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CORALS AS BIOMONITORS: APPLICATION, PRE-TREATMENT AND DETERMINATION OF MAJOR AND TRACE
ELEMENTS. Corals incorporate major and trace elements in their tissues and skeletons, acting as good proxies for contaminant
inputs over time. This incorporation occurs by a variety of mechanisms and depends on the bioavailability of elements. Corals are very
susceptible to metal contamination during sample collection. As such, pre-treatment procedures need to include a decontamination
step. The high Na and Ca concentrations in the matrix make the determination of trace metals an analytical challenge. The present

paper reviews all the information published on coral sample pretreatments, metal determinations in corals, and also discusses the use

of coral to monitor metal contamination.
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INTRODUCAO

No ambiente aqudtico, elementos presentes em nivel traco e em
concentracdes maiores podem ocorrer na fracdo dissolvida, coloidal,
associados ao sedimento (material particulado e de fundo) e também
aos tecidos bioldgicos. Os metais, em especial Cd, Pb e Hg, afetam
a biota marinha, tanto pela mobilizag¢do das espécies metélicas, da
fragdo particulada para a dissolvida, seguida pela assimilacio da fase
aquosa, como por meio da ingestdo de sedimentos pela macrofauna
bentdnica, seguida da assimila¢do dos metais pelos intestinos.!

Os fons metdlicos ocorrem nas formas livres, como complexos
simples, com ligantes inorganicos, quelatos, e ligantes organicos
multidentados, adsorvidos na superficie de particulas. Os ligantes
organicos podem ocorrer naturalmente, na forma de macromoléculas
(e. g. proteinas, polissacarideos, lipidios, lignina), contendo muitos
sitios de ligacdo, ou como moléculas pequenas de origem antropo-
génica (e. g. cianetos, fluoretos, amonia).? Os fons metélicos ligam-
-se a matéria organica, através do processo de quelagdo, formando
complexos ou compostos de coordenagdo, que, eventualmente, se
precipitam para o sedimento de fundo, afetando a biodisponibilidade
dos elementos majoritdrios e minoritdrios. Os sedimentos de fundo
sdo um depdsito importante de contaminantes, nio apenas de metais,
mas também de contaminantes organicos, como os hidrocarbonetos
policiclicos aromadticos. A ressuspensdo de sedimentos de fundo
contaminados pode contribuir para o aumento da biodisponibilidade
de contaminantes para os organismos aqudticos,’ atuando como fonte
de contaminantes para a coluna d’4gua.

A biodisponibilidade de espécies metdlicas, numa perspectiva
ambiental, pode ser definida como a concentracio de metais livres
e disponiveis na 4gua ou associada aos sedimentos, sendo passiveis
de incorporagdo, ao longo do tempo, aos tecidos dos organismos,
por todas as vias, e podendo bioacumular e causar efeitos toxicos.
A bioacumulacio, por sua vez, ¢ o aciimulo liquido de um ou mais
elementos-traco nos tecidos de um organismo, como resultado do
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consumo de todas as rotas ou fontes disponiveis de alimento (e. g.
dgua, sedimento etc.). Os padrdes de bioacumulagio podem diferir
amplamente, de elemento para elemento, e entre diferentes organis-
mos. A bioacumulacio pode ser fortemente afetada pelas condicdes
ambientais (e. g. quimica da dgua, do sedimento) ou por tipos de
alimentos acessiveis ao organismo.* Além disso, a bioacumulagio
de elementos-traco nos organismos depende de outros fatores, tais
como fontes de contaminagdo, especiacdo quimica dos contaminan-
tes, aspectos fisioldgicos,>* estagios de vida (larval, maduro, estigio
reprodutivo) e longevidade dos organismos.

A biodisponibilidade e, por sua vez, a bioacumulagio sdo afetadas
pelas caracteristicas do sedimento, tais como concentragio de sulfetos
voldteis, 6xidos de manganés, ferro e aluminio, pH, Eh,” granulometria
e matéria orginica.’ A determinacdo quantitativa da biodisponibilidade
de contaminantes para os organismos tem sido amplamente utilizada
em programas de monitoramento ambiental no meio aquético.*%1°

Virios grupos faunisticos sdo utilizados como biomonitores da
qualidade ambiental, tais como os crustdceos, peixes, corais e, prin-
cipalmente, os macroinvertebrados bentonicos (e. g. bivalves). Os
biomonitores geralmente sdo organismos sedentdrios, abundantes,
tolerantes a contaminagdo ambiental, cosmopolitas; possuem tempo
de vida longo e sdo faceis de identificar e amostrar.'" Eles respon-
dem simultaneamente a diferentes agentes estressantes, refletindo,
deste modo, o nivel de degradacdo do ecossistema. Ao longo de um
gradiente de contaminacio, os grupos mais resistentes podem se
tornar dominantes e os grupos mais sensiveis podem se tornar raros
ou mesmo desaparecerem.'?

A acumulacdo de elementos-traco nos biomonitores varia de forma
intraespecifica (entre individuos da mesma espécie ou, ainda, em um
mesmo organismo) e interespecifica (entre diferentes espécies, do
mesmo grupo ou ndo). No caso especifico dos corais construtores de
recifes (hermatipicos), a acumulag@o ocorre no tecido mole e no exo-
esqueleto calcdrio, de maneira diferenciada. Um aspecto importante,
em relac@o ao uso de corais hermatipicos como biomonitores, € que
vdrias espécies habitam o ecossistema recifal e estdo sujeitas as mesmas
forcantes ambientais, i.e. padrdo de circulac@o, salinidade, concentragdo
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de material particulado em suspensdo, temperatura e luz (i. e. na mesma
profundidade). Cada uma destas espécies apresenta taxa de crescimento
diferenciada, possivelmente, interferindo no padrdo e na quantidade
de cada contaminante acumulado no tecido e também no esqueleto do
coral. Assim, a relacdo causa-efeito entre organismos e contaminantes
serd diferenciada, ndo s6 entre as espécies de corais, entre o tecido vivo
e o esqueleto, mas também entre elementos quimicos. Adicionalmente,
o estudo simultaneo de vdrias espécies de corais permite a comparagio
das vias de acumulacio, do efeito dos contaminantes na fisiologia e
no padrdo de bioacumulagio de cada espécie. Porém, ainda se trata
de uma hipétese a ser testada. Outra vantagem da utilizacio de corais
hermatipicos como organismos biomonitores estd nas respostas destes
organismos as mudancas climdticas (e. g. aumento de temperatura e
acidifica¢@o dos oceanos), as quais causam branqueamento e fragiliza-
¢do das colOnias coralineas. A influéncia destas mudangas no padrdo de
acumulacdo de elementos nos tecidos e no esqueleto, entretanto, ainda
& desconhecida. Assim, as particularidades da ecologia de corais e suas
relacdes com as mudancas climaticas (e. g. salinidade, pH e temperatura
dos oceanos) tornam esta espécie uma ferramenta importante, ndo ape-
nas para estudos de contaminac@o ambiental, mas também para estudos
de alteracdes globais e suas influéncias nos ecossistemas costeiros.
Assim, o uso deste biomonitor pode subsidiar a avaliacdo de mudangas
e de impactos de pequena escala temporal, mas também de longa es-
cala, visto que a estrutura calcdria dos corais “documenta’ processos e
mudangas ambientais, ao longo de décadas ou mesmo centenas de anos.
Estudos com outros organismos biomonitores (e. g. poliquetas e ostras)
ndo registram variacdes de contaminantes, ao longo do tempo, como
no caso do registro ambiental observado ao longo do eixo vertical de
crescimento das colonias de corais. Complementarmente aos estudos de
contaminag¢do em esqueletos de corais, os estudos de esclerocronologia
e datacdo permitem correlacionar eventos especificos no tempo (e. g.
instalagdo de um empreendimento) as concentragdes de elementos
majoritdrios e minoritdrios no esqueleto coralineo.

