3- + Cd%(s) + 2H*—> NO, + Cd** + H,0 (reacéo 5)

(red)+ (oxi)

Em meio neutro ou alcalino a reagao é:

NOs + H.O + 26" — NOy + 20H (reacdo 6)

A reacao de reducéo depende do metal usado na coluna redutora, do pH
da solugéo e da atividade da superficie do metal.

Equacado matematica utilizada:
[NO; (uM)] = C x 1/R - {{[NO2 (uM)] x r/R }, 2
Onde:
C = somatério das concentragdes de nitrito original dosado e nitrato reduzido;

[NO2-(uM)] = concentragao de nitrito original, previamente analisada em outra
aliguota da amostra;
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R = rendimento da redugao de ions nitrato a nitrito na coluna de cadmio (90%
neste trabalho)

r = percentual de ions nitrito ndo reduzidos pela coluna (100% neste
trabalho).

A curva de calibracao foi feita utilizando agua milli-Q e solugcéo padréao de
nitrato de potassio (KNO3) em 8 dilui¢des de (0,5uM a 8uM) mais o branco (Milli-
Q). Obtendo o R2 = 0,9953.

5.3.4.Fosforo Inorganico

O ortofosfato engloba os fons H,PO,, POs* e HPO,*, também chamado
de fosforo reativo soluvel, fésforo inorganico ou simplesmente fosfato. O método
de analise foi adaptado de Murphy e Riley (1962) e descrito em Aminot e
Chaussepied (1983). O principio basico é a dosagem de fésforo na forma de
HPO42, por se constituir na espécie predominante (89%) sobre as espécies PO,>
(10%) e H,PO4 (1%), os quais reagem com o molibdato de aménio em meio
acido formando o complexo fosfomolibdato, que é reduzido pelo acido ascorbico,
resultando num complexo azul, cuja absor¢gdo maxima é a 880 nm. Essa redugao
¢é catalisada pelo tartarato de antiménio e potassio (Baumgarten et al., 2010).

(NH4)6M07024.4H20 +H + PO43- + CeHgOe + K(SbO)C4H4OG —>
molibdato de aménio + amostra + Ac. Ascérbico + catalisador
—_—> (NH4)3PO4M012036+ Hzo (reagéo 8)

Fosfomolibdato reduzido (azul)

A curva de calibracao foi feita utilizando agua milli-Q e solugcéo padréao de
diidrogeno fosfato de potassio anidro (KH,PO,) em 6 diluicdes de (0,5uM a 4uM)
mais o branco (Milli-Q). Obtendo o R? = 0,9918.

5.4.
Pigmentos fotossintetizantes

As andlises de clorofilas seguiram o método tricromatico em extrato de
acetona descrito por Parsons et al. (1984). Apresentado a seguir:
Primeiramente, no laboratério com a utilizacdo de um kit filtracdo de

plastico (Nalgene) foram filtrados em filtros de acetato de celulose 47mm de
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didmetro e 0,45um de porosidade (Microlar) ,aproximadamente, 2L de amostra,
este volume foi determinado conforme a quantidade de matéria em suspensao
presente na agua, pois a amostra foi filirada até que houvesse uma breve
comatacgao do filtro, este procedimento foi feito com o auxilio de uma bomba a
vacuo fraco, para que nao ocorresse quebra nas estruturas dos pigmentos, como
nas células e cloroplastos. Em seguida, cada filtro foi imerso, individualmente,
em tubos de centrifuga de 14 mL com aproximadamente 10 mL de solucdo de
acetona 90% agitados e deixados no escuro por 20 horas até sua leitura em
espectrofotdbmetro de varredura (modelo DMS 100 UVVisivel- Intralab, Perkin
Elmer®), utilizando-se cubetas de vidro de 1 cm, em diferentes comprimentos de
onda (A): 630, 647, 664 e 750 nm. As amostras foram lidas contra o branco (filtro
limpo reagido na solugéo de acetona 90 %) em cada A.

