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1 METODOLOGIA

1.1 MALHA AMOSTRAL

No contexto do monitoramento marinho desenvolvido pelo subprojeto da Hidrogeoquimica (Anexo 3),
a malha amostral regular foi composta por 41 estagcdes, em que foram realizadas campanhas de
amostragem em periodicidades mensal, trimestral e semestral. As coletas de frequéncia mensal
incluiram as estac¢des distribuidas na Foz do Rio Doce (siglas SD, SDS e SDN), a frequéncia trimestral
abrangeu as estagbes dos setores Costa das Algas, Foz do Rio Doce e Setor Norte (siglas CA; SD,
SDS e SDN; DEG, BS, BN, CB e ITA), enquanto as campanhas semestrais incluiram a malha amostral
completa, contemplando os setores Costa das Algas, Foz do Rio Doce, Setor Norte e Setor Abrolhos
(siglas CA; SD, SDS e SDN; DEG, BS, BN, CB e ITA; MUC e ABR) (Figura 1). Nessas estagbes, foram
realizadas coletas de amostras de agua e sedimento superficial para as analises de nutrientes, metais

e compostos organicos.

Além das estagoes regulares, foram definidos pontos prioritarios em que foram avaliados parametros
adicionais, dentre eles as analises de compostos organicos na agua, metais labeis (DGT) na agua,
analise isotdpica e especiacao de metais e fosforo no sedimento (siglas destacadas em amarelo; Figura
1). A relacdo dos pardmetros monitorados nas matrizes coluna d’agua e sedimento superficial para as
estagdes regulares e prioritarias esta apresentada na Tabela 1. Com relagdo as mudangas da malha
amostral em comparacgao ao Ano 1, foi realizada a realocagao dos extintos pontos prioritarios do Setor
Sul (VIX 01 e GUA 01) e ABR 02 para os novos pontos SDN 29, BS 01 e MUC 01.
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Figura 1: Malha amostral do subprojeto Hidrogeoquimica (Anexo 3). Siglas destacadas em amarelo representam os pontos prioritarios.
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Tabela 1: Relagédo dos parametros monitorados pelo subprojeto da Hidrogeoquimica nas estagdes regulares e prioritarias.

MATRIZ COLUNA D’AGUA

e Nutrientes (NT, PT, N-amoniacal, Si, ortofosfato, nitrito, nitrato)
Estagbes regulares e Compostos organicos (Matéria organica dissolvida)

e Metais (agua total, dissolvida e particulada)

e Elementos Terras Raras (particulado)

e Nutrientes (NT, PT, N-amoniacal, Si, ortofosfato, nitrito, nitrato)

e Compostos organicos (hidrocarbonetos alifaticos, HPAs,

esterdis, acidos graxos, PCBs, pesticidas, contaminantes

Estagdes prioritarias emergentes, fendis, aminas e matéria organica dissolvida)

e Metais (agua total, dissolvida e particulada)

e Elementos Terras Raras (particulado)

e Isétopos estaveis (particulado)

MATRIZ SEDIMENTO SUPERFICIAL

e Metais e metaloide
e Elementos Terras Raras
. e Compostos organicos (hidrocarbonetos alifaticos, HPAs,
Estacdes regulares
esterdis, acidos graxos, PCBs, pesticidas, contaminantes
emergentes, fendis e aminas)

e Analise Elementar (C, N, S)

e Metais e metaloide

e Elementos Terras Raras

e Compostos organicos (hidrocarbonetos alifaticos, HPAs,
esterdis, acidos graxos, PCBs, pesticidas, contaminantes

Estacdes Prioritarias emergentes, fendis e aminas)

e Analise Elementar (C, N, S)

e Especiacao de metais

e Especiagéo de fésforo

e [sétopos estaveis (C, N)

1.2 PROCEDIMENTOS DE COLETA EM CAMPO

1.2.1 Matriz coluna d’agua
» Procedimentos gerais para a coleta de amostras de agua

A coleta das amostras de agua ao longo da coluna d’agua foi realizada com o auxilio de garrafas
coletoras, ndo metalicas e ativadas por mensageiro, com a denominagéo de superficie (0 a 15 cm) e
fundo (cerca de 50 cm acima do fundo). As amostras foram transferidas para os frascos de

armazenamento (previamente descontaminadas) com o minimo de perturbacdo possivel e auxilio de

Relatoério Anual 2021 — PMBA/Fest-RRDM 4



rede
° & RIO
e FEST DOCE
Fundacio Espirito-santense de Tecnologla MI\R

mangueiras de silicone. Durante todo o procedimento de coleta, luvas sem talco (nitrila) foram utilizadas

para evitar contaminagao das amostras.
a) Nutrientes

As amostragens para analise dos nutrientes dissolvidos na coluna d’agua foram realizadas
mensalmente para a determinagdo das concentragbes de nitrogénio amoniacal, nitrito, nitrato,

nitrogénio total, fosfato, fosforo total e silicio.
» Recipientes para armazenamento das amostras de nutrientes

Foram utilizados frascos de polietileno, todos de primeiro uso, descontaminados, de boca estreita, e
tampa de rosca. Para determinagéo dos nutrientes dissolvidos foram coletados 1000 ml de agua. O
processo de limpeza e descontaminagao dos frascos para nutrientes foi realizado a partir de solugao

1:1 de acido cloridrico P.A., &gua desmineralizada e agua ultrapura.
» Preservagao e conservagao das amostras para nutrientes a bordo

Para a preservacao das amostras de nutrientes dissolvidos a bordo, as garrafas contendo as amostras
apos a coleta foram congeladas antes de seguirem para o laboratério. As mesmas foram analisadas
até, no maximo 2 dias apds a coleta para nitrogénio amoniacal e 5 dias para os demais nutrientes

dissolvidos.
b) Metais

As coletas de agua para analise dos metais na coluna d’agua foram realizadas mensalmente, e
contemplaram analises de metais totais, metais dissolvidos, mercurio total e mercurio dissolvido, além

dos metais e mercurio associados ao material particulado.

Metais totais podem ser definidos pelo teor total dos metais presentes na amostra de agua,
representando a fragédo soluvel somada a fragao particulada. Os metais dissolvidos podem ser definidos
pelo teor de metais presentes na amostra de agua previamente filirada em membranas de 0,45 um,

nao contemplando, assim, a fragdo particulada.
» Recipientes para armazenamento das amostras de metais

Foram utilizados frascos de polipropileno, todos de primeiro uso, descontaminados, de boca estreita e
tampa de rosca. Os fracos foram descontaminados com solugéo 1:1 de acido nitrico P.A. e enxaguados
com agua desmineralizada e agua ultrapura. Cada parémetro foi coletado em frascos separados,

seguindo as seguintes proporgoes:

- 1000 ml de amostras para determinagdo de metais associado ao material particulado em

suspensao e fragao dissolvida;

- 1000 ml de amostras para determinacdo de mercurio associado ao material particulado em

suspensao e fragao dissolvida;
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500 ml de amostra para determinagao de metais totais;

500 ml para determinagc&o de metais dissolvidos.

500 ml para determinagcédo de mercurio total;

500 ml para determinag&o de mercurio dissolvido.

» Preservacgao e conservagido das amostras para metais a bordo

As amostras para metais totais foram preservadas pela adicdo de gotas de solugdo de &cido nitrico
suprapur até pH < 2 e, em seguida, refrigeradas a 4°C até o momento da analise. As amostras para
metais dissolvidos foram filiradas em membranas de acetato de celulose de 0,45 um de porosidade,
antes de serem acidificadas (mesmo procedimento acima). O material usado para filtracdo foi

descontaminado conforme procedimento anteriormente descrito.
c) Compostos organicos

As coletas das amostras de agua para analise dos compostos organicos foram realizadas mensalmente
e contemplaram os seguintes parametros: hidrocarbonetos alifaticos, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA), biomarcadores lipidicos, acidos graxos, pesticidas, PCBs, contaminantes

emergentes, fendis, aminas e matéria organica dissolvida.
» Recipientes para armazenamento das amostras de compostos organicos

Foram utilizados frascos de vidro ambar de 1 e 4 litros, descontaminados, de boca estreita, com
batoque de vedagao e tampa de rosca. Os frascos foram descontaminados com agua ultrapura,
acetona grau ultrapuro e diclorometano grau ultrapuro. Cada parametro foi coletado em frascos

separados e identificados, seguindo as seguintes proporgdes:

- 8000 mL de amostras para determinacdo de hidrocarbonetos, acidos graxos e outros

biomarcadores lipidicos; e determinagao de pesticidas e PCBs;
- 4000 mL de amostras para determinagao de compostos emergentes.
- 1000 mL de amostras para a determinagao de fendis.
- 1000 mL de amostras para a determinagao de aminas.
» Preservagao e conservacao das amostras para organicos a bordo

As amostras para pardmetros organicos foram colocadas em geladeira ou isopor com gelo e mantidas
a 4 °C (ndo congeladas) imediatamente apds a coleta. Estas foram posteriormente estocadas a 4 °C

no escuro e extraidas até 7 dias apds a coleta.
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d) Isétopos estaveis (C, N) no material particulado

Os procedimentos de coletas seguiram o mesmo descrito na sessédo de nutrientes dissolvidos, sendo
as amostras de agua armazenadas em frascos de polipropileno previamente descontaminados com

solucao 1:1 de acido cloridrico P.A., agua desmineralizada e agua ultrapura.
» Preservagao e conservagao das amostras para isétopos (particulado)

As amostras foram mantidas resfriadas em temperaturas aproximadamente de 4 °C até a chegada em
laboratério. As amostras foram filradas em membranas de acetato de celulose de 0,45 ym de

porosidade (previamente secas e pesadas) e os filtros mantidos congelados até o momento da anélise.
1.2.2 Matriz sedimento superficial
» Procedimentos gerais para a coleta de amostras de sedimento superficial

A coleta das amostras de sedimento foi realizada utilizando-se amostrador do tipo busca fundo (Van
Veen). Toda a manipulagdo do material de coleta e amostras foi realizada mediante a utilizagao de

luvas sem talco (nitrila).
a) Nutrientes

Para determinacédo de especiacido de fésforo no sedimento, as sub-amostras de sedimento foram
coletadas do material dragado com o auxilio de espatulas de polietileno, acondicionadas em potes

plasticos e refrigeradas para posterior determinagédo em laboratério.
b) Metais

As coletas de sedimento superficial para analises de metais parciais e mercurio foram realizadas

mensalmente.
» Recipientes para armazenamento das amostras de metais

Foram utilizados potes de polietileno, todos de primeiro uso, previamente descontaminados novos com

solucado 1:1 de acido nitrico P.A., &gua desmineralizada e agua ultrapura.
» Preservagao e conservagao das amostras para metais a bordo

O material para analise foi retirado da parte central do sedimento dragado, no intervalo maximo de até
5 cm abaixo da camada mais externa com o auxilio de espatula de plastico descontaminada. Apods a
coleta, as amostras foram armazenadas em potes de plastico (polietileno) descontaminados,

congeladas e mantidas em freezer até o momento de analise.

» Elementos terras raras

Foi utilizado parte de sedimento liofilizado, obtido através da coleta de sedimentos para metais parciais,

segundo especificagdes apresentadas anteriormente.

Relatoério Anual 2021 — PMBA/Fest-RRDM 7
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c) Compostos organicos

O sedimento superficial foi coletado mensalmente para analise dos compostos organicos, sendo
avaliados os seguintes par@metros: hidrocarbonetos alifaticos, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPA), biomarcadores lipidicos, acidos graxos, pesticidas, PCBs, contaminantes emergentes, fendis e

aminas.
» Recipientes para armazenamento das amostras de compostos organicos

As amostras de sedimento para analise de compostos organicos foram acondicionadas em recipientes
de aluminio e estocadas em freezers até a desmobilizacédo e envio para o laboratério. Todo o material
utilizado durante a coleta (recipientes de aluminio e espatulas de inox) foi previamente descontaminado
através de calcinagdo em mufla a 450°C por 6 h e posterior rinsagem com cloreto de metileno grau

ultrapuro.
» Preservagao e conservacao das amostras para organicos a bordo

O sedimento para as andlises de compostos organicos foi retirado da por¢éo superficial do material
dragado, utilizando espatulas de ago inox e armazenadas nos recipientes de aluminio
descontaminados. As amostras foram preservadas sob refrigeragcédo a 4 °C até seu pré-processamento.
Em laboratério, as amostras foram liofilizadas, armazenadas em potes de aluminio (calcinado) e
aliquotas (cerca de 10g de amostra seca) reservadas para posterior analise e determinacdo de
hidrocarbonetos alifaticos, hidrocarbonetos aromaticos, esterdis, acidos graxos, fendis, aminas,

pesticidas e PCBs.
d) Elementar (C, N e S) e Is6topos estaveis (C e N)

Amostras de 100 g de sedimento foram coletadas em potes plasticos previamente lavados com agua
ultrapura. Essas amostras foram transportadas em cooler com gelo reciclavel para o laboratério, secas
em estufa a 50 °C e acondicionadas em tubos Falcon. Antes da analise, as amostras foram transferidas

em capsulas de estanho e fechadas.

1.3 PROCEDIMENTOS DE ANALISE EM LABORATORIO

1.3.1 Matriz coluna d’agua
a) Nutrientes

As andlises de nutrientes dissolvidos e N e P totais foram realizadas através do Autoanalyzer (SEAL
Analytical) AA3 de fluxo de segmentacao continua. A amostra de agua do mar entra no fluxo dentro de
um sistema Manifold no analisador onde passa por uma série de reagdes, que ao final, produz um
composto colorido. Este composto absorve a luz em um comprimento de onda especifico. Um feixe

monocromatico de luz passa pela amostra e a absorbancia € medida. O espectrometro de UV é
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calibrado por uma série de padroes conhecidos e curvas padrées sao produzidas. A intensidade da cor

produzida por uma amostra é proporcional a concentragao do analito presente.

Para a analise de nutrientes inorganicos dissolvidos, as amostras de &gua foram filtradas em
membranas de 0,45 um de porosidade, enquanto os elementos na fragao total foram analisados a partir
da amostra de agua bruta, sem filtragdo. Todo o material utilizado durante as analises foi lavado com o

uso de Extran 5 % e descontaminado com &cido cloridrico 10 % e agua ultrapura.
> Nitrato e nitrito

Baseado nos métodos descritos por Armstrong et al (1967) e Grasshoff (1983), o procedimento utilizado
para a analise de nitrato e nitrito fundamenta-se na dosagem dos ions nitritos (reag&o de Griess) obtidos
por redugdo quantitativa (maior de 90 %) dos ions nitratos presentes na amostra. Logo, foram medidas
a soma das concentragdes dos ions nitritos e nitratos. O complexo colorido foi lido em um comprimento
de onda de 540 nm. A concentragdo em nitrato foi deduzida subtraindo-se o nitrito original da amostra
da concentragdo de nitrito total dosado (somatério destes NO2 com o NOs reduzido). A redugéo do
nitrato foi efetuada pela passagem da amostra por uma coluna redutora preenchida por grdos de
cadmio tratados com solugéo cuprica (cadmio envelopado com cobre). A eficiéncia desta reducéo foi
determinada através da execugao de duas solugdes equimolares através da coluna, uma contendo
somente nitrato e outra contento somente nitrito. O percentual de nitrato convertido a nitrito resultou no

rendimento da eficiéncia da coluna, assim um fator foi utilizado para calcular a concentragéo de nitrato.

Apds a reducao, o reagente de cor contendo sulfalinamida e dicloridrato de N-(1-naftil)-etilenodiamina
(o qual se complexa com o nitrito) foi adicionado para formar uma solugéo roseada. O fluxo foi entdo

passado com uma flow cell (célula de fluxo) de 10 mm e a absorbancia de 540 nm.

O mesmo método foi empregado para analise de nitrito, exceto que n&o foi necessario o uso da coluna
de cadmio. A concentragdo de nitrato foi calculada em um “canal virtual” pela seguinte equacao,
utilizando a eficiéncia da coluna, NIT e NO2:

A x Recuperacao + B

A+B
Recuperacao

(NIT x ) — NO,

N03 =

NOs = Nitrato (na amostra)

NO:2 = Nitrito (na amostra)

NIT = Nitrogénio inorgéanico total (NOs + NO2) na amostra
A= NOs concentragéo no calibrante misto

B= NO:2 concentragao no calibrante misto

Recuperacao = eficiéncia da coluna (expresso em decimal).
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Os reagentes utilizados nesse procedimento foram:

- Reagente de cor: reagente misto contendo sulfalinamida, acido fosférico e dicloridrato de N-(1-
naftil)-etilenodiamina;

- Cloreto de amoénio.