A utilizagio simultanea de outros grupos de organismos, além
dos corais, € vantajosa e pode gerar importantes resultados sobre o
efeito de contaminantes em diferentes niveis tréficos do ecossistema.*
Adicionalmente, como os métodos de incorporagdo de contaminantes
sdo diferentes para cada grupo de organismos, o uso simultdneo de
vérias espécies permite uma maior generalizac@o dos resultados. Em
virtude das particularidades dos organismos biomonitores, a escolha
da(s) espécie(s) a ser(em) utilizada(s) deve ser feita de maneira cuida-
dosa, considerando-se as caracteristicas quimicas, fisicas, bioldgicas
e antrdpicas de cada ambiente a ser estudado, bem como a ocorréncia
das espécies biomonitoras.

Embora a utilizagdo de organismos biomonitores seja antiga,
existem potenciais grupos de organismos monitores, COmo 0s corais,
que ainda ndo foram devidamente explorados, criando-se uma gran-
de oportunidade para testar modelos e hipdteses sobre os cldssicos
problemas de incorporagdo e biodisponibilidade de contaminantes,
bem como de mudancas climdticas. Este trabalho tem por objetivo
apresentar uma revisdo dos procedimentos mais usados nas etapas de
pré-tratamento, digestdo e determinacdo de elementos majoritdrios e
minoritdrios em esqueletos de corais e, assim, avaliar a importancia do
uso de corais como biomonitores. Neste estudo, recomenda-se o uso de
metodologias mais consistentes, tanto do ponto de vista analitico, como
de desenhos experimentais, compativeis com a biologia e a ecologia
de corais, subsidiando assim o potencial de corais como biomonitores.

0S CORAIS E A INCORPORACAO DE ELEMENTOS
MAJORITARIOS E MINORITARIOS

Os recifes de corais sdo bioconstrugdes formadas por esqueletos
calcdrios, corais e algas, acumulados ao longo do tempo. Os corais
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responsdveis pela formacao dos recifes sdo os chamados corais pé-
treos ou escleractinios, que vivem em simbiose com as zooxantelas,
um tipo de microalga. Estas microalgas fornecem grande parte do
carbono consumido pelos corais (i. e. glicerol, glicose e alanina).
Além disso, as algas simbiontes aumentam a capacidade dos corais
de sintetizar o carbonato de cilcio (CaCO,), que € utilizado para
formar o seu esqueleto.'*

Os recifes de corais estdo entre os mais diversos, complexos e
produtivos, ecossistemas do planeta. Sua estrutura tridimensional
abriga uma infinidade de organismos (peixes, moluscos, gastrépodes,
poliquetas, esponjas etc.), sendo de extrema importancia em termos
de recursos bioldgicos.!*15

Os corais secretam estruturas constituidas por CaCOj, abaixo da
camada dos tecidos vivos (pélipos). Os pélipos absorvem CaCO,
da dgua do mar e o transferem, por difusdo e bombeamento, para o
local de calcificacdo, localizado na matriz esquelética. Nos corais,
a calcificagdo e a fotossintese sdo influenciadas pela quimica do
carbonato, a temperatura da dgua e a luz solar.'*1°

O cilcio e o carbono inorganico dissolvido (CID) sdo os dois
maiores substratos de fotossintese e calcificagdo. O CID distribui-se
na dgua, sob trés formas em equilibrio: diéxido de carbono (CO,),
bicarbonato (HCO;) e carbonato (CO,*):

COZ (2) CO2 (aq)
CO, wpt H,0 n-_ H,CO, @
H,CO, == HCO; @ T H* @
HCO; , =—=CO;" ,+H"

O equilibrio das formas de CID na dgua depende de fatores como
temperatura, pressdo, consumo e produg¢io dos organismos.'”

Além do célcio, contaminantes e sedimentos podem ser incorpo-
rados a estrutura carbonédcea dos corais,'® durante o crescimento das
coldnias, nos esqueletos e em zooxantelas associadas aos pdlipos.'

A incorpora¢do de fons metdlicos aos corais (Figura 1) ocorre
tanto por meio da fragdo dissolvida, como da fracdo particulada
(micro-organismos, material particulado em suspensio, detritos).??!
A ressuspensdo de sedimentos de fundo, devido a agdo de ventos,
bioturbacgdo e marés, também pode ser um mecanismo importante de
biodisponibilizagdo, seguida de potencial incorporag¢@o de contami-
nantes pelos recifes de corais.”? A incorporagdo de fons metélicos no
esqueleto do coral pode ocorrer por meio da substitui¢do do cdlcio, da
associacdo com a matéria organica dentro do esqueleto, da retencdo
de material particulado nas cavidades do esqueleto, da alimentagio
ou, ainda, pela adsorcio a superficie esquelética.'*!182324 A principal
forma de incorporagdo do metal (Me) no esqueleto dos corais ocorre
por troca idnica, de acordo com a seguinte reagdo geral:

CaCo, (s) + Me* (aq) MeCO; (s) + Ca** (aq)

Os fons metdlicos divalentes, que tém compatibilidade para a
substitui¢do do Ca* nos sitios da aragonita, sdo o Fe, Sn, Eu, Sr
e Ba. Os fons divalentes de Fe e Sn apresentam raio idnico menor
que o fon Ca** (raio = 0,99 Angstron) e tendem a formar calcita,
enquanto que fons de raio idnico maior (Eu, Sr e Ba) formam a
aragonita. A incorporacdo de metais como Mn, Cd, Co, Ni e Pb na
estrutura carbondtica varia de acordo com o tamanho do raio idnico
divalente. Os fons metdlicos divalentes de Mn, Cd e Ni, por exemplo,
possuem raio < 0,99 A (raio idnico do Ca?*), substituindo o Ca>* no
esqueleto para formar a estrutura da calcita. Ja o fon Pb* possui raio
> 0,99 Ae< 1,40 A, substituindo o Ca?* para formar aragonita. Esta
substitui¢do pode ndo ocorrer com os fons divalentes do Co e Ra,
por exemplo, pois estes possuem raio idnico > 1,40 A e ndo formam
estrutura carbondtica.”
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Figura 1. Mecanismos de incorporagdo de contaminantes nas colonias de

corais

As concentragdes de elementos-traco nos corais variam entre
os tecidos e esqueletos, bem como entre as espécies de corais.
Considerando as espécies Montipora digitata, Porites andrewsi,
Lobophyllia corymbosa, Acropora formosa e Psammocora contigua,
amostradas por Anu e colaboradores,” esta dltima apresentou maio-
res concentragdes de Mn, Cd, Co, Zn, Cu, Cr, Ni e Pb nos tecidos,
enquanto as outras quatro exibiram maiores concentragdes de Mn,
Cd, Co, Ni e Pb nos esqueletos (Tabela 1).

Os esqueletos (aragonita) dos corais incorporam também ametais,
como o fésforo (P), presente em compostos inorgdnicos, por meio
de substituicdo anidnica, onde o carbonato (CO,*) da aragonita &
substituido pelo monoidrogenofosfato (HPO,>). A forma organica
de P também pode ser incorporada ao esqueleto do coral, de varias
formas: material orgénico intracristalino incorporado durante a pre-
cipitagdo; adsorcdo de P organico dissolvido e, por meio de algas
endoliticas, fungos ou bactérias. A razio P/Ca no esqueleto do coral
pode ser usada para estudar mudancas ocorridas no nivel de nutrientes
da dgua, ao longo do tempo.>

Por sua vez, os tecidos bioldgicos dos corais, associados as
zooxantelas, podem apresentar concentragdes mais elevadas de ele-
mentos como Fe e Zn, do que os esqueletos, pois estes participam de
processos metabdlicos ligados as metaloenzimas.?’

A maioria dos trabalhos que tém determinado a concentragdo de
elementos majoritdrios e minoritdrios em corais utiliza como matriz
o esqueleto desses animais. O esqueleto dos corais € uma fonte de
informagdes importantes sobre as mudancgas ocorridas no ambiente,
incluindo varia¢des, ao longo do tempo, na composi¢do quimica
dos oceanos.'

A razdo Me/Ca varia em funcio da concentragio de metal incor-
porada ao esqueleto. Razdes como Cd/Ca e Mn/Ca em matrizes esque-
Iéticas, por exemplo, servem para detectar mudangas nas condi¢oes de
temperatura e de salinidade, devido as variagdes nos aportes fluviais,
eventos de ressurgéncia, entre outros.?s3° A razdo Si/Ca pode ser mais
alta, no esqueleto dos corais de recifes costeiros, do que nos de dreas
distantes da costa. Isto se deve a proximidade dos recifes costeiros
com as fontes de silicio, provenientes dos ambientes continentais.’!

