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5
Materiais e métodos

5.1
Descontaminacao do material

Todo o material empregado, no preparo e na andlise da amostra, sofreu uma
descontaminagdo para assegurar-se, que ndo houve retencao de selénio nas suas
paredes. Primeiro fez-se uma boa lavagem dos mesmos, com detergente ¢ dgua; a
seguir, colocou-se de molho em solucdo a 10% de Extran por no minimo, 24
horas. Decorrido este periodo, lavou-se o material com agua deionizada e por fim
deixou-se de molho em solugdo a 15% de HNO; por no minimo 24 horas, ou até a
hora do uso.

Tanto os frascos de digestdo quanto as ponteiras e cubetas utilizadas no

forno de grafite passaram por este processo antes de todas as analises.

5.2
Metodologia de coleta e preparo da amostra

Durante os anos de 2000 e 2003, foram coletadas no estuario de interesse,
com auxilio da colonia de pesca da Praia de Maua, as seguintes espécies de peixe:
Micropogonias furnieri (Demarest, 1823) (N=34) — corvina, peixe bentonico
carnivoro; Bagre spp. (N=14) — bagre, peixe bentdnico onivoro; Mugil liza
(Valenciennes, 1836) (N=31) — tainha, peixe bentonico planctivoro; e a espécie de
mexilhdo: Perna perna (Linné, 1758) (N=40) — mexilhdo, bivalve filtrador, que
foram obtidos em trés pontos distintos da Baia de Guanabara (Marina da Gloria,
Praia da Boa Viagem e Ponte Rio Niterdi), de modo a se poder determinar a
concentracdo de selénio total no tecido muscular, figado e gonada de cada peixe e
nos tecidos moles de mexilhao.

Apds cada coleta, os peixes foram preparados de acordo com as
recomendacdes da FAO (FAO/SIDA, 1983). Especial atencao foi dada a limpeza

e uniformidade das amostras. Os parametros bioticos (peso, comprimento total e
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sexo) de cada individuo foram tomados. A seguir, foram retirados os musculos
dorso laterais esquerdo, o figado e as gonadas de cada individuo. As amostras de
tecido muscular foram liofilizadas, perdendo aproximadamente 75% de agua. A
metodologia de coleta e preparo da amostra ¢ esquematizada na Figura 16.

As amostras de mexilhdo foram coletadas manualmente, com auxilio de
estiletes e foram preparados de acordo com as recomendagdes da FAO
(FAO/SIDA, 1983). Apos a medida da concha e pesagem dos tecidos moles de
cada individuo, fez-se uma amostra composta homogénea de aproximadamente 10
individuos por amostra. As amostras de tecidos moles foram liofilizadas,
perdendo aproximadamente 80% de agua. Estas entdo, sofreram o mesmo

tratamento pré-analitico das amostras de peixe descrito na Figura 16.

5.3
Estudo do método empregado

Para se avaliar a exatiddo e a precisdo da metodologia empregada,
realizou-se uma comparacao interlaboratorial com o Dr. G. Alfthan do Finish
National Public Health Institute (FNPHI), que ¢ um laboratorio de referéncia
analitica para selénio. Com a mesma finalidade, cada batelada de analise foi
acompanhada por materiais certificados de referéncia fornecidos pelo National
Research Council Canadd (DORM-2, tecido muscular) e pelo National Institute
for Science and Technology (EUA, NIST 2976, tecidos moles de mexilhdo). Estes
padrdes, cujos teores de selénio sdo conhecidos, foram escolhidos por
apresentarem matrizes semelhantes as dos organismos marinhos analisados neste

trabalho.

5.3.1
Pré-tratamento dos padrées

Para a determinacdo de elementos traco em amostras bioldgicas, ¢
necessario um pré-tratamento que destrua toda a matéria organica, mas retenha o
elemento de interesse. Como qualquer procedimento analitico, este ndao deve

introduzir erros apreciaveis. Um dos métodos bastante usados para a destruigao da
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matéria organica ¢ a oxida¢do umida (digestdo acida) que, em alguns casos, €
efetuada em bomba de teflon sob pressao (Deaker & Mabher, 1997). Neste trabalho
aplicou-se a seguinte técnica de digestdo da amostra liofilizada ou imida para a
determinacgao de selénio total:

- Pesar aproximadamente 0,1 g de amostra seca ou 0,2 g de massa imida;

- Adicionar 2,0 mL de HNOj; concentrado;

- Deixar “overnight” em tubo de pirex® fechado;

- Aquecer por 2 h a 60 °C em banho-maria em sistema fechado;

- Resfriar a temperatura ambiente;

- Fazer a leitura da amostra diluida 5 vezes no AAS ZEEnit 60 (Analytic
Jena).

