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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo aperfeicoar as etapas de extracgao,
concentracao e fracionamento de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos (HPA),
buscando com isso a melhoria de um método analitico ja validado, empregado na
determinagdo de hidrocarbonetos de petréleo. Cada uma das etapas foi avaliada
separadamente, por meio de testes de recuperagdo, com concentragdes conhecidas
dos analitos e de padrbes subrogados. Na etapa de extragao foi avaliada a influéncia
da temperatura no sistema de resfriamento do extrator soxhlet, além de serem
estudados diferentes tempos de extragéo (4, 6 e 8 horas). Na etapa de concentragéo
avaliou-se a temperatura do sistema de resfriamento do rotaevaporador, além da
influéncia da utilizagdo de nitrogénio para concentragdo dos analitos. Na etapa de
cleanup foram estudados diferentes solventes de eluicdo para os hidrocarbonetos
alifaticos e diferentes polaridades de misturas de solventes para eluicao dos HPA. Os
resultados obtidos em todas as etapas ficaram dentro da faixa de 70 a 120%, valores
considerados aceitaveis. Apds a otimizagdo, o método foi validado por meio da
avaliacdo de parametros de mérito, tais como linearidade, limites de deteccao (LD) e
quantificagdo (LQ), precisdo e exatiddo. A linearidade, LD e LQ, foram estudados
através das curvas analiticas construidas para as duas classes de compostos, com
valores de coeficiente de correlacdo (R) maiores que os recomendados pelo
INMETRO (0,90). Além disso, os valores de LD e LQ demonstraram a grande
sensibilidade do método. Os parametros de precisao e exatidao foram estudados por
meio de ensaios de adi¢&do e recuperacdo dos analitos e utilizagdo de um material de
referéncia previamente utilizado em um estudo de intercalibragao envolvendo diversos
laboratorios. Através dos ensaios de adi¢ao e recuperagao foram obtidos valores de
estimativa de desvio padrédo dentro do limite aceito pela literatura (20%) para trabalhos
envolvendo concentragdes trago. Além disso, a recuperacéo dos analitos adicionados
para HPA e alifaticos variou de 59-105% e de 55-113%, respectivamente, sendo estes
valores considerados satisfatorios para a grande maioria dos compostos. Os
resultados obtidos para o material de referéncia apresentaram valores de estimativa
de desvio padrdo menores que o descrito para o material utilizado, para ambas as
classes de compostos, além de terem sido obtidos valores de recuperacao
considerados igualmente satisfatorios. Diante destes resultados foi possivel concluir
que a avaliagado das diversas etapas do processo proporcionou a melhoria de um
método ja consolidado, sendo possivel obter resultados com niveis elevados de

confiabilidade analitica.



Abstract

The main goals of this work were to refine the steps of extraction, concentration
and fractionation of aliphatic and aromatic hydrocarbons, seeking to improve a method
already validated. Each step was evaluated separately by recovery tests, with known
concentrations of analytes and surrogates. In the extraction step it was evaluated the
influence of temperature on the cooling system of the soxhlet extractor, besides being
studied different extraction times (4, 6 and 8 hours). In the concentration step we have
estimated the temperature of the cooling system of the rotatory evaporator, and the
influence of nitrogen use. In the cleanup step different elution solvents were studied for
aliphatic and different polarities of solvent mixtures for elution of aromatic
hydrocarbons. The results in all stages were in the range of 70% to 120%, and these
values were considered acceptable. After optimization, the method was validated by
evaluating parameters of merit such as linearity, limits of detection (LOD) and
quantification (LOQ), precision and accuracy. The linearity, LOD and LOQ were studied
by means of calibration curves for the two classes of compounds, with values of
correlation coefficient (R) higher than those recommended by INMETRO (0.90).
Moreover, the values of LOD and LOQ demonstrated the high sensitivity of the method.
Precision and accuracy were studied by recovery tests with the analytes and use of a
reference material that had been previously used in an intercalibration study involving
several laboratories. Standard deviation presented values within the limits accepted by
the literature (20%) for studies involving trace concentrations. In addition, the recovery
of the analytes added to the aliphatic and PAH ranged from 59% to 105% and 55-
113%. These values can be considered suitable for the vast majority of compounds.
For the reference material showed the results of standard deviation were lower than
those reported for the material used for both classes of compounds. Moreover,
adequate recovery values were obtained. Taking these results into account it is
possible to conclude that the evaluation of various stages of the analytical process
provided a way of improving an already established method. Therefore, it was possible

to obtain results with high levels of analytical reliability.