Foram utilizados 7 pontos para as curvas de calibragao, variando de 0,05 a 6 ymol.L-! para nitrito e de

0,05 a 20 ymol.L" para nitrato, enquanto o LD para estes compostos foi de 0,01 umol.L-".
» Ortofosfato

A analise de ortofosfato foi realizada segundo o método de Murphy e Riley (1962), modificado. Uma
solugdo acida de molibdato de amédnio foi adicionada a amostra filtrada para produzir acido
fosfomolibidico que é na sequéncia reduzido a azul acido seguido da adigdo de &cido ascoérbico. A
intensidade da cor esta diretamente relacionada a concentracdo de fosfato dissolvido na amostra. O
produto da reacao foi passado por uma célula de fluxo (flow cell) de 10 mm e a absorbéancia foi medida

no comprimento de onda de 880 nm.
Os reagentes utilizados nesse procedimento foram:

- Tartarato de Antimoénio e Potassio,
- Molibdato de amoénio,

- Acido ascérbico.

Foram utilizados 7 pontos para as curvas de calibragdo, variando de 0,05 a 6 pmol.L"" para ortofosfato,

enquanto o LD para este composto foi de 0,01 ymol.L-".
» Silicato

O silicato foi analisado utilizando o método modificado de Grasshoff et al. (1983). Uma solugao
acidificada de molibdato de aménio foi adicionada a amostra filtrada para produzir acido silico-
molibdico, o qual entdo foi reduzido ao azul acido silico-molibdoso seguido da adicdo de acido
ascorbico. A quantidade de cor azul produzida é proporcional a quantidade de silicato dissolvido reativo
na amostra. Acido oxalico foi adicionado para inibir a interferéncia de POs. A amostra foi passada em

uma célula de fluxo (flow cell) de 10 mm e a leitura realizada em absorbancia de 820 nm.
Os reagentes utilizados nesse procedimento foram:

- Molibdato de amoénio,
- Acido oxalico,

- Acido ascérbico.

Foram utilizados 7 pontos para as curvas de calibragao, variando de 0,05 a 50 ymol.L" para silicato,

enquanto o LD para este composto foi de 0,01 ymol.L-".

» Nitrogénio amoniacal
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Para a analise de nitrogénio amoniacal foi utilizado o método de reagdes de Berthelot, onde um
complexo colorido azul esverdeado é formado e medido ao comprimento de onda de 660 nm. Um
reagente complexante foi utilizado para prevenir a precipitagdo de hidréxido calcio e magnésio.

Nitroprussiato de soédio foi utilizado para aumentar a sensibilidade. Reagentes alternativos podem ser

utilizados na reagédo com salicilato ou fenato. No LabGAM utilizou-se o salicilato.
Os reagentes utilizados nesse procedimento foram:

- Complexante: reagente misto contendo EDTA, citrato de sddio, nitroprussiato de sédio e Brij,
- Acido dicloro cianurico: acido Dicloroisocianurico e hidréxido de sédio;
- Salicilato de sédio.

Foram utilizados 7 pontos para as curvas de calibragado, variando de 0,05 a 6,0 umol.L-! para nitrogénio

amoniacal, enquanto o LD para este composto foi de 0,01 pmol.L".
> Nitrogénio e fésforo totais

Andlises de nutrientes totais foram realizadas por prévia digestdo com persulfato de potassio de acordo
com Valderrama (1981) e analisadas por fluxo continuo (“Continuous Flow Analysis” - CFA), conforme

métodos para nitrato e ortofosfato descritos anteriormente.

A digestao das amostras foi realizada em frascos de borosilicato, utilizando solugédo de digestdo mista
(4cido bdrico, persulfato de potassio e hidroxido de sédio). As amostras foram levadas a autoclave e
digeridas por 2 h a 115 °C.

Foram utilizados 6 pontos para as curvas de calibragdo, variando de 0,1 a 6,0 ymol L' para nitrito e
fosfato, 0,1 a 20,0 umol.L-" para nitrato, enquanto o LD para estes compostos foi de 0,01 umol.L-' para

nitrito e 0,05 pmol.L-" para nitrato e fosfato.
» Calculos

Os dados foram reportados em micro mols por litro (umol.L"). Os principais célculos de concentragéo
no AA3 sdo executados através da interface do software AACE. Os calculos seguem os principios do

espectrometro, onde:
[X] micro mols/litro = (Absorbancia-branco) x F1 (Fator resposta)

Os valores foram corrigidos por um valor base (drift) estimado no inicio, ao final dos padrdes e ao longo
da corrida, bem como pela agua ultra pura, a recuperacao da eficiéncia da coluna de cadmio (no caso

do nitrato) e a posigéo relativa das amostras na corrida.
b) Metais
» Limpeza do material
Todo o material utilizado nas andlises de metais foi descontaminado em banho acido de HNOs 10 %

por 12 horas. Apos esse periodo, as frascarias e vidrarias foram lavadas com agua ultrapura por trés
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vezes, a fim de remover os residuos de acido e deixados para secar para posterior armazenamento em
local adequado. Os tubos de Teflon utilizados no procedimento de extragdo de metais totais,
particulado, parciais e totais no sedimento foram deixados de molho em solugdo Extran 5 % por, no
minimo, 30 minutos. Os tubos foram, entéo, higienizados na parte interior com esponja prépria e o
Extran removido com agua ultrapura. Posteriormente, foram adicionados 10 mL de HNO3 65 % nos

tubos, os quais foram submetidos ao microondas (rampa de 200 °C por 10 minutos e mantidos a 200

°C por mais 10 minutos) e enxaguados como descrito para a lavagem convencional.
» Preparagao das amostras

Em laboratério, cerca de 1 L das amostras de agua foram filtradas em membrana de acetato de celulose
de porosidade 0,45 um (previamente secas e pesadas), sendo o material retido na membrana e a agua
filtrada separados para analises dos metais para as fragcbes particulada e dissolvida, respectivamente.
Cerca de 500 mL da amostra sem filtragdo foi separada para andlise de metais totais. As aliquotas
correspondentes as analises de metais totais e dissolvidos foram acidificadas com HNO3 65 % ultrapuro
(pH < 2) e armazenadas para posterior extracdo e analise. As membranas com o material particulado
retido foram congeladas e liofilizadas para posterior pesagem e averiguagéo da quantidade do material

particulado, sendo assim armazenadas a vacuo em dessecadores até a extragédo e analise.
» Metais totais na agua

Para a extragdo dos metais totais nas amostras de agua foi utilizado o método EPA 3015A (U.S. EPA,
2007a). Nesse procedimento, uma aliquota de 45 mL da amostra homogeneizada foi transferida para
os tubos de Teflon, com posterior adicdo de 5 mL de &cido nitrico (HNO3 65 %) destilado (Sub-boiling)
em cada amostra. As amostras foram digeridas por meio do forno microondas (CEM, MARS X-
PRESS6), com o uso de uma elevagdo de temperatura até 170 °C em aproximadamente 10 min,
permanecendo nesta temperatura por outros 10 min. Apds o periodo de digestédo e resfriamento dos
tubos, os extratos foram filtrados com filtros quantitativos para a remogédo de qualquer material
particulado. Posteriormente, os extratos foram diluidos (1:5) com HNO3 5 % e acrescidos da solugéo
multi-elementar (10 uyg mL-"; Internal Standard Mix - Bi, Ge, In, Li, Sc, Tb e Y; ©Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) para a correcao de possiveis flutuagdes do sinal analitico. A quantificagdo dos
elementos foi realizada por ICP-MS 7500 cx (©Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), de acordo
com o método EPA 6020A (U.S. EPA, 1998). A curva de calibragéo variou de 0,5 a 300 ug L' utilizando
padrao multielementar (ICP multi-element standard solution XXI for MS, CentiPUR® (©Merck KGaA,

Darmstadt, Hesse, Germany).
» Metais no material particulado em suspensao (MPS)

Para a extragéo dos elementos no MPS retido nas membranas, foi utilizada a digestéo parcial de acordo
com o método EPA 3051A (U.S. EPA, 2007b). Nesse procedimento, os filtros foram adicionados nos
tubos de Teflon para digestéo e extraidos com o uso de 10 mL de acido (HNO3 65 %) destilado (Sub-
boiling). As amostras foram digeridas por meio do forno microondas (CEM, MARS X-PRESS6),

seguindo o respectivo protocolo: 12 rampa de temperatura 25 °C a 175 °C em 5:30 min. e a 22 rampa
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de 25 °C a 175 °C em 4:30 min., ambas em poténcia de 1600 W. Apds o periodo de digestao e
resfriamento dos tubos, os extratos foram filtrados com filtros quantitativos para a remogao de qualquer
material particulado. Posteriormente, os extratos foram diluidos (1:10) com HNOs 5 % e acrescidos da
solugdo multi-elementar (10 yg mL"; Internal Standard Mix - Bi, Ge, In, Li, Sc, Tb e Y; ©Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) para a corre¢do de possiveis flutuagdes do sinal analitico. A
quantificagdo dos elementos foi realizada por ICP-MS 7500 cx (©Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA), de acordo com o método EPA 6020A (U.S. EPA, 1998). A curva de calibragéo variou de 0,5
a 300 pg g utilizando padrao multielementar (ICP multi-element standard solution XXI for MS,
CentiPUR® (©Merck KGaA, Darmstadt, Hesse, Germany).

» Elementos Terras Raras no material particulado em suspensao (MPS)

Para a extracdo dos elementos Terras Raras no MPS retido nas membranas, foi utilizada a digestao
total de acordo com o método EPA 3052 (U.S. EPA, 1996c¢). Nesse procedimento, os filtros foram
adicionados nos tubos de Teflon para digestédo e extraidos com o uso de 9 mL de acido (HNOs 65 %)
destilado (Sub-boiling) e 3 mL de acido fluoridrico (HF). As amostras foram digeridas por meio do forno
microondas (CEM, MARS X-PRESSS6), utilizando a rampa de temperatura descrita no método EPA
3052 (U.S. EPA, 1996¢). Apds essa etapa, foram adicionados 30 mL de acido bérico (HsBOs) a 4% em
cada amostra e os extratos foram novamente levados para digestdo em forno microondas.
Posteriormente, os extratos foram filtrados com filtros quantitativos para a remogao de qualquer material
particulado e diluidos (1:10) com HNO3 5 % e acrescidos da solugdo multi-elementar (10 ug mL™";
Internal Standard Mix - Bi, Ge, In, Li, Sc, Tb e Y; ©Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) para a
correcao de possiveis flutuagdes do sinal analitico. A quantificagao dos elementos foi realizada por ICP-
MS 7500 cx (©Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), de acordo com o método EPA 6020A
(U.S. EPA, 1998). A curva de calibragéo variou de 0,5 a 300 ug g'' utilizando padrdo multielementar
(SpecSol, G21V - ICP 100 mg L™).

> Metais dissolvidos

As amostras filtradas e previamente acidificadas a pH < 2 foram neutralizadas a pH préximo a 7,0 com
o uso de solugdo NaOH 1 M. com adi¢cao de HNO3 destilado (sub-boiling) e armazenada até analise.
Em preparacgdo para analise, a amostra acidificada sera neutralizada com o uso de hidréxido de sodio
(NaOH) com concentragdo de 1 molar (1M). As amostras foram entdo, pré-concentradas através da
passagem em resina catidnica Chelex® 100 — forma Na (©Merck KGaA, Darmstadt, Hesse, Germany).
Os extratos de metais retidos na coluna foram eluidos com solugdo HNO3" 10 %. Entre uma amostra e
outra, foi realizada a lavagem e reativagdo da coluna através de HNOs 10 % e NaOH 1 M.
Posteriormente, 4,95 mL do extrato foram transferidos para os vials de analise e acrescidos da solugao
multi-elementar (10 uyg mL-"; Internal Standard Mix - Bi, Ge, In, Li, Sc, Tb e Y; ©Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) para a correcao de possiveis flutuagdes do sinal analitico. A quantificagdo dos
elementos foi realizada por ICP-MS 7500 cx (©Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), de acordo
com o método EPA 6020A (U.S. EPA, 1998). A curva de calibragéo variou de 0,5 a 300 ug L' utilizando
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padrao multielementar (ICP multi-element standard solution XXI for MS, CentiPUR® (©Merck KGaA,

Darmstadt, Hesse, Germany).
» Especiacado de metais dissolvidos em dispositivos DGT

Com o objetivo de avaliar a concentragéo labil das espécies metalicas presentes na fragdo dissolvida,
foi aplicada a técnica de amostragem passiva baseada em difusdo em filmes finos por gradiente de
concentracdo, DGT (do inglés, Diffusive gradients in thin-film), desenvolvida por Davison e Zhang
(1994). Essa estratégia permite quantificar os elementos em sua forma livre e com complexos
inorganicos e organicos menores, o quais séo frequentemente associados a sua biodisponibilidade e
toxicidade (Davison et al., 2016). Os valores de concentragao de complexos maiores e estaveis, metais
ligados a substancias humicas, coloides e material particulado ndo sdo contempladas pela técnica (dos
Anjos et al., 2017).

Dessa maneira, os dispositivos DGT permitem a separagdo das espécies labeis no local de
amostragem, a partir do emprego de um hidrogel que age como uma camada difusiva, controlando a
transferéncia de massa dos analitos por um gradiente de concentragdo para uma fase ligante sortiva,
onde serado acumulados. A teoria na qual o DGT se baseia tem com base as caracteristicas difusionais
das espécies metalicas e de semimetais em um hidrogel chamado fase difusiva e nas propriedades

sortivas de uma resina, denominada de fase ligante, imobilizada em hidrogel.

Os sistemas DGT utilizados no presente estudo foram compostos por uma tampa e base (pistdo) em
plastico ABS, por uma membrana filtrante em PTFE de 0,45 ym de porosidade, uma fase difusiva
representada por um filme com 0,08 mm de espessura de matriz porosa de hidrogel de agarose 1,5%
(m/v) e uma fase adsortiva contendo resina de troca iénica (Chelex-100) em concentragdo 40% (m/v)
imobilizada em agarose (0,05 mm), segundo esquema apresentado na Figura 2.

Figura 2: Esquema representativo do dispositivo DGT, composto por uma tampa e base (pistédo) em plastico ABS, membrana

de filtragdo em PTFE (0,45 um), fase difusiva composta por hidrogel de agarose (0,08 mm) e fase ligante contendo resina

Chelex-100 imobilizada em hidrogel de agarose (0,05 mm). Adaptado de dos Anjos (2010).

Filtro 0,45 pm
4 <—Hidrogel
A +—Gel — Resina Chelex

Para a realizagdo das medidas, os dispositivos foram montados em laboratério e aplicados em

amostras aquosas (4 L), onde permaneceram por um periodo de 24 h de exposi¢cdo. Em seguida, os
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dispositivos foram recolhidos, desmontados e a fase ligante foi submetida a extragdo com 10,00 mL de
solugdo aquosa de HNOs3 de alta pureza em concentragdo de 1,0 mol L', sendo apos realizada a
determinacao das espécies por espectrometria emissao 6tica em plasma indutivamente acoplado, ICP
OES (Thermo, iCAP 6000). Os calculos das concentragdes finais levaram em consideragdo o
coeficiente de difusdo de cada elemento avaliado, conforme a primeira Lei de difusdo de Fick (Davison
et al., 2016). Para isso foram utilizadas a Equagao 1 e Equacgao 2. A Equacgao 1 refere-se ao calculo da
massa acumulada (M) na fase ligante,

Equacéao 1

Ce(V''+ V) quag
M=%

onde, C. representa a concentragéo determinada por ICP OES, Vo volume da fase ligante, V. o volume
de acido empregado na eluigéo e f. o fator de eluigédo referente a fragdo do metal ligado e liberado. Na

sequéncia a concentracao labil (Cper) é calculada com base na Equagéo 2,

oo MA,
DGT = m Equacao 2

onde, Ag corresponde a espessura da fase difusiva, D ao coeficiente de difusdo para cada analito
baseado na composicdo da fase difusiva, A,, area da janela de exposigéo da tampa do dispositivo e t

o tempo de exposigéao.
c¢) Compostos Organicos
» Limpeza de Vidrarias

Todas as vidrarias utilizadas nas etapas referentes ao tratamento das amostras para compostos
organicos foram submetidas ao procedimento de limpeza, através de banho em detergente Extran (5
%) por pelo menos 24 horas, sendo em seguida abundantemente enxaguadas com agua corrente, agua
ultrapura, acetona e por fim calcinadas em mufla a 450 °C por um periodo de 2 horas. Essa ultima
etapa foi realizada somente para as vidrarias nao calibradas e muflaveis. Todo o material ndo muflavel,
foi lavado com solventes com alto grau de pureza (n-hexano e diclorometano - DCM) antes do seu uso.
Vidrarias com material aderido a parede (tais como vials e baldes de fundo chato) foram sonicadas em
aparelho de ultrassom por, no minimo, 30 minutos, com solu¢do de Extran 5 % e acetona HPLC em
seu interior, para ajudar na remocéo de residuos orgénicos provenientes das amostras. Todo o material

foi protegido com papel aluminio previamente calcinado para armazenamento.

