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Este trabalho tem como objetivo avaliar um procedimento para a extracdo de 35 compostos da série dos n-alcanos (Cs-
Cy € 0s isoprendides pristano e fitano) em amostras de sedimento ambiental, comparando a extragéo por ultra-som com
a extracdo Soxhlet. A linearidade foi de 0,2-50 mg.L™ e os coeficientes de correlacéo ficaram acima de 0,993 para todos
os compostos com limites de detecgdo e quantificacdo de 0,1 a 0,4 mg.L™" e 0,4 a 1,3 mg.L™, respectivamente. As
médias das recuperacdes foram de 58,6 % para o ultra-som e 89,3 % para Soxhlet e coeficientes de variagao (C.V) de
24,7 % e 39,9 % para ultra-som e Soxhlet, respectivamente. A comparacao dos dois métodos de extracdo foi realizada
através do teste F. O valor de F calculado para recuperacgdo foi 2,84 e para C.V foi 2,38 sendo menor que o tabelado
(9,28) para 95 % de confianga. As andlises das amostras do rio Japaratuba-SE apresentaram valores para 0 método
ultra-som de 0,41 (Cg) a 1,88 mg.kg™ (C,;) e para o método Soxhlet de 0,29 (Cy;) a 3,64 mg.kg™ (Ca).
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This study aims to evaluate a procedure for the extraction of 35 compounds in the series of n-alkanes (Cg-Cy4 and the
isoprenoids pristane and phytane) in environmental sediment samples by comparison ultrasound extraction with Soxhlet
extraction. The linear range was from 0.2-50 mg.L™ and the correlation coefficients were above 0.993 for all the
compounds with limits of detection and quantification from 0.1 at 0.4 mg L™ and 0.4 to 1.3 mg.L™, respectively. The
mean recoveries were 58.6 % for ultrasound and 89.3 % for Soxhlet and coefficients of variation (C.V) of 24.7 % and
39.9 % for ultrasound and Soxhlet, respectively. Comparison of two extraction methods was performed using F-test.
The calculed F-value for recovery was 2.84 and C.V was 2.38 being less than tabuled F-value (9.28) to 95 %
confidence. Analysis of samples of the river Japaratuba-SE from Brazil showed values for the ultrasound method was
0.41 (Cg) to 1.88 mg.kg™ (C,7) and the method of Soxhlet 0.29 (C4;) to 3.64 mg. kg™ (Ca).

Keywords: sediment, alkanes, Soxhlet, ultrasound.

1. INTRODUCAO

Os sedimentos representam uma parte integrante e essencial dos ecossistemas aquaticos e sdo derivados
do intemperismo e da erosdo de rochas, solos e barrancos de rios, sendo susceptiveis ao transporte pelas
aguas superficiais, ndo ficando restrito a uma area particular de uma bacia hidrografica. Sdo considerados
como um dos principais componentes de um ambiente aquético, formando uma variedade de habitats. Além
disso, os sedimentos possuem grande importancia no estudo da contaminacdo ambiental por serem
reconhecidos como reservatorios, transportadores e fontes de contaminantes e nutrientes [1].

Os estudos de hidrocarbonetos em sedimentos tém recebido uma atencdo especial, pois esses compostos,
devido a sua baixa solubilidade em 4agua, sdo adsorvidos ao material particulado e posteriormente
depositados nos sedimentos [2].

Alguns pardmetros sdo utilizados na avaliacdo de fontes de hidrocarbonetos em sedimentos como a
determinacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) [3] e de hidrocarbonetos alifaticos, esta
pode ser usada na caracteriza¢do de derramamentos de petréleo, além de prover informacg6es adicionais sobre
fontes de contaminacdo e do estagio da degradacdo do petrdleo. Os n-alcanos, uma classe de hidrocarbonetos
alifaticos saturados de cadeia aberta ndo ramificada sdo utilizados para diferenciar fontes biogénicas e
petrogénicas [4].