Elementos como Sr, Ca e Ba sdo constituintes naturais do esque-
leto do coral, mas podem ser indicadores de variagdes nas condi¢des
do ambiente peldgico.*> Medidas da razdo Sr/Ca e de is6topo de
oxigénio (86'*0) nos esqueletos sdo usadas para avaliar variagdes na
temperatura anual da superficie do mar (TSM).*** Segundo Knutson
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e colaboradores' e Fallon e colaboradores,* a razdo Sr/Ca e sua
relacdo com o 8'%0 depende da faixa de temperatura da dgua. Estes
autores relataram que a razdo Sr/Ca em Porites lobata no Japao foi
aproximadamente linear, em temperatura superior a 18 °C, e ndo
linear abaixo de 18 °C.

Em regides onde a variagio de temperatura € pequena, como pro-
ximo ao Equador, anomalias térmicas na d4gua podem afetar recifes,
promovendo o branqueamento de espécies. Estudo realizado na costa
baiana® mostrou que os recifes localizados pr6ximo ao continente
foram os mais afetados por anomalias térmicas da dgua (até 1 °C por
mais de duas semanas), apresentando ainda uma maior incidéncia de
branqueamento. As espécies mais afetadas foram as mais abundan-
tes: Mussismilia hispida, Siderastrea spp., Montastraea cavernosa,
Agaricia agaricites e Porites.

Vale ressaltar que, independentemente do mecanismo de in-
corporagdo, os corais t€m se mostrado como bons tragadores de
mudancgas de temperatura, salinidade e contaminantes no ambiente
marinho.?73¢-38

Utilizacao de corais como organismos biomonitores

Os corais tém sido bastante usados como biomonitores de conta-
minacao por metais e ametais, hidrocarbonetos de petrdleo e outros
compostos organicos.'+1623303139-42 Sey emprego se iniciou apds a
descoberta de bandas de densidade esclerocronoldgicas, reveladas por
raios-X de esqueletos de corais. Esta descoberta permitiu a obtengao
de informacdes sobre o crescimento dos corais e de variacdes nas
condicdes do ambiente marinho, ao longo do tempo. Os niveis de
contaminantes na matriz carbondtica dos corais sdo registrados nos
anéis de crescimento desses animais. Dessa forma, € interessante
fazer a datagdo do exoesqueleto, antes da determinagdo quimica,
para a obtencdo do tempo de vida do organismo, a identificagdo
de episddios especificos, ao longo do tempo, e o estabelecimento
de teores de contaminantes para cada periodo de crescimento.'*!53

Pesquisas realizadas nos anos 80 mostraram a acumulagio de
Pb, ao longo de décadas, registrada em bandas de corais coletados
no Oeste do Atlantico Norte, na Florida, no Pacifico e no Oceano
Indico, em consequéncia da Revolugdo Industrial.** Na década de
1990, pesquisa realizada por Hanna e Muir® mostrou que as espécies
Porites lutea, Goniastrea retiformis e Pocillopora verrucosa, de areas
contaminadas da Ardbia Saudita, apresentaram concentragdes de
metais e ametais (Cu, Zn, Pb, Mn, Fe, Ni, Cd, V, Al, Cr, Mg, B, Ca
e Sr) mais elevadas do que em espécies de dreas nao contaminadas.

Trabalhos feitos ainda na década de 1980, em regides do Kuwaite
da Ardbia Saudita, revelaram a contaminagio de corais por derivados
de petréleo.*! Os préprios hidrocarbonetos de petréleo sdo também
fontes de metais-traco (e. g. Nie V).* A longo prazo, a incorporagdo
do V no esqueleto de corais afeta o crescimento, a diversidade e pode
causar a morte desses animais.*

O aumento do nivel de contaminagdo nas dguas marinhas pode
provocar mudangas substanciais em recifes de corais. Entre as formas
de impacto negativo, devido a ocorréncia de concentraco elevada de
metais, destacam-se: i. estresse fisiol6gico;?ii. inibi¢do da fertilizacdo
de corais;*# iii. mudan¢a na populacéo de zooxantelas;*” mudanga
na taxa de fotossintese*s e aumento da mortalidade de corais.*

A exposig¢do de corais a fons metélicos téxicos também pode levar
ao branqueamento. No entanto, este processo varia com a espécie
do coral e o tipo de metal incorporado.’ As concentra¢des de metais
encontradas em tecidos e esqueletos de corais diferem bastante en-
tre as espécies e regides estudadas (Tabela 1). Para os metais-traco
(Zn, Cu, Cr, Ni e Pb), avaliados em uma mesma regido da Austrdlia,
Goniastrea aspera®®' exibiu muito mais Zn em seu esqueleto do
que Pocillopora damicornis.**> No mar ardbico, Montipora digitata
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Tabela 1. Concentragdes de elementos majoritdrios e minoritrios em esqueletos de corais. Média + desvio-padrdo ou concentracdo minima e méxima. ND =
ndo detectado

Concentragdo (ug g')

Local Espécie -
Ba Sr Fe Mn  As Al Hg Cd Co Zn Cu Cr Ni Pb  Ref.
Meandrina 85 087 <5 <2 - - - - 006 2 8 <1 <2 <2
. braziliensis
Costa do Brasil Vadract v,
adracis sp.cf M- 3¢ 085 10 4 - - - - 008 2 <2 23 - -
pharensis
Baia da Flérida Meandrina areolata 32 30 <5 - - - - 0,04 2 1 <1 <2 <2
Florida Keys Porites porites 15 083 45 4 - - - - 2 <2 2 <2 <2 <2
Madracis mirabilis 11 0,86 <5 <2 - - - - 0,06 <2 <2 14 2 <2 31
Baia Discovery Montastrea annularis 10 0,80 5 <2 - - - - 0,06 <2 2 10 3 <2
Scolmia cubensis 9 0,75 13 3 - - - - 0,06 <2 <2 2 3 <2
Madracis mirabilis 24 0,86 95 9 - - - - 0,17 <2 5 0,2 <2 <2
Police Pool Wharf, Montastrea annularis 25 0,75 20 5 - - - - 0,12 <2 11 <2 <2 <2
Kingston Harbor  Scolmia cubensis 43 0,75 880 - - - - - 047 3 16 5 3 3
Phyllangia americana 27 0,77 290 - - - - - <2 7 20 <2 2 4
Ilhas Virgens Montastrea annularis - - - - - - - - - - - - - (())’(3‘90_ 55
Costa do Caribe Siderastrea siderea - - 113 91,6 - - - 7,5 - 10,2 2,0 - - 31,0 63
Colpophyllia Natans - - 13,7 0,97 - - - - - - 5,73 - 0,37 -
Mycetophillia - - 505 174 - 390 - - 01 - 105 123 056 -
. lamarckiana
Recife de Havana %, " orites - - 609 537 - 296 - - - - 105 175 120 -9
Dichocoemia stokesi - - 60,1 8,32 - 848 - - 0,07 - 2,12 46,5 0,52 -
Porites astreoides - - 58,9 246 - 923 - - 0,42 - 1,42 13,7 2,18 -
. . . . 3,51 + 7463 +
Recife Davies Porites mayeri 004 07 - - - - - - - - - - - - i
Recife de Punta Porit treoid ) 620 ) 139+ 039+ 107+ 163+080 021
Brava oriies astreowdes 11,0 204 0,07 084 156 008 0,06
Recife de Bajo Porites asireoid 18,1 + 13,9+ 042 + 9,12+ 12,5+ 1,95+ L4z o
Caimédn ories astreowdes ” T34 T237 o011 071 084 057 020
e 0,86 + 0,32 + 0,45+ 0,09 +
Acropora nobilis - - - - - - - <001 - 0.17 0.15 <03 021 004
Heron Island 187 2 023 1622 0.04 50
. 87+ 0,23+ ,62+ 0,04
Goniastrea aspera - - - - - - - <00 - 0,75 0,10 <03 0,75 0,01
Baia Pioneer Goniastrea aspera - - - - - - - <009 - <28 3(,)081 <29 34+7 06313 41
Pocillopora 1,6+ 44+ 31=x
damicornis ) B . B ) . - <009 - <23 0,3 33 10 <024
. 0,18 + 19+ 67+
Baia Nelly Acropora formosa - - - - - - - 0.09 - 218 0.6 21 <424 <0,24 51
Pocillopora 55+ 0,19 +
damicornis ) B ) B ) ) - <009 - 37+8 1,6 <21 107 0,10
. . 0,09 + 447 + 31+ 32+ 82=
Porto Townsville Goniastrea aspera - - - - - - 0.09 - 112 14+4 21 15 17
P . . 214+
Costa do Panama Siderastrea siderea - - - - - - 125 - - - - - - -
X 56
. . . 152 +
Costa Rica Siderastrea siderea - - - - - - 6.6 - - - - - - -
Recife Caganhao Porites lobata - - 0533 08 - - - - - 1,0 0,7 - - - 53
Recife Ulan Porites lobata - - - 1,0 - - - - - 1,8 3,1 - - -
Costa Egipcia do
Mar Vermelho Acropora sp. - - 127 - - - 0,81 1,31 - 6,47 7,58 - - 556 52
Ilha Magnética Acropora tenuis 515 6i 16,3 0,09 <0,001 <42 - 0,001 - 0,5 0,001 - 0,7 0,05
19
Ilha One Tree Acropora tenuis 6311 - ND 0,01 <0,001 <28 - <0001 - 0,2 0,08 - 0,3 0,01
. Pocillopora 6824 + 2,05+ 0,04 =
Baia Nelly damicornis T i ) l i ’ T002 005 ’ -2
Golfo de Agaba Porites ) 145035+ ) o 419+ 732+3838x o 382= 27