Uma boa recuperagdo dos padrdes foi observada, comprovando assim a

eficacia da digestao aplicada (Tabela 10).
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Figura 16. Metodologia de preparo das amostras.
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5.3.2
Analise dos padroes

Da solugao digerida preparada, descrita no item anterior, tomam-se 200 pL
e colocam-se na cubeta do amostrador, adicionando-se a esta 800 pL de agua
milli-Q.

Foram otimizados parametros instrumentais ¢ condi¢des analiticas para a
determinagdo de selénio no forno de grafite, visando-se a aplicagdo dos mais
adequados em algumas amostras de material bioldgico contendo selénio em nivel
de ng.g’.

A metodologia analitica empregada neste estudo baseou-se naquela descrita
por Deaker e Maher (1997), porém, sofreu algumas adaptagdes analiticas as
condigdes de trabalho desta dissertacao. Para a determinacdo de selénio total nas
amostras foi utilizado um espectrofotometro de absor¢ao atomica da Analytik
Jena AG, modelo ZEEnit 60, equipado com corretor Zeeman de “background”,
forno de grafite (pirolitico) com plataforma PIN e um auto amostrador AS52
calibrado para 20 pL. Como fonte de radiagdo, foi utilizada uma lampada de
catodo oco (LCO) operada segundo as recomendagdes do fabricante (Analytik
Jena AG). Foi utilizado Pd modificador (Merck) como modificador quimico.

A leitura, do valor de absorvancia, foi feita em area, integrando-se o pulso
de absorc¢ao obtido uma vez que o sinal obtido serd sempre transiente, ja que a
massa de analito introduzida no forno ¢ sempre uma massa definida, limitada. A
integral da absorvancia em relacdo ao tempo ¢ proporcional ao numero total de
atomos no caminho 6tico, enquanto que a absorvancia méaxima (altura) do sinal ¢
proporcional a densidade méxima dos 4tomos alcangada, em um dado momento,
no caminho otico.

As condi¢des de operagao do equipamento encontram-se na Tabela 7. As
etapas do programa de temperatura empregado (Tabela 8) foram otimizadas
experimentalmente, por construcdo das respectivas curvas de pirolise e
atomizagdo (Figura 18). Na primeira curva, faz-se variar a temperatura da etapa de
pirdlise, enquanto a temperatura de atomizagdao ¢ mantida constante. O sinal
obtido ¢ lancado em um grafico, contra a temperatura de pirdlise (Curva A, da
Figura 17). Na segunda curva, a temperatura de pirdlise ¢ mantida fixa, enquanto

a temperatura de atomizagao varia; o sinal obtido ¢ langado em um gréfico, versus
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a temperatura de atomizagdo (Curva B, da Figura 17). A primeira curva mostra a
temperatura maxima que pode ser usada sem perda do analito, chamada de
temperatura 6tima de pirolise (Ponto 1, na Figura 17). Também desta curva pode
ser obtida a temperatura em que o elemento ¢ totalmente volatilizado (Ponto 2, na
Figura 17). A temperatura 6tima ¢ assim chamada, dado que, nela, o méximo de
concomitantes serd eliminado por volatilizagdo, simplificando a matriz, mas sem
perda do analito, diminuindo as chances de interferéncias durante a atomizagao.
Na segunda curva pode ser destacada a temperatura em que a atomizagao produz o
primeiro sinal, chamado de temperatura de aparecimento do sinal (Ponto 3, na
Figura 17), assim como a temperatura 6tima de atomizacdo (Ponto 4, na Figura
17). Ela ¢ chamada de o6tima, pois ¢ a mais baixa que produz o melhor sinal
analitico, poupando a vida do forno, que ¢, sem duvida, mais sacrificada quanto
maior for a temperatura de atomizacdo. Estas curvas (Figura 17) sdo necessarias
para se estabelecer o programa de temperatura a ser utilizado.