» Extracdo de Hidrocarbonetos, Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) e Marcadores

Lipidicos (esterois e acidos graxos), fendis e aminas em amostras de agua

O processo de extragado organica em amostras de agua foi realizado a partir da extragao liquido-liquido
em funil de separagao, segundo o método EPA 3510C (U.S. EPA, 1996a). Cada amostra foi transferida

para um funil de separagdo, em foram adicionados 60 mL de diclorometano grau HPLC.
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Posteriormente, foram adicionados a amostra as solugdes contendo padrées de recuperacao de acordo

com as analises a serem feitas, que irdo garantir a eficacia do procedimento de extragédo, segundo a

relacdo abaixo:

- Amostras para determinagao de hidrocarbonetos, HPAs e marcadores lipidicos: 50 yL da
solugdo padrdo das parafinas deuteradas n-C20d, n-C24d e n-C30d (100ug mL-), 20 uL da
solugdo padréo de p-terfenil (5,0 ug mL ") e 50 uL da solugédo de androstanol (100ug mL-1);

- Amostras para determinacéo de fendis: 50 yL da solu¢édo padrao de dibromofenol (100 pg.mL-
");
- Amostras para determinacdo de aminas: 50 pL de solugcéo padrao de Trifenilamina + 1-etil-p-

toluidina + 1-4-clorofenil-1,2-fenilenodiamina (100ug.mL-").

- Amostras para determinagdo de pesticas e PCBs: 100uL de uma mistura de padrdes
subrogados para a determinagdo de compostos organoclorados (PCB 103 (C-103N) e PCB 198
(C-198N), AccuStandard, USA).

- Amostras de espuma: 50 uL da solugéo padrao das parafinas deuteradas n-C20d, n-C24d e n-
C30d (100 pg mL-"), 20 uL da solugéo padrao de p-terfenil (5,0 ug mL") e 50 pL da solugdo
padréo de dibromofenol (100 ug mL™").

O funil foi agitado por trés minutos e a amostra decantada por 5 minutos. Apds a decantagao, a fase
organica (fase inferior) foi passada por um funil analitico contendo fibra de vidro e sulfato de sédio
previamente calcinados, e recolhida em baldo de fundo chato. A fase aquosa foi mantida no funil de
separagao para subsequente repeticao da extragdo por mais duas vezes. O extrato bruto (fase organica
total recolhida no final das trés repeticées) contido no baléo foi evaporado até aproximadamente 1 mL
em rotaevaporador (banho-maria com temperatura entre 30 e 40 °C) e o volume final foi transferido
para um vial de 1,5 mL, utilizando uma pipeta de Pasteur de vidro calcinada. O volume contido no vial
foi totalmente seco sob fluxo de nitrogénio. Antes do fracionamento, os analitos de interesse foram

ressuspendidos com os seguintes solventes, de acordo com os analitos de interesse:

- Amostras para analise de hidrocarbonetos, HPAs e marcadores lipidicos: 1 mL de hexano grau
HPLC;

- Amostras de fendis: nao foram ressuspendidas, passaram para o procedimento de silanizagao.
- Amostras de aminas: 1 mL de Acetato de Etila grau HPLC;
- Amostras de espuma: 1 mL de Acetato de Etila grau HPLC.

> Etapa de fracionamento (Clean up)

O fracionamento foi realizado a partir do método otimizado com pipeta de Pasteur de vidro de ponta
curta calcinada, que foi utilizada como microcoluna cromatografica. Para reter a fase sélida, foi

adicionado um chumaco de 14 de vidro descontaminado na ponta da microcoluna, a fim de evitar a
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passagem dos adsorventes. Em seguida, foi adicionada a microcoluna cerca de 1 g de silica desativada
(ativada a 120 °C/12 h e desativada com 5 % de agua milli-Q) e cerca de 0,5 g de alumina ativada.
Apds a montagem da microcoluna, adicionou-se 2 mL de hexano grau HPLC na coluna para lavar os
adsorventes e a fibra de vidro. O extrato foi transferido com o auxilio de uma pipeta de Pasteur de vidro

calcinada, lavando o baldo repetidas vezes com o solvente apropriado para cada eluigdo. Os solventes

utilizados nas 4 elui¢cdes foram:

- F1: 5 mL de hexano grau HPLC, para remocdo da fragdo contendo os hidrocarbonetos

alifaticos;

- F2: 5 mL de uma mistura 1:1 de hexano e diclorometano (grau HPLC), para remogao dos
HPA's;

- F3: 5 mL de acetato de etila grau HPLC, para a remogao dos esterdis;
- F4:5 mL de metanol grau HPLC, para a remocéao dos acidos graxos.

Cada fragao foi recolhida separadamente em vial de vidro calcinado de 8 mL com a parte interna da
tampa protegida por papel aluminio e evaporada a 1 mL sob fluxo de N2. As fragbes F1 e F2 foram
ressuspendidas e transferidas para vials de 1,5 mL utilizando no total 1 mL de hexano e armazenadas
em congelador até a analise. A fragdo F3 foi armazenada em congelador até a etapa de silanizagao,
enquanto a F4 foi ressuspendida e transferida para um tubo de ensaio de vidro utilizando cerca de 1

mL de tolueno grau HPLC e armazenada em congelador até a etapa de metilagéo.
» Etapa de derivatizagao (silanizagao) de fendis e esteréis (F3)

Foram adicionados 50 pyL do agente BSTFA:TMCS (99:1) a cada vial previamente seco sob fluxo de
N2. Essa solugao foi aquecida a 60 °C em estufa por 1 hora, para formar os derivados trimetilsilanos
(TMS) dos analitos, secas sob fluxo de N2, adicionado 1 mL de hexano e armazenada em congelador

até a analise.
» Etapa de metilagdo de acidos graxos (F4)

A cada extrato da fragdo F4 adicionou-se 2 mL de solugéo de cloreto de acetila e metanol (1: 10), os
quais foram mantidos em estufa por 12 h a 60 °C. Posteriormente, adicionou-se a amostra 1 mL de
diclorometano grau HPLC e 1 mL de solugdo 10 % de KCI para extracéo da fase organica. A mistura
foi submetida a agitagdo em vortex por 30 segundos e centrifugada por 2 minutos a 2000 RPM para
obter uma melhor divisdo entre as fases organica e aquosa. A fase organica (inferior) foi retirada e
submetida a passagem em uma microcoluna de vidro (pipeta de Pasteur de vidro calcinada) contendo
sulfato de sodio anidro PA calcinado, recolhendo-se o eluato final apds trés processos de extragado em
vial de 8 mL. O eluato foi seco sob fluxo de N2, ressuspendido e transferido para vial de 1,5 mL com 1

mL de hexano grau HPLC.
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» Quantificagao de hidrocarbonetos, HPAs e marcadores lipidicos

Antes da analise, foi adicionado padrdo interno deuterado de alcanos (n-C16d) e HPAs (6 HPAs
deuterados) nas respectivas fragdes. Para a quantificagdo de biomarcadores como terpanos, esterdis
e acidos presentes nas fragdes F3 e F4, foi utilizado o alfa-colestano como padrao interno e androstanol

como surrogates (5 yg mL1).

A quantificagcéo e identificagdo dos compostos foi realizada através de um cromatégrafo a gas com
detector por ionizagdo em chama e por cromatografo a gas acoplado a espectrdmetro de massas 5975¢
(GC/MS EPA 8270; U.S. EPA, 2007), ambos equipados com auto amostradores CTC Combi Pal, injetor
Split/splitless e coluna capilar DB-5MS (30 m x 0,250 mm x 0,25 ym). A curva analitica para a
determinagao de alcanos e HTP foi preparada a partir de um mix padrao de alcanos (n-C8 — C40) na
faixa de concentragdo de 0,5 a 50,0 yg mL' com padronizagdo interna (n-C16d — 5 ug mL"). A
programacgao de temperatura foi configurada com a temperatura inicial de 60 °C por 1 min, entdo 6 °C
/ min até 300 °C por 30 min. Para as determinacgdes utilizando-se GC-MS, as condi¢bes foram as
mesmas citadas, com o acréscimo dos pardmetros de temperaturas do injetor, interface, fonte de ions
e quadrupolo: 300 °C; 300 °C, 200 °C e 150 °C, respectivamente. A quantificacdo dos HPAs também
foi realizada por curva analitica via padronizagao interna. As curvas analiticas foram construidas na
faixa de concentragdo de 5 a 1000 ng mL-! utilizando como padrao interno uma solugdo contendo 5
HPA deuterados (naftaleno-d8, acenafteno-d10, fenantreno-d10, criseno-d12 e perileno-d12) na
concentragdo de 100 ng mL-". Os ions utilizados para a quantificagdo 16 HPA prioritarios, assim como
dos seus respectivos padrdes internos, estdo descritos na Tabela 7. Os HPAs foram determinados
através do monitoramento full scan (m/z 50-550) e do monitoramento de ions selecionados (SIM),
seguindo as seguintes caracteristicas: temperatura inicial de 40 °C por 2 min, com taxas de
aquecimento de 25 °C / min até 100 °C, 5° C / min até 230 °C, 2 °C / min até 270 °C mantidos por 5
min e 5 °C / min até a temperatura final de 300 °C. Para a determinagéo dos biomarcadores lipidicos
foram utilizadas curvas analiticas com padrbes auténticos para esterdis e acidos graxos. As curvas
analiticas para esterois e acidos variaram de 0,5 ug mL-' a 20 ug mL-". Os padrdes de acidos graxos
utilizados foram preparados a partir de um material certificado de referéncia contendo 37 acidos graxos
saturados e insaturados (FAME mix / TraceCERT CRM47885 — SUPELCO). Para a quantificacdo de
esterdis e terpendides foram utilizados os padrbes certificados de dihidrocolesterol, colesterol,
estigmastanol, 5a-colestan-3-ona, 5-alfa-colestano, coprostanol, 3beta-taraxerol, campesterol,
lanosterol, 3beta-hidroxi-5alfa-androstano, b-sitosterol, e estigmasterol. Os demais compostos
identificados foram determinados em fungédo do padrao interno adicionado, devido a inexisténcia de
padrées comerciais referentes as classes a serem avaliadas. A identificagcdo dos compostos foi
realizada pela comparagdo com injecdo de solugdes contendo padrées auténticos e consulta a

biblioteca de espectros de massas NIST do equipamento.

Tabela 2: lons de quantificagdo dos 16 HPAs e padrdes internos.
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PADRAO 'ONS D[E PADRAO INTERNO 'ONS D[E
QUANTIFICACAO (M/Z) QUANTIFICACAO (M/Z)
Naftaleno 128 Naftaleno-d8 136
Acenaftileno 152 Acenafteno-d10 162, 164
Acenafteno 152, 154 Acenafteno-d10 162, 164
Fluoreno 165, 166 Acenafteno-d10 162, 164
Fenantreno 178 Fenantreno-d10 188
Antraceno 178 Fenantreno-d10 188
Fluoranteno 202 Fenantreno-d10 188
Pireno 202 Criseno-d12 236, 240
Benzo(a)antraceno 228 Criseno-d12 236, 240
Criseno 228 Criseno-d12 236, 240
Benzo(b)fluoranteno 252, 253 Perileno-d12 260, 264
Benzo(k)fluoranteno 252, 253 Perileno-d12 260, 264
Benzo(a)pireno 252, 253 Perileno-d12 260, 264
Indeno(1,2,3-cd)pireno 276, 278 Perileno-d12 260, 264
Dibenzo(a,h)antraceno 278, 279 Perileno-d12 260, 264
Benzo(g,h,i)perileno 276, 277 Perileno-d12 260, 264
p-Terfenil-d14 240, 244 Criseno-d12 236, 240

> Quantificacado de fenois

A quantificagdo dos compostos fendlicos foi realizada mediante curvas de calibragdo construidas com
padrdes analiticos na faixa de concentragdo que foram divididas dentro da faixa de 0,125 a 1000 pL-"
de uma solugdo mix de fendis (aquilados, nitro e clorofenosis). Para amostras mais concentradas, curvas
analiticas foram construidas em niveis superiores de concentragéo, na ordem de mg L, ou utilizou-se
o0 método de diluicdo como alternativa para quantificagdo. Parametros de mérito foram determinados
tais como, faixa linear, coeficientes de correlagao, precisao e limites de deteccido e quantificacao de
maneira a avaliar o desempenho do método proposto para a determinagao de compostos fendélicos em
agua. Coeficientes de correlagéo (r?) superiores a 0,99 para cada analito foram utilizados como critério
de qualidade. Frascos contendo apenas agua ultrapura e reagentes derivatizantes foram submetidos a
extragao e analise como controle e critério de qualidade e rastreabilidade dos processos analiticos.
Também foi avaliada diariamente a precisdo da curva analitica através de cross check, inje¢cao de
padrées em diferentes concentragbes como carta controle. A quantificagdo e identificagao dos
compostos foi realizada através de um cromatégrafo a gas acoplado com detector por ionizagédo em
chama (FID) acoplados em série, equipado com injetor split/splitless, (GC-FID, método EPA 5021A;
U.S. EPA, 2014).

» Condigdes instrumentais do GC-FID

Os parametros experimentais utilizados para as analises no GC-FID foram os seguintes: coluna DB-

5MS 30 m x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de espessura de filme, programa de temperatura
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(70 °C durante 5 minutos, aquecimento até 120°C / 8°C min-', até 135 °C / 2 °C min™' e finalmente até
280 °C / 8 °C min"). Hélio foi utilizado como gas de arraste com a vazao de 2,0 mL min'. O injetor foi

mantido a 270 °C com purga de septo constante e programado para retornar a modo split apés 3
minutos do inicio da corrida sob a vazédo de 50 mL min-'. O detector FID foi programado a 280 °C.

» Quantificagdo de aminas

A determinacado quantitativa das aminas foi realizada por cromatografia em fase gasosa equipado com
um espectrOmetro de massas e amostrador automatico (GC/MS EPA 8270; U.S. EPA, 2007). A injegao
foi realizada no modo splitless, (ativagdo em 40 s em 280 °C), utilizando o Hélio como gas de arraste
(1 mL min'). A temperatura do forno foi programada de 90 °C (1 min) a 120 °C a 10 °C min' e, em
seguida, a 320°C a 6°C min"', mantendo a temperatura final durante 15 min. As colunas analiticas
utilizadas foram: DB-5 de 30m, ID 0,25 mm e espessura de filme 0,25 mm (J & W Scientific). O GC-
MSD foi operado no modo eV El, full scan (40-550 uma), temperaturas de fonte de ions e de linha de
transferéncia de ions de 220 e 280°C, respectivamente. Para a quantificagdo de aminas foram utilizados
padrdes de alta pureza dos seguintes compostos: N-Etill-p-toluidina; Trifenilamina; 6-cloro-3-metil-1-[2-
piridinil]-1H-i e N-(4-clorofenil)-1,2-fenil-enediamina

» Condigdes instrumentais do cromatégrafo gasoso com detector de massa (GC/MS)

- Coluna cromatografica capilar de 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno com fase

de 5 % fenil / 95%metil siloxano e 0,25 ym de espessura do filme;
- Gas carreador: hélio
- Temperatura da fonte: 200 °C
- Impacto eletronico: 70 eV
- Temperatura da Interface: 280 °C
- Temperatura do injetor: 280 °C
- Volume de injegéo: 3 uL

- Programacao temperatura: temperatura inicial de 50 °C por 2 minuto, 35 °C min-' até 100 °C,

10 °C min-' até 310 °C e isotérmico por 10 minutos.