Os métodos baseados na extracdo por Soxhlet sdo utilizados como referéncia quando métodos alternativos
tém que ser avaliados. A extracdo com Soxhlet extrai compostos organicos semi-volateis e nao-volateis de
matrizes solidas e se caracteriza por ser um processo lento, que requer grandes quantidades de solventes e
pode degradar termicamente os compostos mais labeis [5].

O objetivo deste trabalho é estabelecer a determinacdo de 35 compostos da série dos n-alcanos (Cg-Cyo €
0s isoprendides pristano e fitano) em sedimento pela comparacdo das técnicas de extracdo ultra-som e
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Soxhlet, sendo analisados quantitativamente os compostos utilizando a cromatografia gasosa com detec¢éo
por ionizagdo em chama (CG com DIC).

2. MATERIAIS E METODOS

Acetona (Merck, Darmstadt, Germany), n-hexano (Merck, Darmstadt, Germany), diclorometano (Tedia,
USA), silica gel 70-230 mesh (Merck, Darmstadt, Germany), sulfato de sddio anidro (Mallinckrodt, Baker),
lavadora ultra-sénica modelo Unique 1400, evaporador rotativo (Fisatom 802D) e balanca analitica
(Sartorius BL 2105). Padrdo de alta pureza (> 99 %) dos alcanos (Cg-Cy, pristano, fitano) adquirido da
AccuStandard (New Haven, USA) na concentracéo de 500 pg.mL™. Utilizou-se uma solucéo de 50 pg.mL™
dos alcanos para a preparacao da curva de calibragdo assim como para a fortificacdo do sedimento nos testes
de validag&o analitica.

As amostras de sedimento, provenientes do rio Japaratuba situado no estado de Sergipe, foram coletadas
em triplicata com Van Veen de ago inox. De cada amostra, 5 cm do topo do sedimento foram removidos e
transferidos para um recipiente adequado. Até chegar ao laboratério as amostras foram colocadas em gelo e
depois estocadas a 4 °C até serem processadas, a fim de reduzir os efeitos da atividade bioldgica. As
amostras foram secas em estufa com circulacdo forcada de ar a uma temperatura de 60 °C por um periodo de
24 horas. Apo6s secagem as mesmas foram homogeneizadas utilizando almofariz de porcelana.

A extracdo por ultra-som dos alcanos foi baseada no método 3550B-USEPA [5] e no artigo de Banjoo e
Nelson [6]. Cerca de 10 g do sedimento seco foi pesado e extraido com 50 mL de hexano-acetona (1:1) em
banho de ultra-som por 15 minutos e em seguida foi filtrado em funil de Biichner. Este procedimento foi
repetido mais uma vez. Aos extratos combinados foi adicionado sulfato de sodio anidro para eliminar tragos
de umidade, seguido de nova filtragem. Finalmente, os extratos foram concentrados em evaporador rotativo
até um volume aproximado de 2 mL, aferidos ao volume de 1 mL em fluxo de nitrogénio e analisados no
cromatografo em fase gasosa com detector de ionizagdo de chama.

A extracdo Soxhlet baseada no método 3540C-USEPA [7], uma sub-amostra de cerca 10 g de sedimento
seco foi adicionada no extrator e 100 mL de hexano-acetona (1:1) foi mantido sob refluxo por 4 horas. Os
extratos foram concentrados em evaporador rotativo até um volume aproximado de 2 mL, aferidos ao
volume de 1 mL em fluxo de nitrogénio e analisados no cromatégrafo em fase gasosa com detector de
ionizacao de chama. O clean-up baseou-se no método 3630C-USEPA [8] com 2 g de sulfato de sddio anidro,
3,2 g de silica gel e acima desta, 1 g de sulfato de sddio para preservar a integridade da superficie da silica.
Os extratos (volume de 2 mL) foram aplicados na coluna e eluidos com 50 mL de n-hexano. Apoés
concentracdo a 2 mL em evaporador rotativo, o volume final foi reduzido a nitrogénio.

