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1. INTRODUCAO

Atualmente, a Antartica vem sendo utilizada como objeto investigativo de
fenbmenos de mudancas locais e (globais ocasionados por atividades
antropogénicas, embora ainda seja considerada um continente primitivo, com
posicao geografica isolada dos demais continentes (FARIAS et al., 2002).

As macroalgas podem ser consideradas uma ferramenta de emprego crescente
no monitoramento de contaminagdes ambientais por metais toxicos. Sua ampla
utilizacdo se deve a capacidade destas espécies em acumular metais tragos até
niveis muitas vezes superiores aos das amostras de agua onde se encontram
(STENGEL et al., 2004; DABY, 2006). Muitos fatores ambientais podem influenciar
no acumulo de metais pelas algas, como a atividade celular, o tempo de exposicéo,
pH, salinidade, matéria organica e temperatura. Aléem disso, as diferencas estruturais
entre espécies influenciam na sua capacidade de absor¢cdo (RUNCIE; RIDDLE,
2004).

Embora alguns metais, como o cobre e o0 zinco, sejam considerados essenciais
para o metabolismo dos organismos vivos, quando presentes em niveis mais
elevados podem tornar-se toxicos. O Cu é reconhecidamente um componente
essencial de véarias enzimas, além de atuar no transporte de elétrons na fotossintese
e na cadeia respiratéria. Entretanto, em niveis elevados na forma de Cu*? este
metal torna-se toxico, levando a producado de espécies reativas de oxigénio. Com
relagdo ao Zn, o qual é um micronutriente essencial que atua como cofator em
varias enzimas e proteinas, seu excesso pode ocasionar disturbios no metabolismo
de energia ou aumento no stress oxidativo (BAUMANN; MORRISON; STENGEL,
2009).

A determinacdo de metais em macroalgas por meio das técnicas de
espectrometria de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) tem sido
relatadas na literatura (FARIAS et al., 2002; ROCHA et al., 2009). Entretanto, estas
técnicas de determinacao multielementar, apesar de apresentarem alta sensibilidade
e baixo limite de detecgéo, requerem a completa dissolugdo da amostra para evitar
possiveis interferéncias da matriz da amostra na etapa de determinagdo (MOREDA-
PINEIRO et al., 2007). Assim, o desenvolvimento de procedimentos de preparo de
amostras adequados a técnica de determinagdo, € de grande relevancia para
garantir a qualidade dos resultados de determinada analise (KRUG; NOBREGA,
2010).

A técnica de preparo de amostras usualmente empregada visando a
determinacdo de metais em amostras biolégicas, é a decomposi¢do por via umida
assistida por radiagcdo micro-ondas em sistemas fechados (MWAD). Esta técnica tem
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se mostrado bastante eficiente e segura, além de apresentar outras vantagens se
comparada as decomposi¢des por via umida com aquecimento por convecgao,
como por exemplo, a reducdo dos riscos de contaminagbes externas, reducdo da
quantidade de reagentes e reducado no tempo de reacdo (FLORES et al., 2010;
NOGUEIRA et al.,, 2010). Outra técnica que vem sendo utilizada para a
decomposicdo de amostras organicas € a combustao iniciada por micro-ondas
(MIC), a qual associa as vantagens da MWAD com as técnicas de combustdo. A
MIC apresenta algumas caracteristicas, tais como minima contaminagao e consumo
de reagentes, pequeno tempo de decomposicéo, baixos teores de carbono residual,
e possibilidade de refluxo (FLORES et al., 2004).

Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo a avaliagdo de técnicas de

preparo de amostras para a determinagédo de Cu e Zn em macroalga oriunda da
Antartica, por ICP OES e ICP-MS.

2. MATERIAL E METODOS

Amostras da espécie de macroalga Desmarestia anceps (Montagne)
pertencente ao grupo das algas pardas (Phaeophyta), utilizadas neste trabalho,
foram coletadas em janeiro de 2012, na localidade de Demay, na llha do Rei George
(Antartica). Inicialmente, as amostras foram lavadas com a%ua destilada para
remover sais e pequenos invertebrados, liofilizadas (LIOTOP™, modelo L101) e
armazenadas em saco de polietileno.

Para a decomposicao da amostra por MWAD, foram pesadas cerca de 500 mg
de amostra previamente cominuida em moinho criogénico (Spex Certi Prep®, modelo
6750), a qual foram adicionados 6 ml de HNO;s; concentrado bldestllado O
procedimento de decomposi¢cdo foi realizado em um forno de micro-ondas
(Multiwave 3000%, Anton Paar), equipado com frascos de quartzo, sob temperatura e
pressdao maximas de 280 °C e 80 bar, respectivamente. O programa de irradiacao
envolveu cinco etapas: uma rampa de aquecimento de 10 min, permanéncia de
irradiagao a 400 W por 10 min, uma nova rampa de aquecimento com 10 min de
duracao, permanéncia de irradiagdo a 1000 W por 10 min, finalizando com 20 min de
resfriamento.