2,42 0,00 0,51 0,67 0,22 3,24
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Tabela 1. continuacao
. Concentragdo (ug g')
Local Espécie -
Ba Sr Fe Mn As Al Hg Cd Co Zn Cu Cr Ni Pb  Ref.
Monti divita 11,4+ 247 + 1,30+ 4,76 = 1,24+ 1,87+ 4,775+ 580+ 13,0+
ontipora digtiata i T079 021 i 011 026 0,14 0,11 029 039 098
Porit. d . ) 515274+« ) 213+ 730£2,62+ 049+ 433x 11,1+ 242+
N orites andrevst 049 0,18 0,16 057 021 006 021 089 187
gg‘;‘f;‘:;ge‘e’ Lobophyllia ] 128+ 3,15+ ] 255 982%223% 203 544% 1272 2642
PR corymbosa 0,89 0,23 0,19 062 0,19 0,13 038 092 1,98
Mar Arabico
Acropora formosa ) ) 0,53 = 4,66 + . ) 2,53+ 390+ 2,04+ 1,88+ 234+ 10,7+ 23,8+
oPo o 0,14 031 019 019 013 012 021 056 182
Psammocora ) ) 2,77+ 0,32 = ) ) ) 0,27+ 0,79+ 1,29+ 1,02+ 0,82+ 2,07+ 0,71 =
contigua 0,12 0,03 0,06 0,08 0,11 009 009 0,11 0,09
Costa de Tuticorin  Acropora formosa - - 42,1 536 - - - 453 430 3,14 246 258 723 256
Costa de Tuticorin  Porites andrewsi - - 48,2 8,53 - - - 721 689 251 106 523 722 283 37
Costa de Tuticorin  Montipora digitata - - 743 152 - - - 325 721 235 256 164 96,5 46,1
. . . 16,5 504 + 0,03
Golfo Triste Siderastrea siderea - - 76 - - 439 001 - - - - - - - o
. Montastraea 10,1 = 206 +
Golfo Triste faveolata ) ) 9,9 ) ) B 220 B ) ) B ) B )
Cayo Arcas, Montastraea
Golfo do México annularis 1142000 B . . B . B . . B . 14,0 . "
Triangulos, .
Golfo do México Montastraea annularis 168 2000 - - - - - - - - - - 18,3 -
0,19 98,4- 6,71 0,28 0,56 44 725- 0,18 0,18 -
-0,62 138 -15,6 -1,31 -5,29 -135 22,3 2,53 4,56
Golfo de Mannar - ) T 038+ 118+ 106+ T 071£255+932+ 138+ 086% 175+ |0
0,11 11,2 2,59 0,32 1,25 28,75 386 059 1,16

apresentou maior concentracdo de Pb do que Porites.” Isto mostra
a capacidade diferenciada de cada espécie para acumular tracos, ao
longo do tempo, além da atuacio de aspectos fisioldgicos e tempos
de vida dos espécimes envolvidos. Entre regides diferentes amostra-
das,>375952 Acropora formosa foi a melhor biomonitora de Cr dentre
as espécies. Para o Pb, as espécies que se destacaram pelas maiores
concentracdes deste metal foram M. digitata, Porites e Lobophyllia
corimbosa.»?"3

Como mencionado acima, os niveis de fons metdlicos nos es-
queletos de corais diferem entre as espécies, assim como ocorre com
outros organismos biomonitores. Estas varia¢des na bioacumulacio
de elementos majoritdrios e minoritdrios ocorrem devido a diversos
fatores: fontes e concentragdes presentes na coluna d’agua; biodis-
ponibilidade dos elementos; aspectos fisioldgicos; dieta alimentar e
tempo de vida de cada espécie. Sugere-se, desse modo, que quanto
maior for o tempo de vida de uma espécie e sua capacidade de in-
corporac¢io, maior serd o teor de elementos-trago incorporados aos
esqueletos destes animais, ao longo do tempo. Quanto maior o nivel
de contaminacao de uma regido, maior a probabilidade de acumulagio
de contaminantes nos organismos.

Pesquisa realizada na Bafa de Todos os Santos, na regido nordeste
do Brasil, mostrou que algumas espécies, tais como Porites branneri,
Meandprina braziliensis, Stephanocoenia michelini e Millepora nitida,
que eram abundantes em 1962, desapareceram, desde 2003, devido
a baixa tolerancia destas espécies ao aumento de turbidez ocorrido
nesse ambiente.> Outros fatores, como o aumento do aporte de fons
metdlicos para esta regido, também podem ter contribuido para o desa-
parecimento destas espécies. As espécies mais resistentes a condigdes
estressantes observadas na Bafa de Todos os Santos foram Montastrea
cavernosa e Siderastrea stellata.>* Como os corais obtém seu alimento
pela ingestdo de material particulado e micro-organismos, sugere-se
que as espécies de corais mais resistentes, nas condigdes estressantes
da Baia de Todos os Santos, i. e. Montastrea cavernosa e Siderastrea
stellata, sejam as melhores espécies biomonitoras no grupo dos

corais, tanto para essa Bafa, como ao longo da costa brasileira onde
as mesmas ocorrem.

PROCEDIMENTOS ANALITICOS

Coleta, procedimentos de descontaminacao e preparo de
amostras de corais

Diferente de outros organismos biomonitores, como ostras
e mariscos, a coleta, o preparo e a determinagdo de elementos
majoritdrios e minoritdrios em amostras de coral € complexa.
Amostras de corais sdo coletadas, geralmente, por um mergulha-
dor autdonomo. Dependendo do tamanho da coldnia, sdo coletadas
coldnias inteiras ou sdo retirados testemunhos. A rotina de coleta
de amostras inclui muitas etapas de manipulagdo, as quais sao
importantes fontes potenciais de contaminagédo.® Isto se deve, em
parte, as ferramentas utilizadas nas amostragens de corais, como,
por exemplo, os testemunhadores e as serras pneumdticas, cujas
laminas sdo compostas por uma variedade de ligas metdlicas. Assim,
apesar do uso de medidas preventivas para se evitar a contaminacao,
a coleta e o pré-tratamento das amostras causa, potencialmente, a
contaminacdo, especialmente por elementos como Fe, Zn e Al, o
que pode comprometer a andlise ao nivel de traco.