Para se testar as condicdes de operagao do instrumento e se verificar o
correto funcionamento deste, podem-se comparar a massa caracteristica obtida
experimentalmente com aquela fornecida pelo manual do equipamento. A massa
caracteristica (ou concentracdo caracteristica) ¢ a massa (ou concentragao) do
elemento que produz 1 % de absor¢do, ou seja, uma absorvancia igual a 0,0044.
Ela ¢ determinada pela razdo entre 0,0044 e a inclinacdo da curva analitica
(chamada de sensibilidade). Valores muito altos encontrados para a massa
caracteristica indicam que o método ou o instrumento ndo estd otimizado,
enquanto valores muito baixos indicam sinais de contaminagdo (Welz, 1999).
Segundo Welz (1999), os limites aceitaveis de variagdo da massa caracteristica
experimental sob condi¢cdes STPF sdo de + 10-20 %.

A massa caracteristica encontrada, neste trabalho, em média nas analises
realizadas foi de 1,89 pg / 1 % A, e estd dentro dos limites aceitaveis (+ 10%)
quando comparado ao valor da massa caracteristica descrita no “cookbook™ do
equipamento, que ¢ de 1,7 pg / 1 % A. Isto indica o correto funcionamento do
equipamento e a correta selecdo dos parametros utilizados durante as analises.

Verificou-se a existéncia de interferéncias multiplicativas (interferéncias
oriundas da matriz) na amostra estudada (NIST 1976) através do teste de adicao

de analito. Este consiste em se comparar a inclinacao da curva obtida pela técnica
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de adi¢do de analito (em que se adicionam quantidades conhecidas de analito a
aliquotas de igual volume de amostra, levando-se sempre a um mesmo volume
final) com aquela obtida com uma curva analitica preparada com solugdes
analiticas aquosas, sem a presenca da matriz. Se as inclinagdes forem
semelhantes, pode-se considerar que ndo ha interferéncia multiplicativa (Figura
19). E, como se pode observar na Figura 19 ndo existe interferéncia multiplicativa
na amostra estudada. Utilizou-se entdo para a analise das amostras a curva

analitica em meio aquoso que ¢ uma técnica mais simples e mais rapida.

Tabela 7. Condi¢des de operagdo no forno de grafite.

Comprimento de onda (nm) 196,0

Largura da fenda (nm) 1,2

Corrente da lampada (mA) 6,0

Modo de integracao Area do pico
Tempo de integracao (s) 5,0

Modo do Zeeman 2 campos
Campo maximo (T) 0,8

Volume de injecdo (uL) 20,00

Gas inerte Ar (95 % pureza)
Registro do sinal Digital, em area do pico

Tabela 8. Programa de temperatura empregado para a determinacdo de selénio em

amostras bioldgicas.

Etapa Temperatura Rampa Hold Fluxo de

°O) (°C.s™ (s) argonio

1* secagem 90 10 15 Maximo

2% secagem 120 15 25 Maximo

Pré-pirdlise 500 7 20 Méximo

Pirdlise 1200 30 30 Maximo
Auto Zero 1200 0 6 Zero
Atomizacao 2200 2600 6 Zero

Limpeza 2500 1000 5 Meédio
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Figura 17. Curvas de temperatura.
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Figura 18. Curvas de Pirdlise e Atomizacgéo para selénio. Padrao Certificado: NIST 2976.
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Figura 19. Teste de adigdo de analito. Padrdo aquoso: 100 pg.L'1 de SeO, (Merck) em
HNO; 0,2 % utilizado nas duas curvas e NIST 1976 (material certificado) para a curva de

adicao de analito.

As curvas analiticas foram feitas com solucdes diluidas de padrao de 5,0 a
45,0 ug.L'l, obtidas por dilui¢cdes convenientes de uma solugdo estoque de selénio
(SeO;) de 1000 mg.L'1 com uma solu¢do 0,2 % de HNOs. Fez-se sempre, a leitura
do branco dos reagentes. Na Figura 20, encontra-se a curva analitica que

representa a figura de mérito do método.
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Figura 20. Figura de mérito do método.

5.4
Analise da amostra

5.4.1
Digestdao da amostra e determinacao do selénio total nos tecidos e
orgaos

A digestao do tecido muscular, figado e gonada do peixe, assim como, 0s
tecidos moles do mexilhdo, foram realizados como descrita no item 5.3.1 e a
determinagdo de selénio total nos tecidos e orgaos foi feita como descrito no item
53.2.