1. Introducgao

O acelerado desenvolvimento tecnoldgico e industrial propiciou avangos a
civiizacdo moderna trazendo muitas facilidades ao homem. Entretanto, estas
mudangas tém contribuido com a degradacdo ambiental levando a um
comprometimento dos recursos naturais, em funcdo da emissdo de poluentes
atmosféricos, contaminagdo do solo e da agua ou ainda, por acidentes ambientais
(Silva, 2007). Aléem disso, o crescente aumento populacional requer uma demanda
maior de matéria prima e energia que, somada a poluicdo resultante de processos
industriais, ocasiona uma série de desequilibrios ambientais, que acabam se tornando
prejudiciais a vida do homem e a saude de inumeros ecossistemas (UNEP, 2002;
Fronza, 2006). Os ambientes aquaticos tém funcionado como areas receptoras dos
mais variados tipos de efluentes, despejos e derrames. Por isso, diversos
contaminantes continuamente alcangam os ecossistemas por meio das atividades
antropicas, e essas substancias em sua maioria acabam permanecendo acumuladas
nos sedimentos (Ockender et al., 2003).

Entre as diversas substéncias contaminantes existentes destacam-se os
poluentes organicos, que compreendem uma classe de substancias cuja origem se da
a partir de fontes difusas e pontuais, aportando no meio ambiente pelas contribui¢des
de processos tais como a drenagem urbana provocada pelas aguas da chuva,
atividades agricolas e por meio de langamentos de efluentes domésticos e industriais
(Baird, 2002).

A determinacdo desses compostos em amostras ambientais, tais como
sedimentos, tem sido amplamente divulgada na literatura, utilizando diferentes
métodos de extracdo. Entretanto, uma vez que a necessidade de se demonstrar a
qualidade de medicdes quimicas através de comparabilidade e confiabilidade tem sido
cada vez mais reconhecida e exigida (Ribani e Colaboradores, 2004), torna-se cada
vez mais importante a utilizagdo de métodos validados. Em fungédo disso, varios
trabalhos tém sido publicados a respeito de validacdo de métodos analiticos
(Thompson et al., 2002; Ribani e Colaboradores 2004, Zanella et al., 2007), os quais
descrevem defini¢des, procedimentos, parametros e estratégias de validagao, sendo

este um tema de grande relevancia.



1.1 Papel dos Sedimentos em Ambientes Aquaticos

No contexto ambiental, particularmente de corpos aquaticos, os sedimentos
tornam-se importantes por conta da sua capacidade de incorporar, acumular e liberar
contaminantes organicos e metélicos nos diferentes compartimentos ambientais,
desempenhando assim um papel fundamental no comportamento e disponibilidade
biolégica destas substancias (Qualised, 2003).

O aporte de contaminantes nos sistemas aquaticos pode ocorrer através de
processos naturais de transporte de espécies quimicas como a precipitagao
atmosférica seca ou Umida, lixiviagdo e drenagem promovida pelas aguas pluviais, ou
por influéncia antrépica advinda dos langamentos de efluentes e aguas residuais. A
partir do momento que estes poluentes alcangcam os corpos aquaticos, as espécies
quimicas podem ser adsorvidas ao material particulado em suspenséo, e finalmente se
acumulam no compartimento sedimentar (Baird, 2002; Vigano et al., 2003; Wolska et
al., 2003; Leite, 2008).

Quando incorporados aos sedimentos, os contaminantes podem sofrer
modificagdes quimicas e biolégicas que os disponibilizam a biota, aumentando seus
efeitos nocivos. A liberagao dos poluentes fica sujeita as eventuais perturbagdes
naturais (difusdo ou ressuspensdo de sedimentos pelo vento ou tormentas) e
antropicas (atividades de dragagem). Além disso, pequenas alteragdes no sistema,
como variacbes de pH e concentragdo de agentes organicos quelantes, podem

provocar a liberagao dos contaminantes para a coluna d’agua (Fronza, 2006).