Ap6s serem coletadas, as amostras sao lavadas com dgua do local
de coleta, guardadas em sacos pldasticos e refrigeradas. Em laboratério,
as espécies serdo identificadas, lavadas com dgua deionizada e secas
a temperatura ambiente, em um local previamente descontaminado
e protegido de poeira (e. g. capela de fluxo laminar ou sala limpa).
As amostras passam por vdrias etapas de limpeza, para remover a
contaminacao superficial, devido a coleta e seccao das amostras. Na
literatura mais antiga sobre corais, a descontaminagio das amostras
de esqueleto foi realizada com 4agua deionizada e banho ultras-
sonico.’** Trabalhos posteriores mostraram a necessidade de se
realizarem procedimentos mais completos de limpeza das amostras.
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Estes procedimentos incluiram etapas de lavagem, com édcidos
diluidos, intercaladas com o uso de agentes oxidantes.?!:?>39:40:55-5
Adicionalmente, deve-se considerar se o objetivo do estudo € determi-
nar elementos-traco associados apenas a matriz carbondtica do coral.
Neste caso, deve-se, inicialmente, retirar todo o material organico do
esqueleto, para ndo introduzir erros nas analises quimicas, com a con-
tabilizac@o de elementos majoritarios ou minoritarios incorporados a
fragdo organica dos tecidos (pdlipos e algas simbiontes).

Para a remocdo dos tecidos, podem ser utilizadas solucdes
oxidantes, em banho ultrassonico, que atuam na degradacdo da
matéria organica. A mistura de per6xido de hidrogénio (H,0,) e
hidréxido de sédio (NaOH) € a mais presente na literatura, sendo o
NaOH usado para ajustar o pH da solugfo a 8,22223:37:39445060e a55im,
evitar a solubilizacdo do material esquelético (Tabela 2).°' O H,0,
¢ adicionado geralmente as solucdes dcidas, para evitar a formacdo
de 6xi-hidréxidos de Fe sob pH mais altos.®> O Hipoclorito de sédio
(NaClO) 5% é outro oxidante utilizado por alguns pesquisadores.¢36+
Segundo Shen e Boyle,*” o pré-tratamento dos corais com 0 uso
de oxidantes é fundamental para amostras com elevado contetido
organico. Porém, para amostras que apresentem apenas inclusoes
detriticas, uma limpeza 4cida ¢ suficiente. Apés a fase de oxidagao,
¢ feita a reducdo e a quelacdo da fase dxica, ou seja, a remocio
dos 6xidos formados na reacdo da matéria organica com a solu¢do
oxidante. Assim, observa-se o uso da mistura de hidrazina (N,H,) e
hidréxido de amonio (NH,OH)* ou de dietilditiocarbamato de sédio
(C;H,,NNaS,) com 4cido L-ascérbico (C{H{O,) em pH ajustado a
5,0.222337:5060 Antes da fase de redugdo e quelagdo da matéria orgnica,
alguns pesquisadores preferem ndo utilizar HCI, tendo em vista os
potenciais riscos de dissolug¢@o da amostra com este dcido forte. Em
vez disso, a superficie de carbonato da amostra pode ser tratada com
dietilditiocarbamato de sédio e dcido ascdrbico, em pH ajustado a
2,5, até alcangar equilibrio em pH 5,6 (Tabela 2).>

A maioria das etapas de limpeza de amostras de coral envolve
banho ultrassonico e lavagens com dgua deionizada, sob determinadas
condi¢des de temperatura e tempo. O tempo gasto e a temperatura
dependem do procedimento usado pelo pesquisador. A limpeza dcida
¢é geralmente rdpida, enquanto a remog¢ao da matéria organica leva
de minutos até algumas horas (Tabela 2). O procedimento de Shen e
Boyle® e, principalmente, algumas adapta¢des deste procedimento
foram bastante empregadas. Entretanto, a complexidade e a duracio
do referido procedimento limitam a determina¢do de um grande
nimero de amostras. Em estudo recente,” foi proposto um procedi-
mento simples para a descontaminagdo de amostras de corais, que
gerou resultados bastante satisfatérios. Este procedimento envolve
apenas cinco etapas de lavagem com dcido diluido (HNO, 0,2 mol L').

Mesmo apés a redug¢do do nimero de etapas de limpeza, com
solucdes dcidas bastante diluidas, e uso do banho ultrassonico, é
possivel que a agitagdo, durante o processo de sonicagcdo em meio
acido, remova ndo apenas elementos-trago da superficie da amostra
(decorrentes da contaminacéo), como também aqueles que constituem
o préprio esqueleto do coral. Este € um ponto que deve ser melhor
investigado para que os resultados das andlises quimicas nao represen-
tem concentracdes subestimadas dos analitos na matriz carbondtica.

Uma alternativa mais simples, que resultaria em uma diminuigido
do tempo gasto no preparo de amostras, seria o desenvolvimento de
amostradores e/ou testemunhadores, de material altamente resistente,
mas, a0 mesmo tempo, que ndo introduzam contaminagdo durante
o processo de amostragem. O desenvolvimento de tubos de carbeto,
de tungsténio e/ou titanio, por exemplo, poderia ser uma alternativa.

Ap6s os procedimentos de descontaminag@o, os esqueletos deve-
rdo ser acondicionados em recipientes previamente descontaminados
para posterior secagem ou liofilizacdo da amostra. Em seguida, a
amostra deverd ser moida.

Quim. Nova

A etapa de moagem € muito importante para reduzir e padronizar
a granulometria da amostra, garantindo a sua homogeneidade. Quando
se usa o gral e o pistilo para macerar a amostra, existe uma grande
dificuldade em se atingir tamanho de particulas homogéneo. J4 o
uso de moinho de bolas e/ou criogénico produz uma boa trituraco
da amostra, gerando particulas finas e relativamente homogéneas, de
forma que, apesar de pouco utilizado, este € o procedimento mais
recomendado.

A temperatura, durante o processo de moagem com moinho de
bolas, ndo deverd exceder 40 °C, principalmente quando se pretende
determinar elementos voldteis na amostra. Assim, vdrios ciclos de 2
min deverdo ser empregados para que a temperatura nao exceda o
limite de 40 °C.%® Um problema associado ao uso do moinho crio-
génico e do moinho de bolas € a pequena capacidade do frasco de
moagem, que restringe a moagem a apenas algumas miligramas de
amostras por vez.

Apds a moagem, a amostra € submetida a decomposigao/
dissolucdo, geralmente, com o uso de acidos fortes, para posterior
determinagdo de elementos majoritdrios e minoritdrios. A Figura 2
mostra o fluxograma, modificado, das etapas que sdo rotineiramente
utilizadas na literatura para o pré-tratamento de amostras de corais.
Observa-se que a secagem da amostra em estufa foi o procedimento
mais utilizado, entretanto, o uso do liofilizador é recomendado, visto
que evita a contaminacdo da amostra.

Banho ultrassdnico com dagua MilliQ: 3 x 10 min, intercalado com centrifugagdo
a 3000 rpm por 10 min

|—> Retirada do sobrenadante

Banho ultrassdonico com HNO; 0,2 mol L:3x10 min, intercalado com
centrifugag¢do a 3000 rpm por 10 min

|—> Retirada do sobrenadante

Banho ultrassdnico com agua MilliQ: 3 x 10 min, intercalado com centrifugagdo
a 3000 rpm por 10 min

|—> Retirada do sobrenadante

[ Congelamento da amostra ]

Liofilizagdo

[ Moagem ]

Remog3o dos tecidos: oxidagdo usando H,0, 30% e NaOH 0,2 mol L™. Sonicagio

a 3000 rpm por 20 min

Remogdo da camada oxidada : uso de dietilditiocarbamato de sédio 117 mmol
L™ e 4cido L-ascérbico 0,4 mol L

Banho ultrassdnico com agua MilliQ: 3 x 10 min, intercalado com centrifugagdo
a 3000 rpm por 10 min

'—P Retirada do sobrenadante

[ Congelamento da amostra ]
Liofilizagdo

Figura 2. Fluxograma modificado das etapas de pré-tratamento de amostras

de corais mais empregadas na literatura para a determinagdo de elementos
majoritdrios e minoritdrios

Uma vez que as concentragdes de elementos-trago sdo bastante
baixas na matriz carbondtica dos corais, as determinagdes sdo fre-
quentemente realizadas por espectrometria de massa com plasma