Na Figura 21, encontra-se a descricdo desde a digestdo das amostras até a

determinacao de selénio total.

5.4.2
Calculo das concentragoes

Os calculos das concentracdes finais de selénio total, nos tecidos e 6rgaos

dos organismos em microgramas por grama, foram feitos, levando-se em conta o
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peso umido da sub-amostra do organismo. Para se transformar uma concentragao

de ng.L"' (dada pelo aparelho) para pg.g”, utilizou-se a seguinte corre¢do:
ng.g" = {[[(ng.L")/1000] x Fdx VIl / (m)} (1)

Em que Fd ¢ o fator de diluicdo da amostra, Vf é o volume final da amostra

em mL e m ¢ a massa de amostra pesada para a analise.

5.4.3
Analise estatistica dos dados

A normalidade do conjunto total dos dados foi testada através do teste de
Shapiro-Wilkj (teste W) (p<0,05) (Miller e Miller, 1993), da anélise grafica dos
residuos e do valor da curtose® (curtose > 0,00) (Probabilidade e estatistica III,
disponivel ‘on line’). Como a distribuicdo das concentragdes de selénio nas
populagdes nao se mostrou normal, aplicaram-se entdo, testes ndo paramétricos
para a analise dos dados.

Com o objetivo de testar diferengas na concentracdo de selénio entre as
espécies, niveis troficos, tecidos e habito alimentar, aplicou-se o teste nao
paramétrico de andlise de variancia (Kruskal-Wallis — ANOVA). O teste nao
paramétrico de concordancia de Friedman foi aplicado para se comprovar algumas
similaridades encontradas pela ANOVA. Para se comparar as concentracdes do
elemento estudado entre os tecidos e 6rgdos e também, entre alguns parametros
bioticos dos organismos foi aplicado o teste ndo paramétrico de Mann — Whitney
(Teste U) (Miller e Miller, 1993).

Testes de analise de regressdo linear simples foram aplicados para se
verificar possiveis relagdes entre parametros morfométricos € a concentragao de

selénio nos tecidos e 6rgaos estudados.

" Se o valor de W ¢é estatisticamente significativo (p<0,05), a hipotese de distribuigdo
normal dos dados deve ser rejeitada.
2 A distribui¢do normal padrio apresenta curtose nula. Curtose positiva significa uma curva

mais “afunilada” que a normal padrio e a curtose negativa, uma curva mais “achatada”.
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Todos os testes estatisticos foram realizados utilizando-se a versdo 5.0 do

pacote estatistico STATISTICA para “Windows” (StatSoft, Inc. 1984-95).

0,1 gde
amostra seca
ou0,2 gde
amostra imida

2 mL
HNO;,
concentrado

Pré-digestao em sistema
fechado (overnight)

v

Digestdo a 60 °C, em
sistema fechado por 2 horas

Se (IV), Se(VI
e Se organico
em solugdo
umida

Resfriar a temperatura ambiente

200 pl da
solugdo
concentrada

800 pl de
agua
milli-Q

20 pl da
solugdo
diluida

AAS técnica do forno de grafite

v

Sinal em unidades de concentragdo
(ng.Lh

v

Calculos

v

Concentragdo de Se

total na amostra

Figura 21. Digestdao das amostras e determinacdo de selénio total (realizadas em
duplicata).
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5.5
indice de condigao (IC)

O indice de condicdao (IC) é um parametro utilizado na normalizagdo de
dados de acumulagdo de metais pesados (Joiris et al., 2000), pois, através deste
pode-se excluir diferengas individuais como tamanho, massa, estdgio de vida e
ciclo sexual que sdo efeitos importantes no processo de bioacumulacao de metais
traco em mexilhdes (Wang, 1987; Cossa, 1989).

Este indice foi utilizado com o objetivo de se normalizarem os dados dos
mexilhdes uma vez que, alguns individuos coletados na Ponte Rio-Niteroi eram
bem maiores (80mm), do que os coletados na Marina da Gloéria (63 mm) e na
praia de Boa Viagem (62 mm).

O IC aplicado foi o seguinte:

IC = {[massa de tecidos moles (g)] / [comprimento da concha (mm)]} (2)
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