1.2 Hidrocarbonetos Alifaticos e Aromaticos

Dentre os poluentes orgénicos encontram-se os hidrocarbonetos, que sao
compostos quimicos presentes na constituicdo da matéria organica de origem vegetal
e animal e na composi¢cao do petréleo. Estes compostos podem ser produzidos tanto
por processos nhaturais quanto antropogénicos. Aos processos naturais estdo
associadas fontes biogénicas (sintese por organismos vegetais e animais) e
pirogénicas (queima de biomassa) (Commendatore e Esteves, 2004; Gao e Chen,
2008). Os processos antropogénicos dividem-se em fontes petrogénica e pirogénica
(combustéo incompleta de combustivel fossil) (Pietzsch et al., 2010).

Os hidrocarbonetos sdo substancias de carater lipofilico e de baixa reatividade
no ambiente. Essas caracteristicas contribuem para seu acumulo nos ambientes

naturais, especialmente nos sedimentos, onde podem se bioconcentrar e bioacumular



(Schwazenbach et al., 1995; Tolosa et al., 2004). A relevancia dos sedimentos como
“depdsitos” de hidrocarbonetos tem sido amplamente documentada na literatura
(Budzinski et al., 1999; Yunker et al., 2000; Leite, 2008), sendo este compartimento
considerado como o mais adequado para o estudo de avaliagdo da presenga de
hidrocarbonetos (Meniconi, 2007). Hidrocarbonetos como os n-alcanos, alcanos
isoprendides e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) tém sido amplamente
utilizados em diferentes estudos (Volkman et al., 1992; Wu et al., 2001, Leite 2008).

Dentre os componentes do petréleo, os hidrocarbonetos alifaticos sdo o maior
grupo de substancias e estdo classificados em n-alcanos (n-parafinas), isoalcanos
(isoparafinas) e cicloalcanos (nafténicos), tendo como caracteristica principal a baixa
polaridade (Yamada, 2006). Os n-alcanos (Figura 1) sao importantes constituintes dos
hidrocarbonetos alifaticos, possuem cadeia normal e saturada, sendo produzidos tanto
por organismos terrestres quanto por organismos marinhos. Podem também ser
produzidos através das erupgdes vulcanicas e incéndios naturais (fontes pirogénicas),
ou serem provenientes do petroleo e combustiveis fosseis (fontes petrogénicas)
(Pietzsch et al., 2010).
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Figura 1. Estrutura quimica do hidrocarboneto n-C17.

Os compostos derivados do petréleo podem ser empregados para fornecer
informacdes a respeito da origem de fontes de poluigdo por hidrocarbonetos, sendo
possivel avaliar o nivel de degradagao desses compostos no ambiente (Bicego et al.,
2006). Os isoprenodides pristano e fitano (Figura 2) podem ser usados como
indicadores de contaminagdo por petréleo e seus derivados. Para se avaliar se um
sedimento sofreu contaminagdo por esses compostos, pode-se utilizar como regra a
razao pristano/fitano. Segundo Volkman e colaboradores (1992) a concentragao de
fitano em sedimentos nao contaminados € praticamente nula e uma razao
pristano/fitano semelhante a 1 pode indicar a presenca de petroleo e seus derivados.
Por outro lado, um valor dessa razdo maior que 1, ou seja, que indique a
predominancia de pristano, esta diretamente relacionado a presenga de alcanos de

origem biogénica (Steinhauer e Boehm, 1992; Del Rosso, 2005).



" )\/\)\/\/K/\/J\ W/
Pristano Fitano
2,6, 10, 14 - tetrametilpentadecano 2, 6, 10, 14 - tetrametilhexadecano

Figura 2. Estrutura quimica dos isoprendides: (a) pristano e (b) fitano.