Para os calculos foram utilizadas as equacdes de Jeffrey & Humphrey
(1975) que se encontra descrito em Parsons et al. (1984). Este método permite
determinar a concentracdo de clorofila a, be cmas nao é efetuada nenhuma

correcao para a presenca de produtos de degradacao.

Clorofila a (mg/m% = [11,85 (A664-A750) — 1,54 (A647-A750) — 0,08
(AB30-A750)] x V1 /(V2 xI) (3)

Clorofila b (mg/m®) = [-5,43 (A664-A750) + 21,03 (A647-A750) — 2,66
(AB30-A750)] x V1 /(V2 xI) (4)

Clorofila ¢ (mg/m® = [-1,67 (ABB4-A750) — 7,60 (A647-A750) + 24,52
(AB30-A750)] x V1 /(V2 xI) (5)

Onde:
A630 =Absorvancia a 630 nm
A647= Absorvancia a 647 nm
A664= Absorvancia a 664 nm
A750= Absorvancia a 750 nm, correcao para a turbidez
V1= Volume de acetona a 90% utilizado na extragcao (mL)
V2= Volume da amostra filtrada (L)
| =Percurso optico da célula do espectrofotdbmetro (cm)
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5.5.
Abundancia bacteriana

A abundancia bacteriana foi enumerada por citometria de fluxo seguindo a
descricao de Gasol & del Giorgio (2000) e Andrade et al. (2003). Aliquotas de
250 uL foram retiradas da preparagdo descrita no paragrafo anterior, sendo
transferidas para tubos plasticos estéreis especificos para citometria. Os acidos
nucléicos das bactérias foram marcados com 20 pL do fluorocromo Syto13 a 2,5
UM (Molecular Probes, ref. S-7575) e durante 15 minutos. O Syto13 é um
corante que apresenta uma grande afinidade por acidos nucléicos, podendo ser
utilizado para marcar o DNA e o RNA de células vivas e/ou mortas. Cabe
ressaltar que este procedimento foi realizado ao abrigo da luz e as amostras
imediatamente homogeneizadas em vértex. Apds sonicagdo, 1 yuL de uma
solucao de microesferas fluorescentes (Fluoresbrite YG carboxilate 1,58 um, ref
17687, Polysciences) foram adicionados as amostras e utilizadas para calibragao
do aparelho e como padrao interno das contagens. A concentragdo de esferas
na solucao de trabalho foi aferida através de microscopia de epifluorescéncia
seguindo a descrigéo de Lebaron et al. (1994).

A quantificagdo celular foi realizada através de um citémetro em
fluxo FacsCalibur (BD Biosciences) equipado com laser de estado sélido
(emissdo de 25 mW a 488 nm). A fluorescéncia emitida pelas bactérias foi
observada pelo espalhamento lateral a 90° (SSC, side scatter, eixo X, indicativo
de tamanho celular) e pelas fotomultiplicadoras FL1 (510 £ 15 nm) e FL4 (660 *
15 nm) (eixo Y, fluorescéncia verde do Syto13 relacionada ao teor de acidos
nucléicos — ver Figura 1). As contagens foram realizadas utilizando-se o
programa Summit 4.2 da Dako. A partir destes sinais foram definidas diferentes
areas de contagem, que possibilitaram a determinagéo do numero de esferas e
de bactérias totais (Gasol & del Giorgio, 2000; Andrade et al., 2003).

A quantificagdo citométrica da abundancia bacteriana foi realizada com
base na taxa entre as células marcadas com o fluorocromo e as microesferas
adicionadas as amostras como padrdo interno de calibragdo. Para isso, a
formula [(nUmero de bactérias contadas por citometria / nUmero de esferas
contadas por citometria) X numero de esferas contadas por microscopia] foi
utilizada. Os valores obtidos foram da ordem de 10* a 10° células de bactérias
mililitro de agua, sendo apresentados em forma logaritimica para normalizar os

dados.
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5.6.
Material particulado em suspensao

Para a quantificagdo do material particulado em suspensdo foram
utiizados os filtros de fibra de vidro de 47mm de didmetro e 0,7um de
porosidade (Macherey-Nagel). Este parametro foi quantificado
gravimetricamente, ou seja, os filtros foram pesados anterior e posteriormente a
filtracao, este ultimo procedimento foi feito apds os filtros serem congelados e
liofilizados, onde se obtém o0 peso seco constante das amostras. Os calculos
para a quantificacao do seston foram baseados na diferenca entre o peso (mg)
do filtro com a amostra e o peso do filtro vazio (antes da filtrag&o) dividida pelo
volume de amostra filtrada (L). O resultado foi entdo multiplicado por 1000 e o
valor resultante é expresso em mg.L" (Strickland & Parsons, 1972).