» Compostos organoclorados (OCs)

A metodologia para a extragdo das amostras de agua foi baseada no protocolo EPA 3510C (U.S. EPA,
1996a). A etapa de extracdo das amostras de agua foi realizada no Laboratério de Geoquimica
Ambiental (LabGAm), da Universidade Federal do Espirito Santo. Aproximadamente 8 L de 4gua foram
extraidos em funil de separagao liquido-liquido, adicionando-se 60 mL de diclorometano (DCM) a cada

2 L de amostra, seguido por homogeneizagdo por 3 min e posterior decantagdo. Esse processo foi
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repedido 3 vezes. Nesta etapa também foi adicionado 1 mL da mistura de padrées subrogados (PCB
103, 0,025 ng uL™', e PCB 198, 0,025 ng pL'; C-103N e C-198N da AccuStandard, New Haven, CT,
USA). A fase aquosa foi descartada e a fase organica concentrada no rotavapor rotativo a vacuo até 1
mL, aproximadamente. Por fim, o extrato foi transferido para um vial e seco em Nitrogénio para o

transporte das amostras até o Laboratério de Geoquimica e Poluigdo Marinha (LaGPoM), do Centro de

Estudos do Mar, da Universidade Federal do Parana.

No LaGPoM, as amostras foram ressuspendidas com 1 mL de uma mistura de DCM e n-hexano (3:7,
v:v) e foi realizada a etapa de purificagdo por cromatografia de adsorgdo em coluna. As colunas foram
preparadas com sulfato de sodio e 3,2 g de alumina 5 % desativada com agua Milli-Q® (extraida 5 vezes
com n-hexano, para assegurar a auséncia de possiveis interferentes organicos). A eluigao foi realizada
com 20 mL da mistura de DCM e n-hexano (3:7, v:v). Em seguida, os extratos foram novamente
concentrados em rotavapor e transferidos para ampolas de vidro. Por fim, foram adicionados 100 pL
de uma solugdo de tetracloro-m-xileno (TCMX, 0,25 ng uL'; M-8082-SS-10X, da AccuStandard, New

Haven, CT, USA). O volume final foi ajustado resultando em um extrato de 250 uL.

Para a determinacdo dos OCs, 2 yL dos extratos purificados foram injetados em um cromatégrafo a
gas Agilent GC 7890 A acoplado a um espectrémetro de massa (Agilent 5975C inert MSD with Triple-
Axis Detector), no modo SIM (System lon Monitoring), equipado com coluna capilar Agilent 19091J-
433, com 30 m de comprimento, 250 ym de didmetro interno e fase estacionaria de 5 % fenil-metil-
siloxano com 0,25 pm de espessura do filme. O gas de arraste foi o Hélio (grau de pureza 99,995%). A
rampa de aquecimento utilizada na separagao dos compostos teve inicio em 75 °C, permanecendo por
3 min, quando comegou a subir a uma taxa de 15 °C min-' até atingir 150 °C, depois aumentou até 260
°C a uma taxa de 2 °C min-' e entao subiu até 300 °C a uma taxa de 20 °C min-', mantendo-se estavel

nessa temperatura por 10 min, totalizando 75 min.
» Quantificagao e controle analitico dos organoclorados (OCs)

Os OCs bifenilas policloradas (PCBs) e pesticidas organoclorados (POCs) analisados sao os descritos
na Resolugdo Conama 357/05 para agua salina. A quantificagao foi realizada a partir da integracao das
areas dos picos de fragmentos de ions especificos (m/z) utilizando o sistema de aquisi¢do de dados
Agilent Enhanced Chemstation (G1701 CA). Os OCs foram identificados através da comparacao dos
tempos de retengédo e m/z especificos com os resultados obtidos do padrdao subrogado (PCB 103 e
PCB 198) de cada amostra e da curva de calibragéo (5, 10, 25, 50 e 75 pg uL', r2 > 0,995) das misturas
de padréao externos (PCBs: C-WNN e C-WCFS; POCs: AE-00010, da AccuStandard, USA).

Brancos de campo foram analisados a fim de detectar interferentes e/ou contaminantes durante os
procedimentos de coleta, extragdo e purificagdo. Na detecgdo de interferentes, os mesmos foram
descontados dos valores registrados nas amostras. Além dos brancos de campo, brancos laboratoriais
(1 mL da mistura de DCM e n-hexano (3:7, v:v)) foram analisados a cada grupo de 12 amostras de
agua, a fim de identificar a presenga de contaminantes durante o procedimento laboratorial do LaGPoM.

Estes ndo indicaram interferéncias externas que justificasse a ado¢do de medidas corretivas nos
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procedimentos adotados no LaGPoM. Para estimar perdas ou ganhos de massa dos compostos
analisados durante o procedimento analitico, o calculo da recuperagéo dos padrées subrogados PCB
103 e PCB 198 foi feita a partir da relagao das suas quantidades obtidas com a quantidade adicionada
de padrao interno TCMX. As recuperag¢des médias dos padrbes subrrogados nas amostras foram 42 +
10% (PCB 103), 48 + 13% (PCB 198) e 40 £ 6% (PCB 103), 46 £ 7% (PCB 198), no ano 1 e no ano de
transigdo, respectivamente, consideradas aceitaveis para validagdo do método analitico. O limite de
deteccdo (DL) instrumental adotado foi de 0,062 ng L', calculado a partir da menor concentragdo
detectavel (pg uL-"), multiplicada pelo volume final do extrato (250 L), e dividida pelo volume de agua
(8 L) extraido.

» Contaminantes Emergentes

Todos os solventes utilizados (metanol, cloroférmio, acetato de etila, acetonitrila,
diclorometano, acetona e hexano) possuem pureza adequada (grau HPLC) para a
determinagdo de concentragbes em nivel trago de compostos organicos. Os compostos de
interesse investigados nesse trabalho foram estriol (E3), 17-B-estradiol (E2), estrona (E1),
ibuprofeno (IBU), 4-octilfenol (OCT), 4-nonilfenol (NON), triclosan (TCL), bisfenol-A (BPA),
diclofenaco (DIC), coprostanol (COP) e estigmastanol (ETG). Além destes, foi utilizado como
padrao interno deuterado o composto bisfenol-A-D16. Todos apresentam pureza superior a
95% e foram adquiridos da Sigma-Aldrich. As solugbes-estoque e trabalho foram preparadas
diluindo em metanol os padrdes solidos. Os valores das concentragdes individuais séo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Concentragéo das solugdes estoque e trabalho preparadas individualmente em metanol.

Analitos Estoque Trabalho
(ng/mL) (ng/mL)

Estriol 120 1,20
17-B- Estradiol 120 1,20
Estrona 90 0,90
Ibuprofeno 100 1,00
Octilfenol 100 1,00
Nonilfenol 110 1,10
Triclosan 130 1,30
Bisfenol A 130 1,30
Diclofenaco 110 1,10
Coprostanol 100 1,00
Atrazina deuterada 100 1,00
Estigmastanol 110 1,10

O derivatizante N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida com trimetiltriclorosilano (BSTFA/TMCS

99:1) também foi adquirido da Sigma-Aldrich.
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e Analise cromatografica

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatdgrafo a gas acoplado a um espectrometro
de massas (GC-MS) modelo TQ8040 da marca Shimadzu. As injegbes no GC foram feitas com o auxilio

de um amostrador automatico modelo AOC-5000 Plus e o volume injetado foi de 1,0 pL.

A temperatura de aquecimento do forno do GC iniciou em 100° C e o mesmo foi aquecido numa razao
de 8° C/min até atingir 300° C e assim permaneceu por 10 min. Com esse programa de aquecimento

a corrida cromatografica teve uma duragao de 35 min para cada amostra injetada.

O injetor foi operado a 300° C no modo splitless e a coluna cromatografica era uma DB-5ms (Agilent)
com as seguintes caracteristicas: 30 m de comprimento, 0,25 mm de espessura e revestida com um
filme de 0,25 ym de espessura contendo 5% fenil e 95% dimetil-polisiloxano. Como gas de arraste foi

empregado hélio com 99,999% de pureza e vazao de 1,0 mL/min.

O espectrometro de massas possui um analisador de massas que é do tipo triplo quadrupolo
e foi operado no modo FAAST, do inglés Fast Automated Scan/SIM Type, ou seja, a analise
das massas foi realizada simultaneamente nos modos de aquisicao scan (varredura completa)
e SIM (monitoramento seletivo de ions) apds a ionizagao por impacto de elétrons. A linha de
transferéncia e a fonte de ions permaneceram com temperaturas constantes a 300° C e 250°

C, respectivamente.
o Derivatizagdo dos contaminantes emergentes

A derivatizacdo dos compostos de interesse se deu a partir da adigao de 1,0 mL de solugao
trabalho na concentragédo de 1,0 ug/mL em um vial de 2,0 mL. Evaporou-se todo o metanol
(solvente em que foram preparados os compostos-alvo) em um concentrador rotativo a vacuo
(RVC 2-18 CD, Christ) a 60° C por aproximadamente 20 min. Apds a secagem total do
solvente adicionou-se 20 uL do derivatizante N,O-Bis(trimetilsilihtrifluoroacetamida com
trimetiltriclorosilano (BSTFA/TMCS 99:1). Em seguida, o vial foi vedado e a reacdo de
derivatizacao foi realizada em forno micro-ondas doméstico, na poténcia de 840 W, durante 5
min (MACHADO, 2015). Ao finalizar essa etapa, o volume foi completado para 1,0 mL com

hexano e injetado no GC-MS.

e Armazenamento e preparo das amostras aquosas

Para cada ponto de amostragem foi coletado individualmente 1 L de agua superficial e de fundo
empregando frascos em vidro dmbar previamente descontaminados. Os frascos foram totalmente
preenchidos com agua, selados com papel aluminio calcinado, tampados e mantidos sob refrigeragao
(4° C) até a realizagdo do procedimento de extragdo. E importante salientar que as amostras nao foram

acidificadas ou adicionado qualquer tipo de conservante.
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Uma vez no laboratério, as amostras aquosas foram filtradas a vacuo em membranas de acetato de

celulose com porosidade de 0,45 ym. Para isso, foi empregado um sistema de filtracdo Nalgene em

polisulfona com capacidade de 0,25 L acoplado a uma bomba de vacuo isenta de 6leo.
e Extracdo dos contaminantes emergentes

Apoés a filtragao das amostras, a extragao dos contaminantes emergentes foi realizada em cartuchos
de extracdo em fase sélida (SPE) Oasis HLB (Hydrophilic/Lipophilic-Balance) da empresa Waters
contendo 500 mg de fase sorvente e 6 mL de capacidade. Esse tipo de cartucho possui como fase
sélida um sorvente misto, contendo um polimero lipofilico (divinilbenzeno) combinado com um polimero
hidrofilico (n-vinilpirrolidina). Em seguida, os cartuchos foram conectados a um sistema de
processamento manifold denominado Vacuelut que consiste em uma camara de vidro resistente ao
vacuo e um conjunto de pegas e conexdes em teflon (PTFE), que por sua vez foram conectados aos

frascos com as amostras e aos cartuchos de SPE (Figura 3).

Figura 3: Extragdo dos analitos através dos cartuchos de SPE.

O sistema foi conectado aos frascos com as amostras por meio de tubos Visiprep em PTFE a fim de
permitir a passagem continua de todo o volume de amostra pelo cartucho de SPE. Esse sistema
permitiu trabalhar de maneira continua e limpa, uma vez que todos os tubos e conexdes utilizados sao
constituidos por materiais com baixa capacidade sortiva dos compostos organicos minimizando assim

problemas de contaminacéo e efeito de memdéria (MACHADO, 2015).

Montado todo o aparato, o procedimento de extragdo seguiu os seguintes passos: primeiramente, a
fase estacionaria dos cartuchos foi condicionada com duas aliquotas de 3,0 mL de metanol, seguida
por duas aliquotas de 3,0 mL de agua ultrapura (Milli-Q). Apds essa etapa, o volume total das amostra
foi eluido através do cartucho sob vazdo controlada de 6 mL/min. E importante ressaltar que
imediatamente apd6s a etapa de condicionamento dos cartuchos de SPE, iniciou-se a extragdo dos
analitos a fim de que a fase sorvente permanecesse Umida durante todo o procedimento de extragao e

se evitasse a formagao de caminhos preferenciais. Apds o término da extragéo, os cartuchos ainda
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Uumidos foram embalados com papel aluminio e mantidos sob refrigeracdo (4° C), até a eluicdo e

determinagdo cromatografica.
e Eluicdo dos analitos contidos nos cartuchos de SPE

A eluicao dos analitos também foi realizada com o auxilio do sistema Vacuelut através da adigdo de
duas aliquotas de 2,5 mL de metanol, seguida de uma aliquota de 2,0 mL de acetonitrila. Os eluatos
foram recolhidos em tubos de ensaio com capacidade para 10 mL e levados a um evaporador rotativo
a vacuo para completa secagem do solvente no concentrador rotativo a vacuo (MACHADO et al., 2016;
SODRE; LOCATELLI; JARDIM, 2010).

o Derivatizagdo dos contaminantes emergentes

Apds a secagem do solvente, foram adicionados aos tubos de ensaio 20 yL de agente derivatizante
BSTFA. Em seguida, todos os tubos foram tampados e submetidos a aquecimento em forno micro-
ondas doméstico por 5 min em 840 W de poténcia. Aos tubos foi adicionado 1,0 mL de hexano e o
volume transferido para um vial de 2 mL de capacidade providos de tampa com septo, para posterior
determinagéo por GC-MS (MACHADO, 2015).

e Curvas analiticas dos contaminantes emergentes

As curvas analiticas foram construidas a partir da diluicao da solugdo trabalho contendo a
mistura dos compostos de interesse, em sete niveis de concentracao: 5, 10, 20, 40, 80, 120
e 160 ng/mL (n=3). A concentracdo do padrdo interno, atrazina deuterada, foi mantida
constante a 100 ng/mL para todos os niveis das curvas analiticas. O preparo e a injegao das
solugdes se deram no mesmo dia. A regressao linear das curvas analiticas foi obtida a partir
do calculo da razao entre a area do pico do composto (AA) pela area do pico do padrao interno
(API).

» Carbono organico dissolvido (COD)

As analises de carbono organico dissolvido (COD) foram realizadas nas amostras de agua apés o
processo de filtragdo em membranas de 0,45 ym. Para tal, as amostras foram submetidas a combustéo
e posterior quantificagdo através do equipamento TOC-L SHIMADZU, no médulo TOCL-TNM. Esse
modulo utiliza a oxidagdo por combustao catalitica em temperaturas préximas a 720 °C. O sistema
possui um detector de infravermelho nao dispersivel (NDIR). O gas carreador utilizado foi o ar artificial
4.7 (99,997%).

O equipamento é capaz de analisar amostras aquosas com relagao aos teores de carbono total (TC),
carbono inorganico (IC), carbono orgénico total (TOC) e carbono organico nao purgavel (NPOC) em
concentragdes na faixa de 4,0 ug/L a 30.000 mg/L. No caso das andlises realizadas no admbito do
PMBA/Fest-RRDM, foram reportados os resultados de TOC, os quais foram obtidos a partir das

diferengas entre as concentragoes de TC e IC. As solugdes padroes estoque utilizadas foram de 1000
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mg C/L preparadas com biftalato de potéssio (CsHsKOa4) para as determina¢des de TC e com NaHCOs

e Na2COs para as determinagodes de IC.
d) Isétopos estaveis (C, N) no material particulado

Os filtros contendo o material particulado foram cortados em circulos de 9 mm de didmetro e
descarbonatados em atmosfera de HCI fumegante PA dentro de um dessecador por 16 horas. As
amostras permaneceram a 60 °C em estufa de secagem por 8 horas e os filtros contendo cerca de 5
mg de material particulado foram encapsulados em capsulas de estanho para posterior inje¢cdo no EA-
EMRI.