A presenga de uma mistura complexa nao resolvida (UCM — Unresolved
Complex Mixture) também €& um indicativo da presenca de n-alcanos de origem
petrogénica (Yamada, 2006). De acordo com Wu e colaboradores (2001) a mistura é
constituida por uma série de isbmeros estruturais de estruturas complexas ndo sendo
possivel quantificar nem identificar os compostos presentes. Pode ser produzida
também pela degradacdo da matéria orgénica ou de residuos de algas, porém, nesse
caso, em concentragdes mais baixas (Venkatesan e Kaplan, 1982). Os componentes
presentes na UCM sao mais resistentes a biodegradagao, apresentando uma maior
tendéncia a se acumular no sedimento e consequentemente provocando uma maior
contaminagéo do mesmo (Aboul-Kassim e Simoneit, 1995; Coimbra, 2006).

Os HPA estao presentes em todos os compartimentos ambientais, terrestres e
marinhos, constituindo uma importante classe de compostos orgénicos extensamente
investigados. Sao compostos constituidos por pelo menos dois anéis aromaticos,
apresentando como caracteristicas quimicas elevada hidrofobicidade, polaridade e
baixa solubilidade em agua. Essas caracteristicas favorecem as associagbes destes
compostos com o material particulado que se encontra em suspensdo nos ambientes
aquaticos (Schwazenbach et al., 1995; Chu e Chan 2000).

Em 1997, a ATSDR ( Agency for Toxic Substances and Diseas Registry)
juntamente com a Agéncia de Protecdo Ambiental Norte-americana (U.S. EPA)
elaborou uma lista, conhecida como Priorit List, de substancias potencialmente toxicas
para os seres humanos. Essa lista é atualizada a cada dois anos, quando ha uma
revisdo das pontuacgdes e inclusdo de novas substancias. A partir dessa lista de 1997
a EPA passou a priorizar 16 HPA (Figura 3) em seus estudos, devido a abundancia,
toxicidade e potencial de exposicdo humana destes compostos, que tém sido entdo
recomendados para investigagdo em testes de qualidade em sedimentos (U.S. EPA,
1998).



MNaftalena Acensftileno Acenafteno Fluoreno

900 C.‘ 0

Fenantreno Antraceno Fluoranteno Pireno

(0 o)

ooy S

Benzo[ajantraceno Criseno Bernzolk|flusranteno
(0 1

& geag

Berzo[bjflucranteno Benzo[&]pireno Indeno[123-cd)pireno
r‘jl (X
400 L
(J (J
Dibenzo[ah)antraceno Benzo[ghi)perileno

Figura 3. Estrutura quimica dos 16 HPA considerados poluentes prioritarios pela EPA.

Em funcdo de seu potencial carcinogénico e mutagénico, instituicbes
governamentais em diversos paises estabeleceram valores orientadores e de
referéncia para HPA nos diversos compartimentos ambientais (solo, sedimento, agua
e atmosfera). Nas Tabelas 1 e 2 constam as concentragbes limites dos HPA em
corpos aquaticos e sedimentos nos Estados Unidos (EUA) e Canada (NOAA, 2006;
CEQG, 2006; Meniconi, 2007), respectivamente. Os valores de concentracao
estabelecido nos EUA sio baseados nos seguintes parametros:

e TEL (nivel limite de efeito): representa a concentracdo abaixo do qual
raramente esperam-se efeitos adversos;
e PEL (nivel de efeito provavel): representa o nivel acima do qual se espera que

efeitos adversos ocorram frequentemente;



UET (limite superior de efeitos): representa a concentragcdo acima da qual se
espera que sempre ocorra impacto biolégico adverso no ambiente de agua
doce;

ERL (faixa de efeitos baixos): representa a concentragcdo na qual a toxicidade
pode comecar a ser observada em espécies sensiveis;

AET (limite aparente de efeitos): representa a concentragao acima da qual se
espera que sempre ocorra impacto biolégico adverso no ambiente marinho;
CCM (critério de concentragdo maxima): € o maior nivel para uma exposi¢cao
média de 1 hora e ndo deve exceder mais do que uma vez a cada trés anos, e
€ um sinénimo para agudo.