As anéalises foram efetuadas usando um cromatégrafo a gas Shimadzu modelo 17A (Kioto, Japdo),
equipado com um injetor com e sem divisdo de fluxo (split/splitless) e um detector de ionizagéo por chama.
O injetor foi mantido a 250 °C com um tempo de splitless de 2 minutos. Para a separa¢do dos compostos
utilizou-se uma coluna capilar HP-5 (Hewlett Packard, USA) de 30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 um espessura do
filme. A programacéo de temperatura no forno foi iniciada em 40 °C por 3 min, 10 °C.min™ até 310 °C por
19 minutos. Os gases de arraste e auxiliar, respectivamente, foram hélio (1,2 mL.min™) e nitrogénio (33
mL.min™). Hidrogénio foi utilizado como combustivel da chama do detector (40 mL.min™) e ar sintético
como agente oxidante (400 mL.min™). O volume de injecio foi de 1 pL para solucdo padrdo ou extrato da
amostra.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos iniciais deste estudo foram conduzidos no estabelecimento das condigdes
cromatogréficas (CG-DIC), através da injecdo da solucdo padrdo dos alcanos 25 mg.L™ em uma
programacdo de temperatura satisfatéria para uma adequada resolucdo dos 35 compostos em um tempo de
analise otimizado (figura 1).
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Figura 1: Cromatograma dos alcanos na concentragéo de 25 mg.L™ por CG-DIC.

A linearidade dos compostos hidrocarbdnicos (busca pelo intervalo de concentracdes para obter relacdo
linear entre a concentragdo e a area do pico) foi determinada utilizando dez niveis de concentracao (0,1; 0,2;
0,4;0,8; 1; 2; 5; 10; 25; 50 mg.L'l) por padronizacdo externa com injecéo direta da solugdo no CG-DIC. Do
octano (Cg) ao nonadecano (Cy,) a faixa foi linear de 0,4 a 50 mg.L™. Do eicosano (Cy) a0 pentatriacontano
(Css) apresentaram uma faixa de 0,8 a 50 mg.L ™. Os demais compostos, com exce¢do do hexatriacontano
(Cs6), apresentaram a menor faixa linear de trabalho, variando de 1,0 a 50 mg.L™ (tabela 1).

A partir da faixa linear calculou-se a equacdo de regressdo e os coeficientes de correlacdo da curva de
calibracdo pelo Método dos Minimos Quadrados. Todos 0s compostos apresentaram coeficientes de
correlacdo acima de 0,993, o que evidencia um ajuste ideal dos dados para a linha de regressdo e indica que o
modelo linear pode ser usado na quantificacdo dos analitos [9].

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados baseados no método dos
pardmetros da curva analitica, por ser estatisticamente mais confidvel, pois outros métodos, como a relagédo
sinal-ruido, por exemplo, picos maiores aumentam essa relacéo, resultando em LD e LQ mais baixos [10].
Os valores dos limites de deteccdo variaram de 0,1 a 0,4 mg.kg™ e 0,4 a 1,3 mg.kg™ para o limite de
guantificacdo para uma massa de 10 g de sedimento (tabela 1). Através dos valores dos limites verifica-se
gue o composto nonano (Co) apresenta a melhor sensibilidade que os demais alcanos, dado pelo menor valor
do limite de quantificacdo. Verifica-se também que, em sua maioria, 0s hidrocarbonetos de menor massa
molecular apresentam valores menores dos limites em relacdo aos de maior massa molecular.

Tabela 1. Resultados da linearidade, coeficientes de correlacdo (r), limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacéo
(LQ) dos alcanos.