As determinacdes da 613C do carbono orgéanico total (COT) e 815N do nitrogénio total (NT) foram
realizadas através do analisador elementar Flash EA acoplado ao espectrometro de massas de razao
isotopica Delta V Plus, da marca Thermo. Foram introduzidos dois pulsos do gas de referéncia (N2)
com intensidade de 7000 mV no inicio de cada corrida e dois pulsos do gas de referéncia (CO2) com
intensidade de 14000 mV no final da corrida. Os gases de referéncia foram previamente calibrados a
partir do valor médio obtido apds 10 determinagdes do padrao certificado IAEA USGS40. Os resultados
de 515N e 0 613C sao expressos em per mil (%o), calculados de acordo com o valor do segundo pulso

do seu respectivo gas de referéncia. Os valores sdo reportados como a média de duas injegdes.

As condigbes instrumentais para a determinacao dos is6topos de carbono e nitrogénio podem ser

consultadas na Tabela 4.

Tabela 4: Condigbes do AE-EMRI para determinagéo de 613C e 615N.
INSTRUMENTO ESPECIFICAGCOES
Analisador Elementar (EA) — Modelo Flash EA, série
1112.

Equipamentos Espectrémetro de Massas de Razao Isotdpica —

Modelo Delta V Plus. Fabricante: Thermo Scientific.
Estacao de dados: Isodat 3.0
Preenchido com 6xido de cobalto, cobre metalico e
Forno de Combustao
6xido de cromo

Gases e Fluxos

Referéncia (CO2 e N2) 150 mL min-"!
Carreador (He) 110 mL min-"!
Oxidagéo (O2) 200 mL min-!
Temperatura

Forno de combustéo 1020 °C

O limite de detecgao e de quantificagao das analises de 813C e 815N estao relacionados a amplitude
do sinal produzido pelo analito, que foi estimado em = 500 mV (LD). Para garantir a qualidade analitica
dos resultados, o padrao certificado IAEA USGS40 foi injetado a cada 6 injegbes (ou 3 amostras), sendo

aceito um desvio menor que + 0.5 %e.
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1.3.2 Matriz sedimento superficial
a) Nutrientes
> Especiagao de foésforo (incluindo orto-fosfato em agua intersticial)

O método utilizado para a especiagao do fésforo baseia-se nos procedimentos descrito por Anschutz e
Deborde (2016), que consiste em uma extragdo sequencial para a mensuragéo de fosforo ligado a
diferentes fragbes. Para tanto, foram realizadas as etapas de extragao utilizando reagentes com graus

de intensidade crescente, a fim de liberar o fésforo associado as fragdes descritas na Tabela 5.

Todo o material utilizado no processo de analise foi descontaminado a partir de banho em acido
cloridrico 5% por 24 h e agua ultra pura. Antes do procedimento, as amostras de sedimento foram
liofilizadas até a completa remogao da umidade para posterior maceragao e pesagem. As leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro UV-VIS AJX-6100PC, em comprimento de onda de 885 A para todas

as leituras e curvas de acordo com a metodologia de Murphy e Riley (1962) para reacao colorimétrica.

Tabela 5: Descrigdo das fragdes, matrizes, tipo de extragao, extratante utilizado, tempo de reacéo e pH estimado para cada

umas das fragdes analisadas.

FRACAO . .
: MATRIZ EXTRATOR (TEMPO) REACAO QUIMICA PH
EXTRAIDA
. - Agua o
HPO4u4 intersticial - - in situ
intersticial

F1: P-trocavel Solugéo tampéo: NaHCOs3

Desorgao sem atividade

(fracamente Sedimentos + H20 . o ~7-8
bacteriana em agua artificial
adsorvido) (24 h)
Reducgao de 6xidos de
F2: P-ligada ao ) Ascorbato (20 g/L)
Sedimentos ferro(lll) amorfo e 8
ferro (1ll) amorfo (24h)
dissociagao do P.
Ditionito citrato Dissociagao de 6xido de
F3: P-ligado ao
o Sedimentos bicarbonato - CDB Fe(lll) redutivel e P 7
ferro (Il) cristalino
(4 h) associado.
F4: P-ligado a
) ) ) ) NHA4CI (2M) Dissociagao da
hidroxiapatita Sedimentos . ) . . 7
L (16 h) hidroxiapatita e P associado
autigénica
F5: P-ligado a
apatita Acetato de Sddio Dissociagdo da apética
Sedimentos 4
carbonatica (16 h) carbonatica e P associado
autigénica
F6: P-ligado a
) . . HCI (1M) Dissociagao acida de
apatita detrital e Sedimentos . 25
(16 h) carbonatos e apatita
carbonato
H2S04 (18M) Dissociagéo acida da
F7: P-organico ~0

(16 h) matéria organica
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A fragcdo correspondente a agua intersticial foi coletada in situ através do método apropriado com o

intuito de manter a integridade da amostra e garantir que a aliquota que esta sendo extraida seja

verdadeiramente a agua que se armazena entre os poros dos sedimentos.

Ja as fragbes 1 e 2 dos sedimentos foram realizadas separadamente, ndo fazem parte do processo

sequencial, mas sao fragdes iniciais do montante total que vai contemplar o fésforo total.
Os reagentes colorimétricos utilizados foram:

- R1 - Molibdato de Aménio ((NH,)sMo,0,, - 4 H,0);
- R2-H2S042,5mol L

- R3 - Antimonio tartarato de potassio

- R4 - Acido Ascérbico

Os procedimentos realizados para cada fragdo estdo descritos a seguir. Para cada fracdo, além das

amostras 3 brancos da solugéo extratante passaram pelo processo completo.

- HPOy intersticial: A agua intersticial foi removida do sedimento através da centrifugagdo com
0 uso de tubos de polipropileno de 50 mL (tipo FALCON). O sobrenadante foi filtrado em
membrana de acetato de celulose de 0,45 um. As amostras foram diluidas com agua ultrapura

(1: 10) e a leitura foi realizada 5 minutos apés a adicdo de R1+R2+R3+R4.

- Fragao F1 P-trocavel: Cerca de 50 mg de amostra macerada e homogeneizada foi pesada em
tubos Falcon (50 mL), seguindo da adigdo de 50 mL da agua tampao (NaHCOs3 + H20). Essa
solugao foi mantida em agitagao por 24 h. Apés esse periodo, as amostras foram centrifugadas
por 15 minutos a 4000 RPM. Posteriormente, as amostras foram diluidas em agua ultrapura

(1:10) e a leitura foi realizada 5 minutos ap6s a adigdo de R1+R2+R3+R4.

- Fragao F2 P-ligado ao ferro (lll) amorfo: Cerca de 100 mg da amostra macerada e
homogeneizada foi pesada em tubos de 15 mL, seguindo da adi¢do de 10 mL da solucéo de
ascorbato. Essa solugao foi mantida em agitacdo por 24 h. Apds esse periodo, as amostras
foram centrifugadas por 15 min a 4000 RPM. Posteriormente, as amostras foram diluidas em

solugdo HCI 0,2 M (1:10) e a leitura foi realizada 5 minutos apds a adigdo de R1+R2+R3 e R4.

- Fracao F3 P-ligado ao ferro (lll) cristalino: Cerca de 100 mg da amostra macerada e
homogeneizada foi pesada em tubos de 15 mL. Posteriormente, foram adicionados em cada
amostra 0,5625 g de diotinito (Na2S204), 10 mL da solugao de CDB (solugéo de citrato de sodio
e bicarbonato de sodio areada por 15min com N2) e cada amostra foi borbulhada com N2
individualmente por 5 segundos. Os tubos foram fechados e agitados em vértex para soltar os
solidos aderidos a parede do tubo. A mistura foi mantida em agitagéo por 4 h e, posteriormente,
centrifugada por 15 min a 4000 RPM. As amostras foram diluidas em solugdo HCI 0,2 M (1:10)
e mantidas em descanso por 24h, para a degradagéo do ditionito. Apds este periodo, a leitura
foi realizada 5 minutos apos a adicao de R1+R2+R3 e R4. O restante do extrato foi descartado

cuidadosamente dos tubos e adicionou-se 10 ml de MgCl. para lavar as amostras. Os tubos
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fechados foram passados no voértex e centrifugados. O cloreto de magnésio foi cuidadosamente

descartado para dar andamento as etapas seguintes.

- Fracao F4 P-ligado a hidroxiapatita autigénica: 10 mL da solugdo de NH4Cl (2M) foram
adicionados nas amostras e mantidas em agitagdo por 16h. Apds esse periodo, as amostras
foram centrifugadas por 15 min a 4000 RPM e diluidas em solugado HCI 0,2 M (1:10). A leitura
foi realizada 5 minutos apds a adicao de R1+R2+R3 e R4. O restante do extrato foi descartado
cuidadosamente dos tubos e adicionou-se 10 ml de MgCl. para lavar as amostras. Os tubos
fechados foram passados no voértex e centrifugados. O cloreto de magnésio foi cuidadosamente

descartado para dar andamento as etapas seguintes.

- Fracgao F5 P-ligado a apatita carbonatica autigénica: 10 mL da solugdo de acetato de sédio
(1M) foram adicionados as amostras e mantidas sob agitacdo por 16h. Apds esse periodo, as
amostras foram centrifugadas por 15 min a 4000 RPM e diluidas em solugao HCI 0,2 M (1:10).
A leitura foi realizada 5 minutos apds a adicdo de R1+R2+R3 e R4. O restante do extrato foi
descartado cuidadosamente dos tubos e adicionou-se 10 ml de MgClz para lavar as amostras.
Os tubos fechados foram passados no vortex e centrifugados. O cloreto de magnésio foi

cuidadosamente descartado para dar andamento as etapas seguintes.

- Fragado F6 P-ligado a apatita detrital e carbonato: 10 mL da solugdo HCI (1M) foram
adicionados as amostras e nos tubos destinados aos brancos e mantidos sob agitagéo por 16h.
Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas por 15 min a 4000 RPM e diluidas em
agua ultrapura (1:10). A leitura foi realizada 5 minutos apos a adicdo de R1+R2+R3 e R4. O
restante do extratato foi descartado cuidadosamente dos tubos e adicionou-se 10 ml de agua
ultrapura para lavar as amostras. Os tubos fechados foram passados no vortex e centrifugados.

A agua foi cuidadosamente descartada para dar andamento as etapas seguintes.

- Fragao F7 P-organico: Apoés lavada as amostras de acordo com o indicado no procedimento
anterior, foi utilizado o vortex para soltar as amostras da parede dos tubos e, em seguida,
adicionou-se 2,5 ml de H2SO4 concentrado nas amostras. Apods resfriados, os tubos foram
mantidos em agitacédo por 16 h. Outros tubos de 15 mL contendo 7,5 mL de agua ultra pura
resfriada foram preparados, seguindo a mesma nomenclatura. Finalizadas as 16h, o conteudo
dos tubos com acido e amostras foi transferido para os tubos com agua ultrapura resfriada. Em
temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas por 15 min a 4000 RPM e diluidas em

agua ultrapura (1:50). A leitura foi realizada 3 horas ap6s a adigdo de R1+R3 e R4.
b) Metais
> Metais no sedimento — extracao parcial

Para analise de metais no sedimento foi utilizada a extragéo parcial segundo método EPA 3051A (U.S.
EPA, 2007a). Nesse procedimento, 0,25 g de sedimento previamente liofilizado, macerado (gral e pistilo

de agata) e homogeneizado foram adicionados nos tubos Teflon para extragao, sendo adicionados 10
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mL de HNOs 65 % destilado (Sub-boiling). As amostras foram digeridas por meio do forno microondas
(CEM, MARS X-PRESS6), seguindo o respectivo protocolo: 12 rampa de temperatura 25°C a 175°C em
5:30min. e a 22 rampa de 25°C a 175°C em 4:30min., ambas em poténcia de 1600 W. Apds o periodo
de digestdo e resfriamento dos tubos, os extratos foram filtrados com filtros quantitativos para a
remocao de qualquer material particulado. Posteriormente, os extratos foram diluidos (1:30) com HNOs3
5 % e acrescidos da solugado multi-elementar (10 ug mL-*; Internal Standard Mix - Bi, Ge, In, Li, Sc, Tb
e Y; ©Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) para a corregédo de possiveis flutuagdes do sinal
analitico. A quantificagdo dos elementos foi realizada por ICP-MS 7500 cx (©Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA), de acordo com o método EPA 6020A (U.S. EPA, 1998). A curva de calibragao
variou de 0,5 a 300 ug g utilizando padrao multielementar (ICP multi-element standard solution XXI
for MS, CentiPUR® (©Merck KGaA, Darmstadt, Hesse, Germany).

> Elementos Terras Raras no sedimento — extragao total

Para a extracao dos elementos Terras Raras no sedimento, foi utilizada a digestao total de acordo com
o método EPA 3052 (U.S. EPA, 1996c). Nesse procedimento, 0,25 g de sedimento previamente
liofilizado, macerado (gral e pistilo de agata) e homogeneizado foram adicionados nos tubos de Teflon
para digestao e extraidos com o uso de 9 mL de &cido (HNOs 65 %) destilado (Sub-boiling) e 3 mL de
acido fluoridrico (HF). As amostras foram digeridas por meio do forno microondas (CEM, MARS X-
PRESSS6), utilizando a rampa de temperatura descrita no método EPA 3052 (U.S. EPA, 1996¢). Apos
essa etapa, foram adicionados 30 mL de &cido bodrico (H3BO3) a 4% em cada amostra e os extratos
foram novamente levados para digestdo em forno microondas. Posteriormente, os extratos foram
filtrados com filtros quantitativos para a remogéo de qualquer material particulado e diluidos (1:10) com
HNOs 5 % e acrescidos da solugdo multi-elementar (10 ug mL-"; Internal Standard Mix - Bi, Ge, In, Li,
Sc, Tb e Y; ©Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) para a corregéo de possiveis flutuagdes do
sinal analitico. A quantificagdo dos elementos foi realizada por ICP-MS 7500 cx (©Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA), de acordo com o método EPA 6020A (U.S. EPA, 1998). A curva de calibragao
variou de 0,5 a 300 ug g utilizando padrdo multielementar (SpecSol, G21V — ICP 100 mg L-").

» Extragao sequencial de metais no sedimento

A analise de metais nas diferentes fragdes presentes nos sedimentos foi realizada através da extracao
sequencial proposta por Tessier et al. (1979) (Tabela 6). Este método propde a quantificagdo de metais
presentes em 5 fragbes distintas obtidas pela eluigdo sequencial de uma mesma amostra sedimentar.
Os metais nos diferentes extratos obtidos foram quantificados em ICP-MS 7500 cx (©Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA), de acordo com o método EPA 6020A (U.S. EPA, 1998).

Tabela 6: Fracdes, etapas de extracdo e componentes obtidas pelo método de extragdo sequencial proposto por Tessier et. al.

(1979).
- . COMPONENTES SEDIMENTARES
FRACOES ETAPAS DE EXTRACAO .
EXTRAIDOS
F1 - Trocavel MgCl21M,pH7,1h fons trocaveis
F2 — Adsorvida/ NaOAc 1 M, pH 5 (HOAc), 5 h fons adsorvidos, carbonatos
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COMPONENTES SEDIMENTARES

FRAGOES ETAPAS DE EXTRAGCAO R
EXTRAIDOS

Carbonatica
. NH20HHCI 0,04 M, em HOAc 25% . R
F3 - Redutivel Oxidos de ferro e manganés
(v/v), 6 h,96°C

H20230%, pH 2 (HNOs), 5 h, 85°C

F4 - Sulfidica/ Sulfetos/
L NH40Ac 3,2 M, em HNO3 20% L.
Organica Organicos
(v/v),0,5h
. Metais ligados em minerais
F5 - Residual HF — HNO3 — H202

litogénicos

A abertura das amostras foi realizada com o uso de aproximadamente 1 g de sedimento previamente

seco (liofilizado) e homogeneizado (macerado em grau e pistilo de agata) seguindo as seguintes etapas

descritas por Tessier (1979):

F1 — Trocavel: O sedimento foi extraido a temperatura ambiente por 1 h com a adigao de 8 mL
da solugéo de cloreto de magnésio (MgClz 1M; pH 7,0) com agitagdo continua em agitador
magnético. Posteriormente, o extrato foi centrifugado a 3000 RPM por 15 minutos, filtrado em
filtro qualitativo e o sedimento remanescente foi armazenado em geladeira para as etapas

seguintes.