Ja os valores de concentracdo estabelecidos pelo Canada, além de serem

baseados nos valores de PEL, se baseiam ainda no seguinte paréametro:

ISQG: (interim sediment quality guideline) valor usado quando dados sé&o
limitados e visando proteger todas as formas de vida marinha. Em todos os
aspectos de seus ciclos de vida e por um tempo de exposi¢ao as substancias

quimicas indefinido.

Tabela 1: Valores orientadores de concentracdo de HPA em sedimentos (marinho e

de agua doce) e na coluna d’agua (agua doce e marinha) nos EUA.

Sedimento de agua Sedimento de agua marinha Ag_ua
Composto doce (ng g™) (ng g™ Marm!;la
(Mg L)
TEL PEL UET TEL ERL AET PEL CMC
Naftaleno 14,6 - 600 34,5 160 230 390,6 2350
Acenaftileno - - 160 5,8 44 71 127,8 300
Acenafteno - - 290 6,7 16 130 88,9 970
Fluoreno 10 - 300 211 19 120 1443 300
Fenantreno 18,7 515 800 86,6 240 660 5435 7,7
Antraceno 10 - 260 46,8 853 280 245 300
Fluoranteno 31,4 2355 1500 112,8 600 1300 1493,5 40
Pireno 442 875 1000 152,6 665 2400 1397,6 300
Benzo(a)antraceno 15,7 385 500 74,8 261 960 692,5 300
Criseno 26,8 862 800 108 384 950 8459 300
Benzo(b)fluoranteno - - - - - 1800 - 300
Benzo(k)fluoranteno 27,2 - 13400 - - - - 300
Benzo(a)pireno 32,4 782 700 88,8 430 1100 763,2 300
Indeno(1,2,3- 173 - 330 ; ~ 600 - 300
cd)pireno
Dibenzo(ah)antraceno 10 - 100 6.2 63,4 230 1346 300
Benzo(g,h,i)perileno - - 300 - - 670 - 300
HPA Total 264 - 12000 1684,0 4022 - 1670,4 300




Tabela 2: Valores orientadores de concentragdes de HPA em sedimentos (marinho e

de agua doce), solo e na coluna d’agua (agua doce) no Canada.

Sedimento de Sedimento de .
. . . Solo Agua Doce
agua doce agua marinha 41 1
Composto (ng g”) (ng g (mg kg™) (mgL’)
ISQ@G PEL  ISQG PEL  Agricultura  V'92
Aquatica
Naftaleno 34,6 391 34,6 391 0,1 1,1
Acenaftileno 5,87 128 5,87 128 - -
Acenafteno 6,71 88,9 6,71 88,9 - 5,8
Fluoreno 21,2 144 21,2 144 - 3,0
Fenantreno 41,9 515 86,7 544 0,1 0,4
Antraceno 16,9 245 46,9 245 - 0,012
Fluoranteno 111 2355 113 1494 - 0,04
Pireno 53,0 875 153 1398 0,1 0,025
Benzo(a)antraceno 31,7 385 74,8 693 0,1 0,018
Criseno 57,1 862 108 846 - -
Benzo(b)fluoranteno - - - - 0,1 -
Benzo(k)fluoranteno - - - - 0,1 -
Benzo(a)pireno 31,9 782 88,8 763 0,1 0,015
Indeno(1,2,3-cd)pireno - - - - 0,1 -
Dibenzo(ah)antraceno 6,22 135 6,22 135 0,1 -

No Brasil, o CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) através da
Resolugdo n° 357, de 17 de margo de 2005 (CONAMA, 2005), define as
concentragdes de alguns HPA em aguas doces, salinas e salobras de acordo com sua
classificagéo de padroes de qualidade da agua, que varia conforme a finalidade de seu
uso. Esses tipos de agua sao classificados pelo CONAMA como classe 1, que séo
destinadas: a) ao abastecimento publico através apds tratamento simplificado; b) a
protecao das comunidades aquaticas; c) recreacao; e d) irrigacdo de hortalicas. Ja a
CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental de Sao Paulo)
estabelece valores orientadores de diversos HPA para solos e aguas subterraneas
como referéncia para intervencdo (CETESB, 2005). Os valores estabelecidos pelo
CONAMA e CETESB encontram-se nas Tabelas 3 e 4, abaixo.