A partir destes filtros foram feitas subamostras de pequenos circulos de
aproximadamente, 5 mm de didmetro e mantidos por 18 horas em atmosfera de
HCI para remocéao do carbono inorganico e secos em estufa a 60°C por 6 horas
e mantidos no dessecador para por fim, serem utilizados para as analises da
composicdo elementar de carbono e nitrogénio e razdes isotdpicas 5'°C e 5"°N,
as metodologias serdo descritas a seguir. A agua filtrada foi destinada as
anadlises de carbono orgéanico dissolvido (DOC).

5.7.
Carbono organico dissolvido

A determinacao de DOC foi realizada por oxidacao catalitica em alta T°C
(720°C), utilizando o analisador Shimadzu TOC-V CSN e 5000A. Este método
consiste na acidificacdo da amostra com HCI 2M (pH 2-3) que ocasiona a
liberacdo de carbono inorgéanico. A quantidade total de carbono que permanece
na amostra é espargida para entao determinar o carbono orgéanico n&o-purgavel
(Sugimura & Suzuki, 1988).

5.8.
Composicao Elementar

Para quantificar os teores de COP e NP foi utilizado o método de
combustdo a seco no equipamento THERMO Scientific (modelo Flash 2000)
para isto, as amostras foram previamente cortadas em circulos de cerca de 0,5
cm de didametro (subamostras) e entdo, descarbonatadas (retirada do carbono
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inorgénico) a partir da exposicdo a vapores de &cido cloridrico fumegante
concentrado por 18 horas, e secos em estufa a 60 °C por 6 horas. Foram
utiizadas 2 subamostras em duplicata. O equipamento foi calibrado com o
padrdo de acido aspartico (C = 36,09% p.s e N = 10,52% p.s) sendo aceitos
somente valores de r=0,99 ou superiores. Os limites de detecgdo (LD) e
quantificagcdo (LQ) obtidos para o equipamento foram calculados utilizando a
menor quantidade possivel do padrao que pode ser detectada n=7, de forma que
o LD é 3 vezes o desvio padrdo dos resultados obtidos. Como as medicdes
foram realizadas com massa minima, foi atribuido ao LQ o mesmo valor do LD
(0,003 mg de C e 0,01 mg de N). Um padrdo intermediario foi usado como
amostra desconhecida a cada 10 amostras reais ao longo da leitura de todas as
amostras a fim de assegurar a manutencao da calibracéo.

5.9.
Composicao isotopica

Para a quantificacdo das razées isotépicas d'°C e 5'°N foi utilizado um
analisador de carbono/nitrogénio Flash EA 1112 acoplado ao RIMS Delta V Plus
ambos da THERMO Scientific (EA-IRMS), por possuir maior sensibilidade do
detector foi utilizada metade da subamostra (descarbonatada) para o carbono e
inteira para o nitrogénio ambas em duplicata, a fim de evitar que estourasse o
pico. Para a calibracdo do Delta V Plus foi utilizado o material de referéncia
certificado IAEA (USGS 40), acido L-glutamico, que possui valores de -26.389%.
+ 0.042 para 8'°C e -4.5 %o = 0.1 para o 8°N. Os limites de deteccéo e
quantificacdo do equipamento foram verificados através de testes realizados
com o USGS 40. As massas do padrao utilizadas para o teste variaram de 0.020
— 0.100 mg. Verificou-se que o equipamento é capaz de detectar sinais com
pulsos < 500 mV, entretanto apenas os valores maiores que 500 mV para 5'°C e
800 mV para 8'°N s&o quantificados de forma inequivoca.