F2 - Adsorvida/Carbonatica: O residuo da F1 foi extraido a temperatura ambiente com 8 mL
de NaOAc 1M, pH ajustado a 5,0 com o uso de acido acético (HOAc) com agitagdo continua
em agitador magnético por um periodo de 5h. Posteriormente, o extrato foi centrifugado a 3000
RPM por 15 minutos e filtrado em filtro qualitativo. O sedimento remanescente foi lavado com
10 mL de cloreto de magnésio (MgClz) 1M, centrifugado novamente a 3000 RPM por 15 minutos

e separado para as etapas seguintes.

F3 — Redutivel (Ligados a 6xidos de Fe-Mn): O residuo da F2 foi extraido com adigdo 20 mL
de NH20H-HCI 0,04 M (solugao preparada em acido acético - HOAc 25% (v/v). A mistura foi
condicionada em temperatura a 96 + 3°C por 6 horas utilizando Banho Maria e agiatada
ocasionalmente ao longo desse periodo. Posteriormente, o extrato foi centrifugado a 3000 RPM
por 15 minutos e filtrado em filtro qualitativo. O sedimento remanescente foi lavado com 10 mL
de cloreto de magnésio (MgCI2) 1M, centrifugado novamente a 3000 RPM por 15 minutos e

separado para as etapas seguintes.

F4 - Sulfidical orgénica: O residuo da F3 foi extraido com a adigdo de 3 mL de acido nitrico
(HNO3) 0,02 M e 5 mL de peréxido de hidrogénio (H202) 30%, com o pH ajustado para 2 com
HNOs. A mistura foi aquecida em banho maria a 85 + 2 °C por 2 h com agitagdo ocasional.
Apos esse periodo, foram adicionados 3 mL de peroxido de hidrogénio (30 %; pH ajustado a
2,0 com HNO3) e a mistura foi novamente aquecida a 85 + 2 °C por 3 h com agitagao
intermitente. Ap6s o resfriamento, foram adicionados 5 mL de acetato de amdnio (3,2 M;

NH4OAc) (solugdo preparada em HNOs3 20% (v/v) e a amostra foi diluida a 20 mL com agua
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ultrapura e continuamente agitada por 30 minutos. O extrato foi centrifugado a 3000 RPM por

15 minutos e filtrado em filtro qualitativo e o sedimento remanescente foi mantido em geladeira

para a realizagao da ultima etapas.

- F5 — Residual: O sedimento residual da F4 foi liofilizado e macerado (em grau e pistilo de
agata). 250 mg desse material foi adicionado nos tubos Teflon para extragdo, sendo
adicionados 8 mL de agua-régia 3: 1 (v/v) de acido cloridrico: acido nitrico em cada amostra.
As amostras foram digeridas por meio do forno microondas (CEM, MARS X-PRESS6), segundo
o método EPA 3051A (U.S. EPA, 2007a). Apos o periodo de digestao e resfriamento dos tubos,
os extratos foram filtrados com filtros quantitativos para a remocgido de qualquer material

particulado.

Para quantificagcdo, os extratos resultantes de cada fragdo foram diluidos (1:30) com HNO3 5 % e
acrescidos da solugdo multi-elementar (10 ug mL-"; Internal Standard Mix - Bi, Ge, In, Li, Sc, Tb e Y;
©Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) para a corre¢cdo de possiveis flutuagées do sinal
analitico. A quantificagdo dos elementos foi realizada por ICP-MS 7500 cx (©Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA), de acordo com o método EPA 6020A (U.S. EPA, 1998). A curva de calibragao
variou de 0,5 a 300 pg g utilizando padrao multielementar (ICP multi-element standard solution XXI
for MS, CentiPUR® (©Merck KGaA, Darmstadt, Hesse, Germany).

c) Compostos organicos
» Limpeza de Vidrarias

Todas as vidrarias utilizadas nas etapas referentes ao tratamento das amostras para compostos
organicos foram submetidas ao procedimento de limpeza, através de banho em detergente Extran (5
%) por pelo menos 24 horas, sendo em seguida abundantemente enxaguada com agua corrente, agua
ultrapura, acetona e por fim calcinadas em mufla a 450 °C por um periodo de 2 horas. Essa ultima
etapa foi realizada somente para as vidrarias nao calibradas e muflaveis. Todo o material ndo muflavel,
foi lavado com solventes com alto grau de pureza (n-hexano e diclorometano - DCM) antes do seu uso.
Vidrarias com material aderido a parede (tais como vials e baldes de fundo chato) foram sonicadas em
aparelho de ultrassom por, no minimo, 30 minutos, com solugao de Extran 5 % e Acetona HPLC em
seu interior, para ajudar na remogao de residuos organicos e pigmentos provenientes das amostras.

Todo o material foi protegido com papel aluminio previamente calcinado para armazenamento.

» Extracdo de Hidrocarbonetos, Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) e Marcadores
Lipidicos (esterois e acidos graxos), fendis e aminas em amostras de sedimento

e Processamento das amostras

As amostras de sedimento recebidas apds as campanhas de coleta foram armazenadas em freezer até
os procedimentos laboratoriais para analise. As amostras foram liofilizadas e posteriormente
homogeneizadas por maceragao com auxilio de grau e pistilo de agata. As metodologias utilizadas para
a extragéo e determinagao de hidrocarbonetos, HPAs e biomarcadores lipidicos foram baseadas nos
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protocolos EPA 3540C (U.S. EPA, 1996b), EPA 8270D (U.S. EPA, 2007). Aproximadamente 10 g de
sedimento liofilizado macerado e 2 g de cobre ativado para a remocédo de enxofre molecular foram

adicionados em cartuchos de celulose. A fim de verificar a eficiéncia de extracdo foram as seguintes

solugdes padrao a amostra:
- 20 pL de solugado padrao de p-terfenil (5,0 ug mL™");
- 50 pL de solugdo padrao das parafinas deuteradas n-C20d, n-C24d e n-C30d (100 pug mL™");
- 50 pL de solugdo padrao de dibromofenol (100 ug mL").
- 50 pL de solugao padrao de androstanol (100 ug mL-1).

- 50 pL de solugdo padréao de Trifenilamina + 1-etil-p-toluidina + 1-4-clorofenil-1,2-

fenilenodiamina (100 ug mL-").

As amostras foram extraidas no equipamento de Soxhlet automatico utilizando 90 mL de uma solugao
9:1 de diclorometano e metanol (grau HPLC), por 4 horas cada ciclo. O extrato bruto foi transferido para
um baléo de fundo chato, utilizando pipeta de Pasteur de vidro calcinada, lavando o béquer 3 vezes
com solugdo 9:1 de diclorometano e metanol (grau HPLC). Posteriormente, o extrato bruto sofreu
processo de evaporacdo até aproximadamente 1 mL em rotaevaporador (banho-maria com
temperatura entre 30 e 40 °C), o qual foi transferido para um vial de 1,5 mL, utilizando uma pipeta de
Pasteur de vidro calcinada, lavando 3 vezes o baldo utilizado com solugédo 9:1 de diclorometano e
metanol (grau HPLC). O volume contido no vial foi totalmente seco sob fluxo de nitrogénio. Os analitos
de interesse foram ressuspendidos adicionando 1 mL de hexano grau HPLC para a etapa de
fracionamento. Os extratos para as determinagdes de aminas ndao sdo submetidos ao processo de

fracionamento.
» Etapa de fracionamento (Clean up)

O fracionamento foi realizado a partir do método otimizado com pipeta de Pasteur de vidro, ponta curta
calcinada, que foi utilizada como microcoluna cromatografica. Para reter a fase sdlida foi adicionado
um chumaco de la de vidro descontaminada na ponta da microcoluna, a fim de evitar a passagem dos
adsorventes. Em seguida, foi adicionada a microcoluna cerca de 1 g de silica desativada (ativada a 120
°C/12 h e desativada com 5 % de agua milli-Q) e cerca de 0,5 g de alumina ativada. Apés a montagem
da microcoluna, adicionou-se 2 mL de hexano grau HPLC na coluna para lavar os adsorventes e a fibra
de vidro. O extrato ressuspendido foi transferido com o auxilio de uma pipeta Pasteur de vidro
calcinada, lavando o balao repetidas vezes com o solvente apropriado para cada eluigao. Os solventes

utilizados nas 4 eluigdes foram:
- F1:5mL de hexano grau HPLC, para eluigdo da fracdo contendo os hidrocarbonetos alifaticos;
- F2:5mL de uma mistura 1:1 de hexano e diclorometano (grau HPLC), para eluigdo dos HPA's;

- F3: 5 mL de acetato de etila grau HPLC, para a eluigdo dos esterdis;
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- F4:5 mL de metanol grau HPLC, para a eluigdo dos acidos graxos.

Cada fragao foi recolhida separadamente em vial de vidro calcinado de 8 mL com a parte interna da
tampa protegida por papel aluminio e evaporada a 1 mL sob fluxo de N2. As fragbes F1 e F2 foram
ressuspendidas e transferidas para vials de 1,5 mL utilizando no total 1 mL de hexano e armazenadas
em congelador até a analise. A fragdo F3 foi armazenada em congelador até a etapa de silanizagao,
enquanto a F4 foi ressuspendida e transferida para um tubo de ensaio de vidro utilizando cerca de 1

mL de tolueno grau HPLC e armazenada em congelador até a etapa de metilagéo.
> Etapa de derivatizagao (silanizagao) de fendis e esteréis (F3)

Foram adicionados 50 pL do agente BSTFA:TMCS (99:1) a cada vial previamente seco sob fluxo de
N2. Essa solugao foi aquecida a 60 °C em estufa por 1 hora, para formar os derivados trimetilsilanos
(TMS) dos analitos, secas sob fluxo de Nz e adicionado 1 mL de hexano e armazenada em congelador
até a analise.

» Etapa de metilacdo de &cidos graxos (F4)

A cada extrato da fragdo F4 adicionou-se 2 mL de solugéo de cloreto de acetila e metanol (1: 10), os
quais foram mantidos em estufa por 12 h a 60 °C. Posteriormente, adicionou-se a amostra 1 mL de
diclorometano grau HPLC e 1 mL de solugédo 10 % de KCI para extragdo da fase organica. A mistura
foi submetida a agitagdo em vortex por 30 segundos e centrifugada por 2 minutos a 2000 RPM para
obter uma melhor divisdo entre as fases organica e aquosa. A fase organica (inferior) foi retirada e
submetida a passagem em uma microcoluna de vidro (pipeta Pasteur de vidro calcinada) contendo
sulfato de sédio anidro PA calcinado, recolhendo-se o eluato final apds trés processos de extragdo em
vial de 8 mL. O eluato foi seco sob fluxo de N2, ressuspendido e transferido para vial de 1,5 mL com 1

mL de hexano grau HPLC.
» Quantificagao de hidrocarbonetos, HPAs e marcadores lipidicos

Antes da analise, foi adicionado padrao interno deuterado de alcanos (n-C16d) e HPA (6 HPA
deuterados) nas respectivas fragdes. Para a quantificagdo de biomarcadores como terpanos, esterois
e acidos presentes nas fragdes F3 e F4, foi utilizado o alfa-colestano como padrao interno e androstanol

como surrogates (5 yg mL1).

A quantificagcéo e identificagdo dos compostos foi realizada através de um cromatégrafo a gas com
detector por ionizagdo em chama e por cromatografo a gas acoplado a espectrdmetro de massas 5975¢
(GC/MS EPA 8270; U.S. EPA, 2007), ambos equipados com auto amostradores CTC Combi Pal, injetor
Split/splitless e coluna capilar DB-5MS (30 m x 0.250 mm x 0.25 ym). A curva analitica para a
determinagao de alcanos e HTP foi preparada a partir de um mix padrao de alcanos (n-C8 — C40) na
faixa de concentragdo de 0,5 a 50,0 yg mL™' com padronizagdo interna (n-C16d — 5 ug mL"). A
programacgao de temperatura foi configurada com a temperatura inicial de 60 °C por 1 min, entdo 6 °C
/ min até 300 °C por 30 min. Para as determinagdes utilizando-se GC-MS, as condi¢gbes foram as

mesmas citadas, com o acréscimo dos pardmetros de temperaturas do injetor, interface, fonte de ions
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e quadrupolo: 300 °C; 300 °C, 200 °C e 150 °C, respectivamente. A quantificacdo dos HPAs também
foi realizada por curva analitica via padronizagao interna. As curvas analiticas foram construidas na
faixa de concentragdo de 5 a 1000 ng mL-! utilizando como padréo interno uma solugdo contendo 5
HPA deuterados (naftaleno-d8, acenafteno-d10, fenantreno-d10, criseno-d12 e perileno-d12) na
concentragdo de 100 ng mL-". Os ions utilizados para a quantificagdo 16 HPA prioritarios, assim como
dos seus respectivos padrdes internos, estdo descritos na Tabela 7. Os HPAs foram determinados
através do monitoramento full scan (m/z 50-550) e do monitoramento de ions selecionados (SIM),
seguindo as seguintes caracteristicas: temperatura inicial de 40 °C por 2 min, com taxas de
aquecimento de 25 °C / min até 100 °C, 5° C / min até 230 °C, 2 °C / min até 270 °C mantidos por 5
min e 5 °C / min até a temperatura final de 300 °C. Para a determinagédo dos biomarcadores lipidicos
foram utilizadas curvas analiticas com padrbes auténticos para esterdis e acidos graxos. As curvas
analiticas para esterois e acidos variaram de 0,5 ug mL-' a 20 yg mL-'. Os padrdes de acidos graxos
utilizados foram preparados a partir de uma mistura contendo 37 acidos graxos saturados e
insaturados. Para a quantificagdo de esterdis e terpendides foram utilizados os padrdoes de
dihidrocolesterol, colesterol, estigmastanol, 5a-colestan-3-ona, 5-alfa-colestano, coprostanol, 3beta-
taraxerol, campesterol, lanosterol, 3beta-hidréxi-5alfa-androstano, b-sitosterol, e estigmasterol. Os
demais compostos identificados foram determinados em fungédo do padrao interno adicionado, devido
a inexisténcia de padrées comerciais referentes as classes a serem avaliadas. A identificacdo dos
compostos foi realizada pela comparagdo com inje¢do de solugdes contendo padrdes auténticos e

consulta a biblioteca de espectros de massas NIST do equipamento.

Tabela 7: ions de quantificacdo dos 16 HPAs e padrdes internos.

PADRAO NS D[E PADRAO INTERNO ONS D[E
QUANTIFICACAO (M/Z) QUANTIFICACAO (M/z)
Naftaleno 128 Naftaleno-d8 136
Acenaftileno 152 Acenafteno-d10 162, 164
Acenafteno 152, 154 Acenafteno-d10 162, 164
Fluoreno 165, 166 Acenafteno-d10 162, 164
Fenantreno 178 Fenantreno-d10 188
Antraceno 178 Fenantreno-d10 188
Fluoranteno 202 Fenantreno-d10 188
Pireno 202 Criseno-d12 236, 240
Benzo(a)antraceno 228 Criseno-d12 236, 240
Criseno 228 Criseno-d12 236, 240
Benzo(b)fluoranteno 252, 253 Perileno-d12 260, 264
Benzo(k)fluoranteno 252, 253 Perileno-d12 260, 264
Benzo(a)pireno 252, 253 Perileno-d12 260, 264
Indeno(1,2,3-cd)pireno 276, 278 Perileno-d12 260, 264
Dibenzo(a,h)antraceno 278, 279 Perileno-d12 260, 264
Benzo(g,h,i)perileno 276, 277 Perileno-d12 260, 264
p-Terfenil-d14 240, 244 Criseno-d12 236, 240

> Quantificacado de fenois
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A quantificagdo dos compostos fendlicos foi realizada mediante curvas de calibragdo construidas com
padrdes analiticos na faixa de concentragao que foram divididas dentro da faixa de 0,125 a 1000 uL-1
de uma solugéo mix de fendis (aquilados, nitro e clorofendis). Para amostras mais concentradas, curvas
analiticas foram construidas em niveis superiores de concentragéo, na ordem de mg L-1, ou utilizou-se
o método de diluigdo como alternativa para quantificagdo. Parametros de mérito foram determinados
tais como, faixa linear, coeficientes de correlagdo, precisdo e limites de deteccao e quantificacdo de
maneira a avaliar o desempenho do método proposto para a determinagédo de compostos fendlicos em
agua. Coeficientes de correlagao (r2) superiores a 0,99 para cada analito foram utilizados como critério
de qualidade. Frascos contendo apenas agua ultrapura e reagentes derivatizantes foram submetidos a
extragdo e analise como controle e critério de qualidade e rastreabilidade dos processos analiticos.
Também foi avaliada diariamente a precisdo da curva analitica através de cross check, injecao de
padrées em diferentes concentragcbes como carta controle. A quantificagdo e identificagdao dos
compostos foi realizada através de um cromatégrafo a gas acoplado com detector por ionizagdo em
chama (FID) acoplados em série, equipado com injetor split/splitless, e lampada de cripténio de 10,6
eV (GC-FID, método EPA 5021A; U.S. EPA, 2014).