Tabela 3: Padrées de qualidade para HPA das aguas do Brasil do CONAMA
357/2005.

Agua Doce Agua Salina  Agua Salobra
(ug L) (ug L) (ug L)
Composto Classe1 Classe 1 Classe 1 Classe 1 Classe 1
Tabelal Tabelall® Tabela llI° Tabela V? Tabela VIIP

Benzo(a)antraceno 0,05 0,018 0,018 0,018
Benzo(b)fluoranteno 0,05 0,018 0,7 0,018 0,018
Benzo(k)fluoranteno 0,05 0,018 0,018 0,018
Benzo(a)pireno 0,05 0,018 0,018 0,018
Criseno 0,05 0,018 0,018 0,018
Dibenzo(ah)antraceno 0,05 0,018 0,018 0,018
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0,05 0,018 0,018 0,018

@ Padrdes para corpos de agua doce onde haja pesca ou cultivo de organismos para consumo intenso; ® padrao para potabilidade.

Tabela 4: Valores orientadores de concentragcao de HPA em agua subterranea e solos
da CETESB (2005).

Valor Orientador de Intervengao

Composto Aguas Subterraneas Solo
(Mg L) (mg kg™)

Naftaleno 140 30
Fenantreno 140 15
Benzo(a)antraceno 1,75 9
Benzo(a)pireno 0,7 0,4
Dibenzo(ah)antraceno 0,18 0,15
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0,17 2

Os HPA sao contaminantes ambientais comumente encontrados em
sedimentos nos ambientes aquaticos (Gu et al., 2003), porém alguns HPA de baixa
massa molar sdo soluveis em agua, o que aumenta os riscos de contaminagao por
esses compostos. As propriedades fisico-quimicas dos 16 HPA (Tabela 5),
considerados prioritarios pela EPA, sdo consideravelmente diferentes, pois como
podemos observar ocorre um decréscimo significativo na pressao de vapor, constante
de Henry e solubilidade em agua dos compostos de menores massas (2 a 4 anéis
aromaticos) em relagcdo aos de maiores massas molar (5 a 6 anéis aromaticos)
(Cavalcante et al., 2008). Compostos de baixa massa molar sdo mais volateis, menos
lipofilicos e, portanto, mais soluveis em agua do que aqueles de maior massa molar.

Os HPA de maior massa molar resistem mais as reag¢des de éxido-redugéo do
que os de menor massa molar. Além disso, HPA lineares tendem a ser menos soluveis
do que seus isdmeros condensados. Um exemplo € o antraceno (M.M. = 178), que é
20 vezes menos soluvel do que o fenantreno, apesar das massas moleculares e

numeros de anéis semelhantes. Em fungcdo dessas diferengas, o comportamento,



distribuicdo no ambiente e efeitos nos sistemas biolégicos desses compostos variam

significativamente (Locatelli, 2006).

Tabela 5: Massa molar e propriedades fisico-quimicas dos HPA prioritarios de acordo

com a EPA.
n° M.M P.F P.E c® Log P
HPA de anéis (°C) (°C) (mg L'1) Kow (Torra
20°C)
Naftaleno 2 128 80 218 30 3,37 4,9x107
Acenaftileno 3 152 92 265 3,93 407 21x10%
Acenafteno 3 154 96 279 3,47 4,33 2,0x 10%
Fluoreno 3 166 116 293 1,98 418 1,3x10%
Fenantreno 3 178 101 340 1,29 4,46 6,8x 10™
Antraceno 3 178 216 340 7,0x10° 445 1.9x10*
Fluoranteno 4 202 111 - 26x10" 533 60x10°
Pireno 4 202 149 360 1,4x10" 532 68x10"’
Benzo(a)antraceno 4 228 158 400 1,4x10° 561 50x10°
Criseno 4 228 255 - 20x10° 561 63x10"
Benzo(b)fluoranteno 5 252 167 - 12x10° 6,57 50x107
Benzo(k)fluoranteno 5 252 217 480 55x10* 6,84 50x10"
Benzo(a)pireno 5 252 179 496 38x10° 6,04 50x107
Indeno(1,2,3-cd)pireno 6 276 163 - 62x10° 766 10x10"
Dibenzo(ah)antraceno 5 278 262 - 50x10° 597 10x10™"
Benzo(g,h,i)perileno 6 276 222 - 26x10* 723 10x10™"

M.M. = massa molar; P.F. = Ponto de Fus&o; P.E. = Ponto de Ebuligdo; C°= Solubilidade em agua; K, = Coeficiente de

particdo octanol-agua; P = Pressdo de Vapor.