Compostos Linearidade " LD LQ
(mg.kg™) (mg.kg™) (mg.kg™?)
Cs—Cuo 0,4-50 0,999-1,000 0,1 0,4-1,0
Cy—Css 0,8-50 0,993-0,998 0,2 0,8-1,1

Cs6—Cyo 1,0-50 0,997-0,998 0,3-0,4 0,8-1,3
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Realizou-se neste estudo a recuperagdo dos analitos na matriz de um sedimento ndo contaminado. A
recuperacao é um dos parametros relacionados com a exatidao, pois reflete a quantidade de determinado
analito, recuperado no processo, em relacdo & quantidade real presente na amostra [11]. Tradicionalmente,
métodos baseados na extracdo Soxhlet tém sido usados como referéncia para avaliar o desempenho de outros
métodos, inclusive ultra-som [12,13]. A partir de 10 g do sedimento foi realizada quatro replicatas mais o
branco no nivel de concentragdo de 10 mg.kg™. No método por ultra-som as recuperagdes variaram de 15,2
% (Cg) @ 90,4 % (C,) com média de 58,6 % e recuperagdes dentro de 70-120 % para 0s compostos Cyz,
pristano, Cyg, fitano, Cig, Cag, Ca1, Cas, Cos, Cas, Ca7, Cag, Cao (figura 2). Os valores do coeficiente de variacdo
(C.V) oscilaram de 1,5 (Cy;) a 50,6 % (Csz) com média de 24,7 % e valores abaixo de 20 % para 0s
compostos de Cg a Cy; (figura 3).

As recuperacdes dos alcanos para o método de extragcdo Soxhlet variou de 20,9 % (Cs) a 149,9 % (Cy)
com média de 89,3%, apresentando recuperacdes dentro de 70-120 % os compostos Cis, Cis, Cig, Ci,
pristano, Cyg, fitano, Cy, Czz, Cos, Cas, Cos, Cag, Ca2, Cs3, Cas, Cuo. O coeficiente de variagéo ficou na faixa de
16,7 % (Czq) 2 63,9 % (Co) com média de 39,9 % e valores abaixo de 20 % os compostos Cs, e Caq (figura 3).

De acordo com os valores de recuperacdo a técnica por ultra-som obteve um menor poder extrativo
(menor eficiéncia) em relacdo ao método por Soxhlet (figura 4), fato relatado em outros trabalhos [14,15].
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Figura 2: Comparacao das recuperacdes dos alcanos pelos dois métodos de extracao.
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As duas técnicas foram comparadas através do teste F, observando os valores de recuperacgdo e coeficiente
de variacdo. A variancia da recuperagdo do método Soxhlet foi maior que a do método ultra-som, ocorrendo
0 oposto para a variancia do coeficiente de variacdo. Os valores de F para recuperacdo e C.V foram 2,84 e
2,38, respectivamente. Como o valor de F tabelado é 9,28, observa-se que ndo existe diferenca significativa
entre a variancia da recuperacao (exatiddo) e do C.V (precisdo) dos dois métodos (Fcalculado < Ftabelado)
para 95 % de confianca.
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Figura 4. Cromatograma da amostra de sedimento do rio Japaratuba-SE por extracéo Soxhlet (1) e extragéo ultra-som

Q).

A anélise das amostras de sedimento do rio Japaratuba apresentaram valores para 0 método ultra-som de
0,41 (Cg) a 1,88 mg.kg™ (C,) e para 0 método Soxhlet de 0,29 (C11) a 3,64 mg.kg™ (C,). O diagnéstico
para identificacdo da provavel fonte (biogénica ou petrogénica) desses alcanos nos sedimentos estuarinos foi
realizado através do indice preferencial de carbono (CPI), 2(n-Cy;+n-Cyg)/(n-Cpe+2n-Cpg+n-Cg), a razédo
entre cadeias impares e pares (impar/par), a relacdo entre o pristano e fitano (Pristano/Fitano), a concentragdo
n-Cy; pela concentragdo do pristano (Ci-/Pristano) e a concentragdo Cig pela concentracdo do fitano
(Clg/Fitano).