» Condigdes instrumentais do GC-FID

Os parametros experimentais utilizados para as analises no GC-FID foram os seguintes: coluna DB-
5MS 30 m x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de espessura de filme, programa de temperatura
(70 °C durante 5 minutos, aquecimento até 120°C / 8°C min-', até 135 °C / 2 °C min™' e finalmente até
280 °C / 8 °C min-"). Hélio foi utilizado como gas de arraste com a vazao de 2,0 mL min-'. O injetor foi
mantido a 270 °C com purga de septo constante e programado para retornar a modo split apds 3

minutos do inicio da corrida sob a vazao de 50 mL min-'. O detector FID foi programado a 280 °C.
> Quantificacdo de aminas

A determinagao quantitativa das aminas foi realizada por cromatografia em fase gasosa equipado com
um espectrometro de massas e amostrador automatico (GC/MS EPA 8270; U.S. EPA, 2007). A injegéao
foi realizada no modo splitless, (ativacdo em 40 s em 280 °C), utilizando o Hélio como gas de arraste
(1 mL min'). A temperatura do forno foi programada de 90 °C (1 min) a 120 °C a 10 °C min' e, em
seguida, a 320°C a 6°C min-!, mantendo a temperatura final durante 15 min. As colunas analiticas
utilizadas foram: DB-5 de 30m, ID 0,25 mm e espessura de filme 0,25 mm (J & W Scientific). O GC-
MSD foi operado no modo eV El, full scan (40-550 uma), temperaturas de fonte de ions e de linha de
transferéncia de ions de 220 e 280°C, respectivamente. Para a quantificacdo de aminas foram utilizados
padrées de alta pureza dos seguintes compostos: N-Etill-p-toluidina; Trifenilamina; 6-cloro-3-metil-1-[2-
pridinil]-1H-i € N-(4-clorofenil)-1,2-fenil-enediamina.

» Condigdes instrumentais do cromatégrafo gasoso com detector de massa (GC/MS)

- Coluna cromatogréfica capilar de 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno com fase

de 5 % fenil / 95%metil siloxano e 0,25 ym de espessura do filme;

Relatoério Anual 2021 — PMBA/Fest-RRDM 36



° & RIO
raFEST DOCE
Fundacio Espirito-santense de Tecnologla MI\R

- Gés carreador: hélio

- Temperatura da fonte: 200 °C

- Impacto eletrénico: 70 eV

- Temperatura da Interface: 280 °C

- Temperatura do injetor: 280 °C

- Modo de injegéao: split, razdo do split 1/10
- Volume de injegdo: 1 uL

- Programacao temperatura: temperatura inicial de 50 °C por 2 minuto, 35 °C min-! até 100 °C,

10 °C min-' até 310 °C e isotérmico por 10 minutos.
» Contaminantes Emergentes

Todos os solventes utilizados (metanol, cloroférmio, acetato de etila, acetonitrila, diclorometano,
acetona e hexano) possuem pureza adequada (grau HPLC) para a determinagéo de concentragbes em
nivel traco de compostos organicos. Os compostos de interesse investigados nesse trabalho foram
estriol (E3), 17-B-estradiol (E2), estrona (E1), ibuprofeno (IBU), 4-octilfenol (OCT), 4-nonilfenol (NON),
triclosan (TCL), bisfenol-A (BPA), diclofenaco (DIC), coprostanol (COP) e estigmastanol (ETG). Além
destes, foi utilizado como padrao interno deuterado o composto bisfenol-A-D16. Todos apresentam
pureza superior a 95% e foram adquiridos da Sigma-Aldrich. As solugdes-estoque e trabalho foram
preparadas diluindo em metanol os padrdes sdlidos. Os valores das concentracdes individuais sao

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Concentragéo das solugdes estoque e trabalho preparadas individualmente em metanol.

Analitos Estoque Trabalho
(ng/mL) (ng/mL)
Estriol 120 1,20
17-B- Estradiol 120 1,20
Estrona 90 0,90
Ibuprofeno 100 1,00
Octilfenol 100 1,00
Nonilfenol 110 1,10
Triclosan 130 1,30
Bisfenol A 130 1,30
Diclofenaco 110 1,10
Coprostanol 100 1,00
Atrazina deuterada 100 1,00
Estigmastanol 110 1,10

O derivatizante N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida com trimetiltriclorosilano (BSTFA/TMCS 99:1)

também foi adquirido da Sigma-Aldrich.
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¢ Analise cromatografica

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatdgrafo a gas acoplado a um espectrémetro
de massas (GC-MS) modelo TQ8040 da marca Shimadzu. As injegdes no GC foram feitas com o auxilio

de um amostrador automatico modelo AOC-5000 Plus e o volume injetado foi de 1,0 pL.

A temperatura de aquecimento do forno do GC iniciou em 100° C e o mesmo foi aquecido numa razao
de 8° C/min até atingir 300° C e assim permaneceu por 10 min. Com esse programa de aquecimento

a corrida cromatografica teve uma duragao de 35 min para cada amostra injetada.

O injetor foi operado a 300° C no modo splitless e a coluna cromatografica era uma DB-5ms (Agilent)
com as seguintes caracteristicas: 30 m de comprimento, 0,25 mm de espessura e revestida com um
filme de 0,25 uym de espessura contendo 5% fenil e 95% dimetil-polisiloxano. Como gas de arraste foi

empregado hélio com 99,999% de pureza e vazao de 1,0 mL/min.

O espectrédmetro de massas possui um analisador de massas que é do tipo triplo quadrupolo e foi
operado no modo FAAST, do inglés Fast Automated Scan/SIM Type, ou seja, a analise das massas foi
realizada simultaneamente nos modos de aquisi¢ao scan (varredura completa) e SIM (monitoramento
seletivo de ions) apds a ionizagao por impacto de elétrons. A linha de transferéncia e a fonte de ions

permaneceram com temperaturas constantes a 300° C e 250° C, respectivamente.
e Derivatizagédo dos contaminantes emergentes

A derivatizagado dos compostos de interesse se deu a partir da adicédo de 1,0 mL de solugao trabalho
na concentragdo de 1,0 ug/mL em um vial de 2,0 mL. Evaporou-se todo o metanol (solvente em que
foram preparados os compostos-alvo) em um concentrador rotativo a vacuo (RVC 2-18 CD, Christ) a
60° C por aproximadamente 20 min. Apdés a secagem total do solvente adicionou-se 20 pyL do
derivatizante N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida com trimetiltriclorosilano (BSTFA/TMCS 99:1). Em
seguida, o vial foi vedado e a reacao de derivatizagéo foi realizada em forno micro-ondas doméstico,
na poténcia de 840 W, durante 5 min (MACHADO, 2015). Ao finalizar essa etapa, o volume foi

completado para 1,0 mL com hexano e injetado no GC-MS.
e Armazenamento e preparo das amostras aquosas

Para cada ponto de amostragem foi coletado individualmente 1 L de agua superficial e de fundo
empregando frascos em vidro dmbar previamente descontaminados. Os frascos foram totalmente
preenchidos com agua, selados com papel aluminio calcinado, tampados e mantidos sob refrigeragao
(4° C) até a realizacdo do procedimento de extragdo. E importante salientar que as amostras nao foram

acidificadas ou adicionado qualquer tipo de conservante.

Uma vez no laboratério, as amostras aquosas foram filtradas a vacuo em membranas de acetato de
celulose com porosidade de 0,45 um. Para isso, foi empregado um sistema de filtragao Nalgene em

polisulfona com capacidade de 0,25 L acoplado a uma bomba de vacuo isenta de 6leo.

e Extracdo dos contaminantes emergentes

Relatoério Anual 2021 — PMBA/Fest-RRDM 38



rede
el F E S T plo
Fundacio Espirito-santense de Tecnologla MI\R
Apés a filtracdo das amostras, a extragdo dos contaminantes emergentes foi realizada em cartuchos
de extracdo em fase sélida (SPE) Oasis HLB (Hydrophilic/Lipophilic-Balance) da empresa Waters
contendo 500 mg de fase sorvente e 6 mL de capacidade. Esse tipo de cartucho possui como fase
s6lida um sorvente misto, contendo um polimero lipofilico (divinilbenzeno) combinado com um polimero
hidrofilico (n-vinilpirrolidina). Em seguida, os cartuchos foram conectados a um sistema de
processamento manifold denominado Vacuelut que consiste em uma camara de vidro resistente ao

vacuo e um conjunto de pegas e conexdes em teflon (PTFE), que por sua vez foram conectados aos

frascos com as amostras e aos cartuchos de SPE (Figura 4).

Figura 4: Extragédo dos analitos através dos cartuchos de SPE.
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O sistema foi conectado aos frascos com as amostras por meio de tubos Visiprep em PTFE a fim de
permitir a passagem continua de todo o volume de amostra pelo cartucho de SPE. Esse sistema
permitiu trabalhar de maneira continua e limpa, uma vez que todos os tubos e conexdes utilizados sao
constituidos por materiais com baixa capacidade sortiva dos compostos organicos minimizando assim

problemas de contaminagéo e efeito de memédria (MACHADO, 2015).

Montado todo o aparato, o procedimento de extracdo seguiu os seguintes passos: primeiramente, a
fase estacionaria dos cartuchos foi condicionada com duas aliquotas de 3,0 mL de metanol, seguida
por duas aliquotas de 3,0 mL de agua ultrapura (Milli-Q). Apos essa etapa, o volume total das amostra
foi eluido através do cartucho sob vazdo controlada de 6 mL/min. E importante ressaltar que
imediatamente apos a etapa de condicionamento dos cartuchos de SPE, iniciou-se a extragao dos
analitos a fim de que a fase sorvente permanecesse Umida durante todo o procedimento de extracao e
se evitasse a formagao de caminhos preferenciais. Apds o término da extracao, os cartuchos ainda
Umidos foram embalados com papel aluminio e mantidos sob refrigeracdo (4° C), até a eluicdo e

determinagdo cromatografica.
e Eluicdo dos analitos contidos nos cartuchos de SPE

A eluicdo dos analitos também foi realizada com o auxilio do sistema Vacuelut através da adi¢do de
duas aliquotas de 2,5 mL de metanol, seguida de uma aliquota de 2,0 mL de acetonitrila. Os eluatos

foram recolhidos em tubos de ensaio com capacidade para 10 mL e levados a um evaporador rotativo
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a vacuo para completa secagem do solvente no concentrador rotativo a vacuo (MACHADO et al., 2016;
SODRE; LOCATELLI; JARDIM, 2010).

e Derivatizagédo dos contaminantes emergentes

Apébs a secagem do solvente, foram adicionados aos tubos de ensaio 20 yL de agente derivatizante
BSTFA. Em seguida, todos os tubos foram tampados e submetidos a aquecimento em forno micro-
ondas doméstico por 5 min em 840 W de poténcia. Aos tubos foi adicionado 1,0 mL de hexano e o
volume transferido para um vial de 2 mL de capacidade providos de tampa com septo, para posterior
determinagéo por GC-MS (MACHADO, 2015).

e Curvas analiticas dos contaminantes emergentes

As curvas analiticas foram construidas a partir da diluicdo da solugao trabalho contendo a mistura dos
compostos de interesse, em sete niveis de concentragio: 5, 10, 20, 40, 80, 120 e 160 ng/mL (n=3). A
concentracdo do padréo interno, atrazina deuterada, foi mantida constante a 100 ng/mL para todos os
niveis das curvas analiticas. O preparo e a injegdo das solugdes se deram no mesmo dia. A regressao
linear das curvas analiticas foi obtida a partir do calculo da raz&o entre a area do pico do composto

(AA) pela area do pico do padrao interno (API).
» Compostos organoclorados (OCs)

A determinagdo dos compostos organoclorados (OCs) foi realizada no Laboratério de Geoquimica
Organica e Poluigdo Marinha (LaGPoM), do Centro de Estudos do Mar, da Universidade Federal do
Parana (UFPR). A descricdo detalhada do método analitico utilizado esta em Souza et al. (2018) e foi
adaptado de UNEP (1992).

Cerca de 20 g de cada amostra de sedimento foi separada para a extracdo e alocada entre duas
pequenas camadas de sulfato de sodio, dentro de cartuchos de vidro especificos para extragdo em
Soxhlet, a qual ocorreu durante 8 horas. Os compostos orgénicos foram extraidos com 80 mL de uma
mistura de DCM e n-hexano (1:1, v:v). Além disso, em cada frasco de extragéo foi adicionado cobre
ativado, para remover o enxofre elementar e 100 yL de uma mistura de padrdes subrogados (PCB 103,
0,25 ng uL™', e PCB 198, 0,25 ng pL-'; C-103N e C-198N da AccuStandard, New Haven, CT, USA).

Apés a etapa de extragdo em Soxhlet, as amostras foram concentradas em rotavapor a vacuo até 2
mL, e em seguida, foi realizada a etapa de purificagdo por cromatografia de adsor¢gdo em coluna. As
colunas de adsorgao foram preparadas com sulfato de sddio e 3,2 g de alumina 5% desativada com
agua Milli-Q® (extraida 5 vezes com n-hexano, para assegurar a auséncia de possiveis interferentes
organicos). A eluigao foi realizada com 20 mL da mistura de DCM e n-hexano (3:7, v:v). Em seguida,
os extratos foram novamente concentrados em rotavapor e transferidos para ampolas de vidro. Por fim,
foram adicionados 100 uL de uma solugdo de tetracloro-m-xileno (TCMX, 0,25 ng pL-'; M-8082-SS-
10X, da AccuStandard, New Haven, CT, USA). O volume final foi ajustado com n-hexano, resultando

em um extrato de 250 pL.
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Para a determinacao dos OCs, 2 pL dos extratos purificados foram injetados em um cromatografo a
gas Agilent GC 7890 A acoplado a um espectrémetro de massa (Agilent 5975C inert MSD with Triple-
Axis Detector), no modo SIM (System lon Monitoring), equipado com coluna capilar Agilent 19091J-
433, com 30 m de comprimento, 250 ym de didmetro interno e fase estacionaria de 5 % fenil-metil-
siloxano com 0,25 pm de espessura do filme. O gas de arraste foi o Hélio (grau de pureza 99,995%).
Foram registrados apenas os picos relacionados aos dois principais fragmentos (m/z) caracteristicos
de cada um dos compostos analisados. A rampa de aquecimento utilizada na separagédo dos compostos
teve inicio em 75 °C, permanecendo por 3 min, quando comegou a subir a uma taxa de 15 °C min até
atingir 150 °C, depois aumentou até 260 °C a uma taxa de 2 °C min-' e entdo subiu até 300 °C a uma

taxa de 20 °C min-', mantendo-se estavel nessa temperatura por 10 min, totalizando 75 min.
» Quantificagao e controle analitico dos organoclorados (OCs)

Os OCs bifenilas policloradas (PCBs) e pesticidas organoclorados (POCs) analisados sado os descritos
na Resolugdo Conama 454/12 para sedimentos de areas marinhas. A quantificacéo foi realizada a partir
da integracdo das areas dos picos de fragmentos de ions especificos (m/z) utilizando o sistema de
aquisicado de dados Agilent Enhanced Chemstation (G1701 CA). Os OCs foram identificados através
da comparagdo dos tempos de retencdo e m/z especificos com os resultados obtidos do padrao
subrogado (PCB 103 e PCB 198) de cada amostra e da curva de calibragéo (5, 10, 25, 50 e 75 pg pL"
, 2 > 0,995) das misturas de padrdo externos (PCBs: C-WNN e C-WCFS; POCs: AE-00010, da
AccuStandard, USA).