O estudo da presenca de HPA em matrizes ambientais possibilita a

identificacdo das fontes de contaminagcdo desses compostos, e, adicionalmente,

viabiliza 0 acompanhamento da degradacgéo e destino desses poluentes em ambientes

naturais (Yunker et al.,, 2002; Garcia, 2005). Os HPA de baixa massa molar, por

exemplo, estdo associados a contaminacao recente, ao contrario dos de alta massa

molar, que indicam uma contaminagao mais antiga (Moubhri et al., 2008; Pietzsch et al.,

2010). Além disso, através da razao de alguns isdbmeros de HPA ¢é possivel diferenciar

fontes de contaminagao em petrogénicas e/ou pirogénicas (Leite et al., 2008).
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1.3 Total de Hidrocarbonetos de Petréleo (THP)

A determinacao do total de hidrocarbonetos de petréleo (THP) em amostras
ambientais também é bastante utilizada na avaliagdo de impactos causados por
derramamentos de petréleo. O termo THP é usado para descrever a concentragcao
total de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos resolvidos extraidos de amostras
ambientais. As concentragbes de THP s&o usualmente determinadas por meio de
extragcdo com solvente apropriado e posterior analise por cromatografia em fase
gasosa com detector por ionizagdo em chama ou algumas vezes por espectrometria
de massas. Em geral a quantificagdo é feita com base na area total dos picos obtidos
através do cromatograma (Barry et al., 2009). Utiliza-se muito a cromatografia em fase
gasosa para a determinacdo de THP, porque além do alto grau de sensibilidade e
seletividade, ela pode ser usada para a identificacdo individual dos hidrocarbonetos
(Criteria Working Group, 1998).

A legislacao brasileira ndo estabelece valores orientadores de concentragéo de
THP nos diversos compartimentos ambientais. Entretanto, em trabalhos envolvendo a
determinagéo de THP, pode-se utilizar como referéncia a Lista Holandesa de valores
de qualidade do solo e de agua subterranea. A caracteristica principal dessa proposta
€ a criacao de trés valores distintos (STI) de qualidade:

- Valor de referéncia (S): indica um nivel de qualidade do solo e da agua subterranea
que permite considera-los limpos, com sua utilizagdo para qualquer finalidade;

- Valor de intervencéo (l): indica um nivel de qualidade do solo acima do qual existem
riscos para a saude humana e para o ambiente;

- Valor de alerta (T): é o valor médio entre os dois primeiros S e I. Indica que ja
ocorreu certa alteracdo que diminui, ainda que pouco, as propriedades funcionais do
solo. Segue abaixo os valores concentracdo de THP estabelecidos por esta lista para

amostras de solo e agua (Tabela 6).

Tabela 6: Valores referéncia de THP para solo, considerando-se um teor de argila de
25% e de matéria organica de 10% para agua subterrénea, e considerando-se um solo

com teor de argila e de matéria organica de 0%.

Solo Agua Subterranea
Concentragao de THP em peso seco Concentragao de THP
(mg kg™ (Mg L")
S T I S T |

50 2525 5000 50 325 600
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1.4 Métodos de Extracao de Hidrocarbonetos em Sedimentos

Os hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos desempenham um papel importante
em estudos ambientais, principalmente aqueles relacionados a investigacdo da
contaminacdo de sedimentos por petrdleo e seus derivados. Devido a sua alta
hidrofobicidade esses compostos encontram-se principalmente depositados no interior
dos sedimentos, e para serem determinados € necessario aplicar técnicas de extracédo
para remové-los da matriz em estudo.