O valor do CPI ficou na faixa de 0,54-1,29 (ultra-som/Soxhlet). Hidrocarbonetos derivados de petréleo
apresentam valores de CPI proximos de 1, enquanto sedimentos de dominancia biogénica apresentam
valores mais altos, entre 3 e 6 [16], o que indica a provavel insercdo de hidrocarbonetos de fontes
petrogénicas das amostras analisadas. A relacdo impar/par teve valores de 0,94 a 1,14 (ultra-som/Soxhlet)
visto que, valores préximos a 1 sdo normalmente atribuidos a hidrocarbonetos de petréleo [2]. A razdo
pristano/fitano foi menor que 1 (0,41-ultra-som; 0,54-Soxhlet) indicando a presenca de fontes petrogénicas
na regido. O pristano é mais comum entre 0s hidrocarbonetos biogénicos, enquanto que o fitano raramente é
biossintetizado. Os valores muito maiores que 1 indicam presenca de compostos de origem biogénica
enquanto valores proximos ou inferiores a 1 indicam contaminacdo por petréleo [17]. As razbes C,//Pristano
e Cyg/Fitano sdo utilizadas para determinar se os hidrocarbonetos de petrdleo presentes no ambiente sdo
recentes. Sedimentos contaminados apresentam valores baixos destas razbes (entre 0,3 e 0,6), sugerindo a
presenca de 6leo degradado. As razdes de n-C,4/Prie n-Cyg/Fit apresentaram valores superiores a faixa acima
citada com 0,92 - Cy/Pristano (ultra-som) a 6,65 - C;7/Pristano (Soxhlet).

Para contribuir na avaliacdo do presente trabalho, apresentamos a seguir alguns dados da literatura.
Azevedo e Gomes (2004) [18] avaliaram hidrocarbonetos alifaticos em sedimentos fluviais (Campos dos
Goytacazes-RJ) por ultra-som, obtendo concentraces de 1,2 a 4,3 mg.kg™ com valores de CPI proximos a 1,
semelhantes aos niveis de concentragdes encontrados em nosso trabalho. Yamada (2006) [19] encontrou
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concentracdes de 2,8 a 4,8 mg.kg® em sedimento fluvial (MG) por extracdo ultra-som com relacoes
diagnosticas comparaveis aos observados no presente estudo. A extracdo Soxhlet com determinacdo de n-
alcanos (0,7 a 15,8 mg.kg™) foi avaliada por Wu, et al (2001) [20] em sedimento marinho com valores dos
indices (CPI, impar/par, Pri/Fit, n-C1,/Prie n-Cyg/Fit) similares aos referidos do estudo.

4. CONCLUSOES

A extragdo por ultra-som demonstrou ser favoravel na determinacdo dos compostos Ci;, pristano, Cyg,
fitano, Cyg, Cao, Ca1, Cas, Cas, Cos, Co7, Cag, Csp apresentando recuperagdes na faixa de 70 a 120 %.

O método proposto por ultra-som na determinacdo de alcanos em sedimento demonstrou ter eficiéncia
comparavel ao método convencional (Soxhlet) na anélise de amostras de sedimento do rio Japaratuba, visto
através do teste F para os pardmetros de recuperacdo e coeficiente de variacdo estudados. Além disso, tem
baixo custo, menor tempo de extragdo e versatilidade, que conferem a técnica por ultra-som uma alternativa
na determinacdo de hidrocarbonetos em amostras ambientais solidas como solo e sedimento. Umas das
vantagens da extracdo ultra-som é o tempo oito vezes menor que a extragdo Soxhlet. Para um laboratério de
rotina, isso resulta em menor custo e maior rapidez.

Através das relagdes diagnosticas, foi verificado que os alcanos determinados nas amostras de sedimento
do rio Japaratuba derivam de fontes petrogénicas.
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