Vol. 35, No. 3

Tabela 2. Procedimentos de limpeza das amostras de esqueleto de coral

Corais como organismos biomonitores

587

Massa (g) Reagente / concentracdo Meio pH T (°C) Tempo Ref.
- Agua deionizada Banho ultrassdnico 31
HNO, conc. - 3s 55
HNO, 0,2 mol L"! Banho ultrassonico - 10 min 39
HNO, 0,15 mol L"! Banho ultrassonico - 2 min (5 Xx)
Mistura de 50%-50% de H,0, 30% e NaOH 0,2 mol L';
Mistura de Hidrazina (H,NNH,) anidra 97%; Aquecimento; 80 30 min
NH,OH conc.; banho-maria; - -
NH,OH 7 mol L''; Agitacdo ultrassonica - 2 min
Repeticao dos itens 1 a 3 e depois, 1 e 2
- NaClO 5% 24 h 63
- Agua MiliQ; 61
H,0, 120 vol.
+1,5 HNO, 0,2 mol L*! Banho ultrassonico 5 min 40
HNO, 0,15 mol L"! Banho ultrassonico 5 min
HNO, 0,15 mol L™ - 4 min
- HNO, diluido - - 67
- Agua destilada; Banho ultrassonico 10 min 36
HNO, 0,15 mol L"! - 5 min
Agua destilada; Banho ultrassénico 10 min
Mistura de 1:1 de H,0, 30 % e NaOH 0,2 mol L"! - 20 min
HNO, 0,15 mol L! - 5 min
- Agua MiliQ Banho ultrassdnico - - - 34
H,0, 9,7 mol L' e NaOH - 8,2 20 1h 50
Banho ultrassdnico - - 5 min
Dietilditiocarbamato de s6dio (2%, m/v) / 5,0 20 10 min
Acido L-ascérbico (70 g L).
75-100 50 mL de H,0, 9,7 mol L' e NaOH - 8,2 20 1h 60
Banho ultrassénico - - 10 min
50 mL de: Di?tilditiocarbamato de sodio (117 mmol L) / 5,0 20 20 min
Acido L-ascérbico (0,4 mol L)
Banho ultrassdnico - - 10 min
4,5+0,2 5 mL de H,0, 9,7 mol L' e NaOH - 8,2 20 1h 51
Banho ultrassdnico - - 10 min
Banho ultrassdnico - - 10 min
Banho aquecido 8,2 20 1,5h
=5 HNO, baixa concentragdo Banho ultrassdnico - - - 56
- HNO, ultrapuro 0,1 mol L*! Banho ultrassonico; - - 57
banho aquecido - 50 -

0,015 -0,025 HNO, 0,2 mol L"! Banho ultrassénico 58
- NaClO 5% 52
- Agua destilada Sonicacdo 45h 19
- NaClO 5% 5 dias 64

Sonicacio 4h
- H,0, 9,7 mol L'; NaOH; - 8,2 20 Uma noite 22

Banho ultrassdnico 10 min

- 70 35h

HCI (1,2 mol L); - - - 12h
Dietilditiocarbamato de sédio (117 mmol L) / Acido L-  Agitacio; centrifugacio - - 20 Min

ascorbico (0,4 mol L)
HNO, 0,01 mol L*!
H,0, 30%; NaOH 0,2 mo L"!

Agitacdo ultrassonica e 60 2 min
centrifugacio - 10 min
Agitacio ultrassonica e - 10 min

centrifugacio - 5 min

HCI 1,2 mol L"!

HNO, 0,02 mol L
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Tabela 2. continuacdo
Massa (g) Reagente / concentracdo Meio pH T (°C) Tempo Ref.

0,1 Agua deionizada Agitagao ultrassonica e 10 min 89

centrifugacio 5 min
0,1 HNO, 0,02 mol L"! Agitacdo ultrassonica e 2 min 89

centrifugacio 2 min

H,0, 30%; NaOH 0,2 mol L"! Agitacdo ultrassonica e 60 10 min

centrifugacdo 10 min
- H,0, 9,7 mol L' e NaOH - 8,2 20 1h 25
0,025 Agua MiliQ; Sonicagio 91

NaOH 0,2 mol L' 50:50 H,0, 30%;
Mistura de Hidrazina tamponada em mistura 50:50 de  Aquecimento e sonicacdo
NH,OH 30% e (NH,),CHO, 0,25 mol L'';
HNO, 0,001 mol L"!
0,001 —0,0015 Agua MiliQ Agitacdo ultrassonica e 10 min (2 x) 18
centrifugacdo
4,5 Banho ultrassonico - - 10 min
Dietilditiocarbamato de sédio 2% (m/v); Acido L-ascér- 5,0 20 10 min
bico (70 g L)

- HNO, 0,2 mol L"! - - - - 21
- Agua MiliQ Banho ultrassonico 90
4.5 H,0, 9,7 mol L'; NaOH; 8,2 25 1h 37

Banho em dgua 8.2 70 3,5h

Dietilditiocarbamato de sédio 20% (m/v); 5,0
CaCl, (1-30 g L);
Acido ascérbico 70 g L 10 min
(Repeti¢do dos intes 1 e 2) Quente 1,5h
- H,0,; NaOH 1 mol L'"; 82 Temp. 1h 44
ambiente
Banho de dgua 70 °C 3h

Banho ultrassonico (2 x) 10 min

- NaClO 24 h 10

indutivamente acoplado (ICP-MS). Portanto, € conveniente que, na
etapa de remogéo dos tecidos, se utilize a mistura de H,0, e NaOH
como oxidante em vez de NaClO, como sugerido em alguns traba-
lhos.!0526364 Tsto se justifica devido a interferéncia que o cloreto de
hipoclorito pode causar nas determinagdes por ICP-MS.

Decomposicio de amostras de corais

As amostras de corais, apds as etapas de secagem, moagem e
homogeneizagao, deverdo ser submetidas a dissolugdo e/ou digestao
para remover os analitos da matriz. Antes de realizar a extragdo dos
analitos da matriz, € fundamental que seja feito um bom planejamento,
o que envolve o conhecimento detalhado da técnica analitica a ser
empregada, as caracteristicas da matriz, o tipo do analito (inorgani-
co, organico), possiveis interferentes e outros problemas analiticos
associados 2 técnica a ser empregada.®®-¢’

Para a remocdo dos elementos majoritdrios e minoritdrios da
matriz carbondcea, em geral, as amostras sao submetidas a decompo-
sicdo com solugdes dcidas. Existe uma grande variedade de extratores
utilizados na literatura (CH,COOH, HNO,, HCl e HCIO,)), como pode
ser observado na Tabela 3.1537:50-52.63.68

Um grande niimero de estudos publicados sobre biomonitores
ndo menciona o tipo de equipamento usado na decomposicio das
amostras, principalmente na literatura referente aos corais. Isto se
deve, em parte, aos artigos de corais serem, principalmente, de cunho
ambiental. Infelizmente, em muitos destes artigos, as informacdes
sobre as condi¢des experimentais sdo muitas vezes insuficientes para
a reproducio do procedimento empregado.

Dentre a literatura avaliada, os equipamentos mais utilizados
na decomposicio de amostras de corais, bem como para outros or-
ganismos biomonitores, e.g. bivalves e poliquetas, estdo o forno de
micro-ondas,* %80 o bloco de aquecimento ou digestor!®315581-8+ ¢
a chapa quente (Tabela 3).338¢

O uso do forno de micro-ondas foi o procedimento para a diges-
tdo de amostras bioldgicas que se tornou mais popular nas dltimas
décadas. O seu emprego representou uma importante alternativa
para os procedimentos convencionais, ja que ¢ relativamente barato,
reduz o tempo de preparo de amostras e os problemas relacionados a
perdas de elementos por volatilizacdo. Além disso, entre as vantagens
de se usar a radiacdo de micro-ondas na digestdo, hd a possibilidade
de se trabalhar com dcidos diluidos e de controle da poténcia do
forno, o que permite a redugdo do tempo de digestdo. O tempo de
digestdo varia entre poucos minutos até 1 h, o que € suficiente para
assegurar a recuperacdo total dos elementos de interesse.¥”*® Como
as decomposicdes, geralmente, envolvem o uso de 4cidos fortes €
fundamental diluir as amostras apés o seu resfriamento. A diluicdo
evita a oxidagdo de partes metalicas de equipamentos onde serdo
determinados os analitos e o comprometimento da saide do analista,
que estard em contato com vapores fortes de dcidos.