A fim de identificar a presenga de contaminantes durante o procedimento laboratorial, os brancos de
extragcdo foram analisados a cada grupo de 11 amostras de sedimentos, e ndo indicaram interferéncias
externas que justificasse a ado¢ao de medidas corretivas nos procedimentos adotados no LaGPoM.
Para estimar perdas ou ganhos de massa dos compostos analisados durante o procedimento analitico,
o calculo da recuperacgao dos padrées subrogados PCB 103 e PCB 198 foi feito a partir da relagao das
suas quantidades obtidas com a quantidade adicionada de padrao interno TCMX. As recuperagdes
médias para as amostras foram de 106 + 13% (PCB 103), 124 £+ 17% (PCB 198) e 95 1+ 6% (PCB 103),
89 1+ 9% (PCB 198), no ano 1 e no ano de transi¢éo, respectivamente, consideradas aceitaveis para
validagcdo do método analitico. O limite de detecgdo (DL) instrumental adotado foi de 0,025 ng g™,
calculado a partir da menor concentragdo (0,002 ng uL-'), multiplicada pelo volume final do extrato (250

pL), e massa de sedimento extraida (20,0 g).

A eficiéncia do método foi verificada através da analise de amostras de intercomparacgéo (IAEA-383)
preparado pela Marine Environmental Laboratory of International Atomic Energy Agency (MEL/IAEA).
De acordo com o critério de aceitagdo, a metodologia foi considerada confiavel, visto que 80 % dos

compostos analisados estiveram dentro da faixa apresentada no certificado, acrescido de * 35%.
d) Analise Elementar (C, N, S)

A caracterizagdo da matéria organica foi realizada através de analises sobre a composi¢cdo de seus

elementos majoritarios, a predominancia isotopica entre eles e as moléculas que formam. As analises
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da composicao elementar (C, N, S) nos sedimentos deste estudo foram realizadas em amostras de

sedimento.

As amostras de sedimento a serem analisadas foram liofillizadas e maceradas em gral e pistilo de 4gata
antes da descarbonatacao. Para a analise da composi¢ao elementar da matéria organica foi realizada
a descarbonatacao, através da adicao de HCI 1M diretamente nas amostras dentro dos tubos de
centrifugacao (Tipo FALCON). Este procedimento foi repetido por duas vezes sendo as amostras

lavadas, centrifugadas e liofilizadas.

A determinacdo dos teores de C, N e S foi realizada com aproximadamente 10 mg de amostra dos
sedimentos utilizando o analisador elementar CHNO EA3000, EUROVECTOR. As amostras foram
pesadas em capsulas de estanho em balanga analitica de precisdo (0,001 mg) e posteriormente
inseridas no equipamento para quantificagdo. Os testes de exatiddo para carbono total e carbono

organico foram realizados com padrao certificado de sulfanilamida.
» Quantificagdo em Analisador Elementar CHNS

A analise elementar de C, N e S nas amostras de sedimento foi realizada por meio da técnica de
Oxidacédo Catalitica em Alta Temperatura (em inglés, High Temperature Catalytic Oxidation — HTCO),
com o aparelho CHNO EA3000, EUROVECTOR. Para as andlises, foi realizada uma curva de
calibrag@o por meio de padrao de sulfanilamida com massa elementar conhecida, com 6 concentragdes
entre 0,5 mg a 1,5 mg. O padrao foi pesado nas capsulas de estanho e analisado antes das amostras,
que somente foram analisadas caso a curva padrdo apresentasse uma boa regressao (r2 > 0,99). Para
controle da qualidade analitica e replicabilidade, foram ainda analisados brancos e amostras em
triplicata. Apds a insergéo das capsulas de estanho no auto-amostrador, os resultados foram verificados
por software no computador e posteriormente tratados em relagdo a massa obtida para cada elemento

e validados pelo coeficiente de variagéo (< 10%).
e) lIsétopos (C, N)

Em céapsulas de prata, foram pesados cerca de 6 (x 1) mg de sedimento previamente liofilizado e
macerado. As capsulas foram posicionadas em barquinhas de ceramica sobre uma placa aquecedora
a 100 °C. Com pipeta Pasteur, foi adicionada 1 gota de HCI (1 mol L") diretamente nas amostras dentro
da capsula. O procedimento foi repetido a cada 20 minutos até que nao fosse mais observada liberagéo
de CO2. As amostras permaneceram a 100 °C em estufa de secagem por 12 horas para posterior
injecdo no analisador elementar Flash EA acoplado ao espectrometro de massas de razao isotdpica
Delta V Plus (EA-EMRI).

As determinagbdes da 813C do carbono organico total (COT) e 815N do nitrogénio total (NT) foram
realizadas através do analisador elementar Flash EA acoplado ao espectrometro de massas de razao
isotopica Delta V Plus, da marca Thermo. Foram introduzidos dois pulsos do gas de referéncia (N2)
com intensidade de 7000 mV no inicio de cada corrida e dois pulsos do gas de referéncia (CO2) com

intensidade de 14000 mV no final da corrida. Os gases de referéncia foram previamente calibrados a
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partir do valor médio obtido apds 10 determinag¢des do padrao certificado IAEA USGS40. Os resultados

de 515N e 0 613C sao expressos em per mil (%o), calculados de acordo com o valor do segundo pulso

do seu respectivo gas de referéncia. Os valores sdo reportados como a média de duas injegdes.

As condi¢Ges instrumentais para a determinagdo dos is6topos de carbono e nitrogénio podem ser
consultadas na Tabela 9.

Tabela 9: Condigdes do AE-EMRI para determinagéo de 513C e 515N.
INSTRUMENTO ESPECIFICAGOES
Analisador Elementar (EA) — Modelo Flash EA, série
1112.

Equipamentos Espectrémetro de Massas de Razao Isotdpica —

Modelo Delta V Plus. Fabricante: Thermo Scientific.
Estacdo de dados: Isodat 3.0
Preenchido com 6xido de cobalto, cobre metalico e
Forno de Combustao
6xido de cromo

Gases e Fluxos

Referéncia (CO2 e N2) 150 mL min-"!
Carreador (He) 110 mL min"*
Oxidagéo (O2) 200 mL min-!
Temperatura

Forno de combustao 1020 °C

O limite de detecgao e de quantificagao das analises de 813C e 815N estao relacionados a amplitude
do sinal produzido pelo analito, que foi estimado em = 500 mV (LD). Para garantir a qualidade analitica
dos resultados, o padrao certificado IAEA USGS40 foi injetado a cada 6 injegdes (ou 3 amostras), sendo

aceito um desvio menor que + 0.5 %eo.

1.4 AVALIACAO DA QUALIDADE DA AGUA E DO SEDIMENTO

Os métodos utilizados para a avaliagdo da qualidade da agua e do sedimento foram baseados na
comparacgao dos resultados obtidos durante o PMBA/Fest-RRDM com os limites estabelecidos pela
legislagcéo pertinente, considerando os parametros que apresentam tais valores norteadores. Quando
disponiveis, também foram utilizados como critérios relacionados a qualidade, a comparagao dos atuais
resultados com dados pretéritos publicados para as condigdes antes do Rompimento da Barragem. Os
valores de referéncia utilizados para cada pardmetro e seus critérios correspondentes (legislagéo ou

dados pretéritos), estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10: Parametros utilizados para a avaliagdo da qualidade da agua e do sedimento e respectivos critérios utilizados para

estabelecer os valores de referéncia.

VALORES DE REFERENCIA

CLASSE PARAMETROS MATRIZ
CONSIDERADOS

Nitrito, nitrato, N-amoniacal, P-Total Agua Legislagdo: CONAMA 357/2005

Nutrientes Ortofosfato, Nitrito, Nitrato, N- A Dados pretéritos: Figueiredo et
ua
amoniacal, Silicio 9 al. (2016)
Metais/metaloide V, Co, Ni, Cu, As, Ag, Cd, Ba, Pb, Fe, . .
Agua Legislagdo: NOAA (1999)

dissolvidos Mn, Zn, Hg

benzo(a) antraceno; criseno;
benzo(b) fluoranteno;
bz(k)fluoranteno; benzo(a)pireno; Agua Legislagdo: CONAMA 357/2005

indeno(1,2,3-cd) pireno;

Compostos

Orgéanicos

dibenzo(a,h)antraceno

Dados pretéritos: Petrobras
(2015a)

V, Co, Ni, Cu, As, Ag, Cd, Ba, Pb, Cr, _ indice SQG-q (PEL — NOAA,
Sedimento
Fe, Al, Mn, Zn 1999)

Ni, Cu, As, Ag, Cd, Ba, Pb, Cr,Zn, Hg  Sedimento

Metais/metaloide

naftaleno, acenaftileno, acenafteno,
fluoreno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno, pireno,
benzo(a)antraceno, criseno, indice SQG-q (PEL — NOAA,
Sedimento
benzo(b)fluoranteno, 1999)
bz(k)fluoranteno, benzo(a)pireno,
indeno(1,2,3-cd)pireno,

dibenzo(a,h)antraceno.
Compostos

. naftaleno, acenaftileno , acenafteno,
Organicos (HPAs)

fluoreno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno, pireno,

benzo(a)antraceno, criseno, .
Dados pretéritos: Petrobras

benzo(b)fluoranteno, Sedimento
(2015b)

bz(k)fluoranteno, benzo(a)pireno,
indeno(1,2,3-cd)pireno,
dibenzo(a,h)antraceno,

benzo(g,h,i)perileno, HPA’s Totais.

Para a avaligdo quali-quantitativa desses critérios, foram realizados calculos da frequéncia de
ocorréncia das amostras que apresentaram resultados acima dos valores de referéncia (% VR), bem
como a taxa de incremento em relagao a esses valores (VA), segundo a Equacao 3 e Equacao 4. Esses
resultados permitiram avaliar a qualidade da agua e sedimento por setor e estacdo de amostragem, em

cada condigao de coleta considerada (Periodo Chuvoso Ano 1, Periodo Seco Ano 1, Periodo Chuvoso
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Transigdo/Ano 2), os quais foram plotados em mapas tematicos para a analise espago-temporal dos

critérios estabelecidos.

VR x 100
VR = 22X
TR Equacso 3
1oy 3
_ 3 Lizi[amostra] / Equacao 4

Em que, % VR = frequéncia de ocorréncia de amostras que apresentaram concentragdes acima dos
valores de referéncia; VR = valores de referéncia (limites estabelecidos pela legislacdo ou dados
pretéritos); nVR = numero de registros em que os valores encontrados nas amostras estiveram acima
dos valores de referéncia; TR = total de registros; VA = taxa de incremento (nimero de vezes acima do

valor de referéncia); [amostra] = concentragdo de determinado pardmetro na amostra.

Para avaliar a qualidade do sedimento, também foi utilizado o indice Sediment Quality Guidelines
Quotients — SQG-q, o qual estabelece critérios de qualidade baseados nos efeitos adversos a fauna
bentdnica, a partir da normalizagao das concentragdes obtidas nas amostras com os valores de PEL
para os respectivos contaminantes (Probable Effect Level; MacDonald et al., 1996). Os compostos

avaliados no presente estudo e seus respectivos valores de PEL estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11: Compostos utilizados para o célculo do indice Sediment Quality Guidelines Quotients — SQG-q para as seguintes
classes de contaminantes: metais/metaloide, compostos organicos (HPA'’s), compostos organicos (PCB’s e pesticidas). Valores
de PEL em mg kg™ para metais/metaloide e em ng g"' para compostos organicos. Limites PEL disponiveis em Screening Quick

Reference Tables — SQuIRTs (NOAA, 1999). PEL: Probable Effect Level (MacDonald et al., 1996).

CLASSE DE CONTAMINANTE COMPOSTO PEL
As 41,6

Ag 1,77

Cd 4,21

Metal/metaloide cr 100

Cu 108

Ni 42,8

Pb 112

Zn 271

naftaleno 391

acenaftileno 128

acenafteno 88,9

Compostos Organicos (HPA's) fluereno 144
fenantreno 544

antraceno 245
fluoranteno 1494
pireno 1398
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CLASSE DE CONTAMINANTE COMPOSTO PEL
benzo(a)antraceno 693

criseno 846

benzo(a)pireno 763

dibenzo(a,h)antraceno 135
HPAs (totais) 16770

PCBs totais 189

Gama-HCH (Lindano) 0,99

DDT (pp+op) 4,77

Compostos Organicos (PCB's e Pesticidas)

DDD (pp+op) 7,81

DDE (pp+op) 374

Dieldrin 4.3

O caélculo do coeficiente gera resultados individuais para cada elemento/composto avaliado (PEL-q),
bem como um indice integrado para as classes de contaminantes (SQG-q metais, SQG-q HPAs, SQG-

g PCB'’s e pesticidas), segundo a Equacgao 5 e Equagéo 6.

_ Equacao 5
PEL _ [contaminante]
= PEL
1 n
SQG —q = E ZPEL_q Equacéao 6
i=1

Em que, [contaminante] = a concentragdo de cada elemento na amostra em mg kg' para
metais/metaloide e ng g para compostos organicos; PEL = nivel de PEL para cada contaminante,

segundo NOAA (1999); n = numero de contaminantes considerados para cada classe.

Os valores calculados foram, entéo, discriminados em trés classes de qualidade que indicam provaveis
efeitos adversos/toxicolégicos a fauna benténica (ndo impactado: SQG < 0,1; moderadamente
impactado: 0,1 < SQG < 1,0; e altamente impactado: SQG > 1,0; MacDonald et al. 2004).

1.5 CALCULOS DO INDICADOR DE EUTROFIZAGAO COSTEIRA (ICEP)

O indicador das condigdes de eutrofizagdo costeira (ICEP) é baseado no potencial de converséo dos
nutrientes aportados por rios em biomassa de carbono. Para o calculo sdo considerados o fésforo e
nitrogénio totais (onde um esta limitado em fung&o do outro) aportados ou ndo em excesso no mar em
relagao a silica dissolvida. Tanto as formas organicas (dissolvidas ou particuladas) quanto inorganicas
de N e P estdo disponiveis para sustentar a produgdo primaria marinha (Seitzinger e Sanders, 1999;
Wiegner e Seitzinger, 2001) e, portanto, esses nutrientes foram considerados na sua totalidade para o

calculo. Este indicador expressa o potencial dos rios em sustentar a produgcdo nova de algas nao
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silicosas em regides marinhas, onde os resultados sdo expressos em carbono por dia (C dia™') e

calculados pelas seguintes equagdes:

ICEP = (NFIx/(14*16)-SiFIx/(28*16))*106*12
ICEP = (PFIx/31-SiFIx/(28*16))*106*12

onde PFIx, NFIx e SiFIx correspondem as concentragdes encontradas em relagdo as massas molares
e razdes estequiométricas de cada nutriente. O valor negativo do indice indica que a silica esta presente
em excesso em relagédo ao nitrogénio e fésforo, levantando a hipétese de que o ambiente apresenta
menos problemas atrelados a eutrofizagdo, como a proliferagéo de algas téxicas nao silicosas. Valores
de ICEP positivos indicam um excesso de N e P que pode interferir no crescimento das diatomaceas e
favorecer as algas nao-silicosas. Este indice é entdo utilizado para verificar o impacto potencial do Rio

Doce no equilibrio tréfico da regido marinha adjacente.

1.6 ANALISES ESTATISTICAS

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para testar a normalidade da distribuigdo dos dados, os quais
apresentaram distribuicdo ndo-normal (p < 0,05). Assim, o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney foi
aplicado para as analises de variagao temporal das concentra¢des de nutrientes, metais e compostos
organicos na coluna d’agua e sedimento, considerando os pares de campanhas correspondentes entre

0 Ano 1 e o periodo de Transigao.

Com relagdo aos compostos POPs e PCBs, o teste ndo paramétrico de Wilcox (nivel de significancia a
= 0,05) e analise de variancia ndo paramétrica Kruskal-Wallis (nivel de significancia a = 0,05), seguida
do teste post-hoc de Dunn (na detecgao de diferencgas significativas) foi aplicada sempre que observada
alguma tendéncia de variacdo espacial ou temporal nas concentragcbes dos POPs analisados. As
analises foram realizadas através do pacote estatistico PMCMR (versdo 4.3), no ambiente de
programacgao RStudio (versao 1.2.5001).

A analise de componentes principais (PCA) foi utilizada para identificar os grupos de metal(éides) na
agua (fracbes dissolvida e particulada) e sedimento com relagcdo aos diferentes periodos de
amostragem e forcantes fisicas (vazdo e altura significativa de ondas - Hs). Os dados foram
normalizados por transformacao standard score ou zscore, a partir da razdo entre a média do score
bruto pelo desvio padrdo. As analises estatisticas foram executadas através do Software PAST (versao

4.03), considerando o nivel de significancia a = 0,05.
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