5.10.
Compostos Organicos

Para a determinagdo de contaminantes orgénicos como hidrocarbonetos
alifaiticos em baixos niveis de concentracdo em amostras ambientais foram
realizadas as etapas de extragdo dos analitos da matriz, a purificacdo dos
extratos através da remocgéao de interferentes (clean-up), a pré-concentragéo dos
extratos com fins de ajustar as concentragdes dos analitos ao nivel de detecgao
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dos equipamentos e a identificacdo e quantificagdo dos contaminantes presentes
nas amostras. A metodologia utilizada para a extracdo dos compostos organicos
das amostras de MPS foi baseada no método EPA 3540C. Os filtros com o MPS
ja anteriormente liofilizados e pesados foram colocados no Soxhlet e adicionado
o padrao subrogado de recuperacao (d-C16 e d-C30) e por fim realizou-se a
extragao por 24 horas com 250 ml de diclorometano.O volume final do extrato foi
concentrado em evaporador com fluxo continuo de nitrogénio fazendo a troca de
solvente para n-hexano antes do fracionamento.

O fracionamento foi feito por cromatografia liquida em coluna de
silica/alumina. Foi empregada uma coluna de vidro (1,3 cm de didmetro interno
com 30 cm de comprimento), previamente descontaminada, adicionou-se
algodao na extremidade da coluna e em seguida foi preenchida com
diclorometano. Foram transferidos lentamente, 7 g de alumina desativada a 2%
(p/v), 10 g de silica-gel desativada a 5% (p/v) e 1 g de sulfato de s6dio (Na.SO,),
a fim de assegurar a remocao de agua e evitar a ressuspensao da camada
superficial. A fracao dos hidrocarbonetos alifaticos (F1) foi eluida com 35 ml de
hexano e entdo concentrada a 1mL em turbovap com o solvente hexano e

transferida para vials acrescentando o padrao interno de quantificagao (d-C24).

5.10.1.Hidrocarbonetos Alifaticos

Na fragao F1 foram quantificados os n-alcanos individuais (n-Ci2 ao n-Cy),
os isoprenoides (fitano e pristano), os picos resolvidos (PR) e a mistura
complexa nao resolvida (MCNR), como segue:

- n-alcanos: somatorio de n-Cy, ao n-C4 mais os isoprendides pristano e
fitano;

- Picos Resolvidos (PR): somatorio de n-C, ao n-Cyq, pristano e fitano e
mais todos os picos resolvidos;

- Mistura complexa néo resolvida (MCNR);

- Hidrocarbonetos saturados: somatério do PR mais a MCNR.

Os hidrocarbonetos alifaticos foram identificados e quantificados, pelo
método de padronizagao interna, utilizando-se como padrao interno o n-Cy,d (em
concentracao igual a 2500 ng/mL). A concentragcdo da MCNR foi obtida com
detector de ionizagdo por chama (CG/DIC), segundo o método EPA-8015B,
utilizando as condicdes resumidas na tabela 5.10.1-1.
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Condicbes cromatograficas para determinagdo de

Equipamento

Cromatégrafo Termo Finnigan —Modelo Focus GC, com
detector DIC - Estacdo de dados: ChromQuest 4.1

Coluna:

J&W DB 5 (30 m x 0,32 mm x 0,25 pm)

Gases:
Carreador:
Make-up:
Detector:

Hélio: 2 mL-min™
Nitrogénio: 25mL-min’
Ar: 175 mL-min™"; Hidrogénio: 15 mL-min™

Temperatura:
Injetor:
Detector:
Coluna:

250 °C
290 °C
50 °C (0,75 min), taxa: 6 °C-min™" até 310 °C (20 min)

O limite de deteccao e o de quantificacdo dos n-alcanos individuais, foi de

0,002 e 0,005 pg L respectivamente, considerando-se o volume médio extraido

de cerca de 10 litros.

Os valores finais das concentragcdes de n-alcanos nas amostras sao

calculados ap6s descontar as concentragbes encontradas nos brancos

analiticos.
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