Determinacio de elementos majoritarios e minoritarios em
amostras de corais

As técnicas analiticas utilizadas na determinacéo das concentra-
¢oes de elementos majoritdrios e minoritdrios em amostras bioldgicas
apresentam diferentes graus de sofisticacdo e seletividade, bem como
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Tabela 3. Digestdo das amostras de esqueleto de coral e detecgio de elementos majoritarios e minoritarios
Massa (g)  Reagentes usados na decomposi¢do Equipamentos Elementos Técnica de detecgdo Ref.
- CH,COOH 4% Placa de aquecimento  Sr, U, Ba, Cu, B, Li, Zn, Ti, Cr, NAA e ICP OES 31
Fe, Mn, Co, Ni, Pb, e SC
1-2 HNO, Placa de aquecimento Pb ASV 55
0,06-0,12  HNO, 2 mol L"! - Ca FAAS 39
HNO;, 16 mol L*! Co FAAS
Pb,Cd,Mn, ZneV GFAAS
- HCI; HNO,-HCIO, (5:1) - As,V, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, AAS 63
Cd, Pb, Sn e BA
- HNO, - Cu, Pb, Zn e Cd ASV 61
0,12 HNO, 3 mol L; - A% ICP-MS 40
- HCl - Zn, Cu, Al, Cr, Cd, Sn, Pb, V. AAS 15
e Ni
0,05-1 HNO, conc.; HCIO, diluido - Cu, Mn, Ni, Zn, Fe INAA 67
Mg, Al, Cre Co AAS
Ca Complexometria usando
EDTA e indicador
45+0,2 HCI 12 mol L"! Cd,Pbe Cu ASV; 50, 60
Zn, Nie Cr FAAS;
- HNO, 1:1; HCl conc.; Hg CV-AAS 36
KMnO, (5%); HNO;, (5,6 mol L');
H,SO, (18 N); Hidroxilamina (1,5%);
SnCl, (10%);
HNO, 1:1; HCI conc.; H,0, 36% Al, Ca, Cd, Cu, Cr, Fe, Pb,V  ICP OES
eZn
- - - B, Mg, Ca, Sre U LA-ICP-MS 34
45+0,2 HC1 12 mol L! Digestdo na temperaturaCd, Pb e Cu ASV; 51
ambiente
LaCl, 0,18 mol L'; HCI 12 mmol L"! 7Zn, Ni e Cr FAAS
2-3 HNO, 1:1; HCI Banho-maria Hg CVAAS-FI com cela de 56
quartzo e inje¢ao em fluxo
KMnO, (5%); HNO, (5,6 mol L);
H,SO, (18 N); Hidroxilamina (1,5%);
SnCl, (10%)
- HNO, conc. ultrapuro; HNO, (1%) - Ca Titulagdo com EDTA 57
(murexida como indicador);
- Pb Quelag@o com pirrolidina
ditiocarbamato de amonio e
extragdo com metil isobutil
cetona
- HCl - Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Sn e Zn; AAS 52
- HNO, e HCIO, (5:1)
HNO,:HCI (9:1) Hg CVAAS
HNO, conc. e H,0, na proporgio de Placa de aquecimento  Al, Fe, As, Br, I, Ba, Mn, Ni, NAA /ICP-MS 19
1:1; HCI1 Cu, Zn,Cd e Pb
0,015-0,025 HCI 5%; HNO, 5%; - Cu, Zn e Mn ICP OES 58
0,005-0,008 HNO, 2% - Sne Cu ICP-MS 89
Ca ICP OES
0,001-0,0015 HNO, 1% - Na, Mg, Al, Ca, Mn, Zn, As, Sr, ICP-MS 18
Y, Ag, Cd, Ba, Pb, The U
- HCI 12 mol L! - Cu ASV 22
Sre Ca FAAS
- HNO, 1:1; - Hg CVAAS 64
HNO,; conc.;
- HCI 2 mol L' ultrapuro; HCI 2 mol - Cd ID-ICP-MS 91

L' enriquecida com padrio interno do

isétopo '"*Cd; HNO;, 2,5 mol L'; HNO,

2%
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Tabela 3. continuacdo
Massa (g)  Reagentes usados na decomposi¢do Equipamentos Elementos Técnica de detec¢do Ref.
- HCI 12 mol L - Fe, Zn, Cu, Co, Cr, Cd, Mn, GFAAS 25
Pb e Ni
- HNO, conc. Bloco digestor Cu, Zn e Pb FAAS 81
Cd ET-AAS
- - - Mn, Fe, Cu, Cr, Co, Sb, Pb e As LA-ICP-MS 21
- HNO; conc. - Cd, Co,Cr, Cu, Fe, Mn, Pb, Ni, GFAAS 37
eZn
LacCl, 0,18 mol L'; HCI 12 mmol L"!
0,5 HNO, 30% - Al, Fee Ca ICP OES 90
1,0 Agua régia Hg AFS
KMnO, 5%); hidroxilamina 1,5%;
SnCl, 10%
- - Micro-ondas Ca, Sr, Ba, Mg, V, Ni, Zn, Al, AAS 44
Fe, Cr
0,5 HCI; HNO,-HCIO, (5:1) - Fe, As, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni, ICP-MS 10
PbeZn

AAS: Espectroscopia de Absor¢do Atdmica; ASV: Voltametria de Redissolu¢ao Anddica; AFS: Espectroscopia de Florescéncia Atdomica; CVAAS-FI: Inje¢do em
Fluxo com Espectrometria de Absor¢ao Atdmica com Vapor Frio; CVAAS: Espectrometria de Absor¢do Atomica com Vapor Frio; ET-AAS: Espectroscopia de
Absor¢ao Atdmica eletrotérmica; FAAS: Espectrometria de Absor¢ao Atdmica de Chama; GFAAS: Espectrometria de Absor¢ao Atdmica com Forno de Grafite;
ICP OES: Espectrometria de Emissdo Otica com Plasma Indutivamente Acoplado; ICP-MS: Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado;
ID-ICP-MS: Diluicao Isotépica com Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado; LA-ICP-MS: Ablacdo a Laser com Espectrometria de
Massa com Plasma Indutivamente Acoplado; NAA: Analise por Ativacdo Neutronica; INAA: Andlise Instrumental por Ativacao Neutrdnica.

de custos e tempo de andlise. A escolha do método analitico a ser
usado € baseada na faixa de concentracio dos analitos de interesse,
no custo analitico, no niimero de amostras e de elementos a serem
determinados e, obviamente, na disponibilidade de equipamento.

Até a década de 1990, as técnicas utilizadas nas andlises de
tracos em corais inclufam andlise por ativacio neutronica (NAA),
voltametria de redissolugdo anddica (ASV), sendo as técnicas es-
pectrométricas de absor¢@o atdmica (AAS), com chama (FAAS) e
com forno de grafite (GFAAS) as mais usadas. Posteriormente, a
espectrometria de emissdo e a espectrometria de massa, empregan-
do fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP OES e ICP-MS,
respectivamente), comecaram a ser muito utilizadas, haja vista a
capacidade de determinaciio multielementar, a alta sensibilidade e
os baixos limites de detecgao.

O emprego das técnicas ICP-MS e ICP OES possibilitou a de-
terminacdo simultdnea de elementos-trago em estudos ambientais,
para os quais existe a demanda de determinacdo da concentragdo de
vérios elementos toxicos e essenciais, que na maioria das vezes se
apresentam em concentragdes muito baixas. Todos os métodos de
andlise quimica, mesmo os mais antigos, sdo usados ainda hoje, a
depender do tipo de matriz, da faixa de concentra¢des do analito de
interesse e da aplicagdo.