Massas de 500 mg de amostra ja cominuida, também foram submetidas a
decomposicdo por MWAD em um forno de micro-ondas (Berghof®, Speedwave),
equipado com frascos de TFM (politetrafluoretilieno quimicamente modificado),
sendo adicionadas de 5 ml de HNOj; concentrado € 1 ml de HF 40% (v/v). O
programa de decomposi¢cdo envolveu cinco etapas: uma rampa de aquecimento de
5 min, permanéncia a 170 °C e pressao de 35 bar por 10 min, uma nova rampa de
aquecimento de 5 min, permanéncia a 200 °C por 15 min e mesma pressao,
finalizando com 20 min de resfriamento a 50 °C.

Para o procedimento por MIC as amostras previamente cominuidas foram
preparadas na forma de comprimidos com 400 mg. Posteriormente, as mesmas
foram decompostas em um forno de micro-ondas (Multiwave 3000°, Anton Paar),
equipado com suportes para amostra e frascos de quartzo (80 bar e 280 °C). Como
iniciador de combustao foi utilizado 50 pl de solucdo de NHsNO3; 6 mol I, e como
solucdo absorvedora 6 ml de HNOs; 6 mol I bidestilado, sendo o sistema
pressurizado com 20 bar de O..

As determinacdées de Cu e Zn foram feitas em um ICP-MS (PerkinElmer,
modelo Elan DRC Il) e em um ICP OES (PerkinElmer, modelo Optima 4300 DV). Os
equipamentos foram calibrados através de curvas de calibragdo externa, bem como
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com curvas de adigdo de analito, nas faixas de 0,025 a 10,0 ug I'' para o ICP-MS e 1
ug I a 100,0 pg I para o ICP OES.

Dois dos métodos de preparo de amostras empregados tiveram sua exatidao
avaliada pela decomposicao de um material de referéncia certificado (CRM), o NIST
1515 (Apple leaves), enquanto o outro procedimento teve sua exatiddo avaliada por
comparagdo com os demais procedimentos, e pela realizacdo de ensaios de
recuperacao.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

As concentracdes de Cu e Zn para a amostra de macroalga e para o CRM
analisado estao apresentadas na Tabela 1 e 2.

Tabela 1 - Determinagéo de Cu e Zn (ug g') por ICP-MS em Desmarestia anceps (n=3)

Elemento ICP-MS
MIC MWAD (HNQO,) MWAD (HNO; + HF)
Amostra Cu 3,92+0,20 5,16 £ 0,81 5,29 + 0,79
Zn 23,33 + 1,96 24,58 + 3,96 23,92 + 2,88

Tabela 2 - Determinagéo de Cu e Zn (ug_g") por ICP OES em Desmarestia anceps (n=3)

ICP OES
Elemento MIC MWAD (HNO;)  MWAD (HNO; + HF)
Cu 3,61 027 5,86 * 0,70 6,47 £ 0,71
Amostra Zn 20,07 £ 0,78 26,06 + 3,26 26,16 + 3,36
CRM Cu 5.48 + 0,14 5,70 + 0,22 :
NIST 1515*  Zn 12,24 043 12,3 +0.23 !

*Valor certificado para Cu no NIST 1515 =5,64 +0,24 ugg "' eparaZn=12,5+0,3pugg"

Os valores encontrados para Cu e Zn foram concordantes acima de 97% com o
valor certificado utilizado, o que demonstra que a solucao absorvedora de HNO3 6
mol I utilizada na MIC foi apropriada para absorver os analitos em estudo. Fato
semelhante pode ser observado quando se utilizou na decomposig&o por via umida
o HNO3; como agente oxidante da matéria organica, onde os valores encontrados
para Cu e Zn foram concordantes acima de 96% com o valor certificado o que
demonstra que a digestdo é&cida foi eficiente para disponibilizar os analitos em
questdo em solugéo. Além disso, comparando os resultados obtidos pelos métodos
avaliados constatou-se que ndo houve diferenga significativa entre estes (ANOVA
P<0,05).

Cabe ressaltar que para avaliar a possivel interferéncia do Na" presente na
amostra, foi realizada curva de adicdo de analito, a fim de eliminar a interferéncia
relacionada as etapas de nebulizacdo, transporte e efeitos energéticos no plasma,
gue ocorre devido a maior energia de ionizacdo do Na* quando comparada a
energia de ionizagéo do Cu e Zn.

4. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que ambos os métodos de
preparo, via umida e combustao, foram eficientes para a decomposi¢cdo da amostra
para posterior determinacao no ICP-MS e ICP OES.

Além disso, as informacdes obtidas neste estudo preliminar sustentam a
hipotese sobre a capacidade seletiva das macroalgas em acumular metais tragos.
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Também cabe destacar, que o fato da espécie Desmarestia anceps apresentar essa
capacidade e estar amplamente disponivel a torna um bioindicador ambiental para
estudos futuros de metais toxicos.

Quando se faz mencédo ao Cu e o Zn, elementos considerados essenciais
para o metabolismo das algas existem transportadores especificos para estes
metais o que facilitam o seu acumulo nestas espécies.
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