Para os estudos de corais publicados na literatura, uma gama
de técnicas € utilizada (Tabela 3). Dentre as técnicas empregadas,
destacam-se FAAS, GFAAS, CVAAS (para Hg), ICP OES e ICP-MS.
O Hg € um elemento muito volatil em temperatura ambiente e por este
motivo € determinado, geralmente, por espectrometria de absorcio
atdmica com vapor frio (CVAAS) ou por fluorescéncia atomica (AFS).

A técnica analitica FAAS poderia ser utilizada, ja que a instru-
mentagdo € relativamente simples e o custo moderado. Uma des-
vantagem desta técnica, no entanto, € a baixa eficiéncia do processo
de introdugdo da amostra, pois apenas 5 a 10% da amostra chegam
a chama. Isto pode significar um grande problema na determinacio
de tracos em amostra bioldgica, caso as concentragdes sejam muito
baixas, como no caso de amostras de corais. Além disso, existe a
possibilidade de problemas devido aos efeitos de matriz. Estes efeitos
podem ser reduzidos pela adi¢ao de uma mistura de LaCl, e HCl as
amostras®' e o uso de 1dmpada de lantinio e potdssio no aparelho.?

Um dos grandes problemas relatados por pesquisadores, durante
as determinagdes de elementos-traco em amostras ambientais com-
plexas, como o esqueleto de coral e as conchas de organismos, € a
elevada concentracdo de elementos majoritdrios como Na e Ca. A
alta concentrag@o destes elementos provoca interferéncia espectral
e de transporte, perda de energia do plasma, reduzindo com isso o
sinal analitico dos elementos-trago.

No caso de amostras bioldgicas coletadas em ambientes bem
preservados, em que as concentracdes de elementos sao baixissimas
(i.e.ng L"), é necessdrio utilizar GFAAS ou ICP-MS nas determina-
¢des quimicas. Entretanto, dependendo do analito de interesse, existe
uma diferenga significativa, no limite de deteccio do ICP-MS e do
GFAAS, a qual pode chegar a duas ordens de magnitude. O GFAAS
¢ uma técnica bastante sensivel, indicada para a determinacio de
elementos ultratrago (da ordem de pg L'!). A vantagem do GFAAS
em relagio ao ICP-MS estd na possibilidade de analisar diretamente a
amostra s6lida ou volumes muito pequenos de amostras liquidas. No
entanto, apesar de apresentar baixo limite de deteccdo, s3o comuns 0s
problemas de interferéncia espectral (espalhamento de bandas eletrd-
nicas) no GFAAS, exigindo um corretor de fundo muito eficiente,*
vérias etapas no processo de aquecimento e limpeza, dificultando a
viabilizagdo da rotina de laboratdrio.

A espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES) e a espectrometria de massa com plasma in-
dutivamente acoplado (ICP-MS) sdo as técnicas mais usadas para
determinar simultaneamente a concentracao de varios elementos-traco
em esqueletos de corais.!*18:19:3640.58.8990

Na determinagdo de elementos-traco por ICP-MS, € necessario
separar os metais alcalinos, que ocorrem em concentracdes entre
500 e 1000 p L', dos elementos-traco. Esta separac@o pode ser feita
por meio da dilui¢do isotdpica e com o uso de uma resina de troca
ionica. Este tipo de resina elimina os elementos majoritdrios, retendo
os elementos minoritarios. Posteriormente, os elementos-trago retidos
sdo eluidos da resina, com o uso de uma solugdo 4cida, sendo as
concentragdes determinadas por ICP-MS.”! No entanto, de acordo
com Mathews e colaboradores®' e Scott,”” 0 uso da resina de troca
i0nica tem como desvantagem a possivel perda de metais, durante a
passagem destes na coluna de troca idnica. Outra forma de reduzir
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os efeitos de matriz do Ca analisado por ICP-MS € mediante o uso
de padrdes internos de escandio (Sc) e indio (In) nas solucdes, antes
da decomposi¢do com o HNO, 2%.%

Atualmente, as técnicas hifenadas vém sendo cada vez mais
usadas. A ablag@o a laser, acoplada ao ICP-MS (LA-ICP-MS), por
exemplo, permite a determinagdo rapida e simultinea de elementos
quimicos em amostra sélida. O laser remove a camada superficial
da amostra, a qual € injetada no espectrometro de massa. A técnica
LA-ICP-MS tem sido fortemente recomendada para a determinacgio
de elementos majoritdrios e minoritdrios quando se necessita de alta
frequéncia analitica.?!** Porém, alguns problemas enfrentados para
o uso de amostra s6lida, usando LA-ICP-MS, sdo: a calibragio exige
o uso de solugdes de calibragdo da mesma matriz, que ainda ndo sio
encontradas frequentemente e, as interferéncias espectrais, devido a
matriz ndo ser diluida. Outra técnica utilizada € a diluicdo isotdpica
(ID) acoplada ao ICP-MS (ID-ICP-MS), pela qual € feita a adi¢ao de
padrio do isétopo do analito na solucéo da amostra.”!

A escolha das técnicas analiticas para a determinag@o de tracos
muitas vezes € dificil e exige um amplo conhecimento da composi¢ao
da matriz, visto todas as interferéncias que podem ocorrer. Amostras
marinhas apresentam concentragdes elevadas de elementos majorita-
rios (e. g. sédio, magnésio, potdssio, cdlcio), o que pode causar sérias
interferéncias no sinal analitico de elementos-traco. Alguns procedi-
mentos podem ser feitos para minimizar estes efeitos. O excesso de
dgua, bem como de sddio e célcio presentes em amostras de corais,
por exemplo, podem ser eliminados pela adi¢do de solugdo de citrato
de amonio 2% na matriz, antes da determinacio das concentracdes
de elementos-traco.'

Todos os procedimentos mencionados acima devem ser realizados
em capelas de fluxo laminar. O emprego de técnicas adequadas, rea-
gentes e dgua de boa qualidade sdo fundamentais para a confiabilidade
dos resultados. Para o controle de qualidade analitica, ¢ fundamental a
inclusio de amostras em branco e de material de referéncia certificado
(MRC), nas determinag¢des de elementos majoritdrios e minoritarios.
O MRC devera ser usado para checar a precisdo e a exatiddo do
procedimento e das andlises quimicas. Para os corais, geralmente,
o MRC usado para amostras de corais € o JCP- 1, produzido pelo
Geological Survey of Japan.

CONCLUSOES

A capacidade de incorporagdo de elementos majoritdrios e mi-
noritdrios em esqueletos de corais permite uma avaliacdo temporal
das condicdes do ambiente marinho (i. e. salinidade, temperatura e
aporte de contaminantes no meio). As concentracdes de elementos-
-tra¢o variam substancialmente entre as espécies de corais. Isto resulta
da interacdo de diversos fatores, como as fontes de contaminantes,
teores de contaminag?o, biodisponibilidade de elementos majorita-
rios e minoritdrios, fisiologia, tempo de vida e dieta de cada espécie.
A utiliza¢@o de corais como organismos biomonitores, entretanto,
requer que sejam realizados procedimentos analiticos laboriosos e
demorados, em salas limpas. O processamento de amostras de corais
é complexo e envolve etapas de descontaminacio antes da secagem,
moagem e dissolugdo das amostras. E necessario o desenvolvimento
de medidas alternativas para a amostragem de corais, que representa
uma das etapas mais criticas, para que as etapas de descontaminagio
possam ser eliminadas e, assim, reduzir o tempo e a manipulacio no
pré-tratamento da amostra. As técnicas mais utilizadas nas andlises
de elementos-traco em amostras de corais sdo 0 AAS, o ICP-MS e o
ICP OES, sendo estas tltimas as mais empregadas, por serem técnicas
multielementares, com alta sensibilidade, baixo limite de deteccio
e alta frequéncia analitica. E preciso enfatizar que os recifes de co-
rais sdo ambientes que apresentam alta diversidade e produtividade
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primdria, fornecendo uma série de servigos ecoldgicos que precisam
ser preservados. Corais t€ém participagio direta no balango do car-
bono do planeta e, portanto, no clima do planeta, tanto devido aos
processos de calcificacdo como de fotossintese. Estes organismos sdo
importantes ferramentas em estudos de monitoramento ambiental e
precisam ser estudados e preservados.
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