De maneira geral, o estudo da presenca de hidrocarbonetos em sedimentos
pode ser dividido em duas etapas: a primeira esta relacionada ao preparo da amostra
para obtencdo de um extrato contendo os analitos de interesse e a segunda envolve a
determinagdo dos compostos por cromatografia. A etapa de preparo de amostra
envolve: a) coleta, armazenamento e preparo do sedimento; b) extragdo com solvente;
c) eliminagdo de compostos interferentes e fracionamento dos compostos extraidos
(cleanup); e d) concentragcdo dos analitos. Na segunda etapa é realizada a
determinagao qualitativa e quantitativa por cromatografia, que pode ser cromatografia
em fase liquida ou fase gasosa. Em cada uma das etapas envolvidas no preparo de
amostra, devem ser tomados diversos cuidados de forma a ndo comprometer os
resultados esperados.

Para que um composto seja extraido € necessario que ele interaja com o
solvente selecionado, sendo essa interacdo dependente de trés principais fatores:
tempo de contato (interacdo), solubilidade no solvente e acessibilidade efetiva do
solvente ao composto presente no sedimento, ou seja, a extragcdo também depende
das caracteristicas de cada sedimento. Por exemplo, para extrair um composto mais
apolar ndo basta usar um solvente de polaridade baixa, pois 0os grupamentos polares
presentes nos sedimentos como aminas, fendis e acidos carboxilicos vao impedir que
esse solvente interaja com os compostos mais internos. Para que a interagdo com os
compostos seja efetiva é necessario escolher um solvente de polaridade média ou
entdo uma mistura de solventes (Smeds e Boer, 1997; Del Rosso, 2005). Além disso,
a distribuicdo granulométrica do sedimento é uma caracteristica importante,
sedimentos mais finos, com uma superficie de adsor¢gdo mais elevada, tendem a
apresentar maior afinidade com os hidrocarbonetos que os sedimentos com maior
granulometria (Meniconi, 2007).

Na literatura encontram-se descritos diversos métodos de extracdo de
hidrocarbonetos em sedimentos, os mais utilizados sao sistema soxhlet (Martins et al.,
2004; Tolosa et al., 2004; Ventura et al., 2008; Orecchio, 2010), extracdo por

ultrassom (Bossio et al., 2008; Pietzsch et al., 2010) e extragao por agitacdo (Berset et
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al., 1999, Brum et al., 2009). Outras técnicas também vém sendo aplicadas, tais como
extracdo acelerada por solvente (ASE — Acelerated Solvent Extraction) (Heemken et
al., 1997, Mostafa et al., 2009), extracao em fluido supercritico (SFE — Supercritical
Fluid Extraction) (Librando, 2004; Gan et al., 2009) e extracdo assistida por micro-
ondas (Budzinski et al., 1999; Pino et al., 2003; Serrano e Galego, 2006).

Na extragcdo por soxhlet (método 3540 — U.S. EPA, 1996) o solvente é
aquecido, passando pela amostra de solo ou sedimento continuamente por 16-24
horas. Como o volume gerado ao final da extragcao € relativamente grande, em torno
de 200 mL, esse necessita ser concentrado. Por isso, € mais apropriado para extragcao
de compostos semivolateis do que de volateis, sendo considerado um método classico
para esse tipo de analise. Outra técnica que vem sendo bastante utilizada é a extragao
por ultrassom (método 3550 — U.S. EPA, 2007), que envolve o uso de ondas sonoras
para agitar a amostra imersa em solvente organico e assim ajudar a transferir o analito
da amostra para o solvente. O ultrassom é uma técnica mais rapida do que a extragao
por soxhlet, e também pode requerer menos solvente. Na extracdo por solvente
acelerada (método 3545 — U.S. EPA, 1996), o solvente é aquecido, pressurizado e
passado através da amostra. Esse método apresenta eficiéncia de extragao
comparavel as extragdes por soxhlet, porém juntamente com as extragdes por fluido
supercritico e por micro-ondas requer investimento em equipamento de custo elevado.
Na extragdo por fluido supercritico (método 3545 — U.S. EPA, 1996), o liquido
supercritico € passado através da amostra e os analitos sdo concentrados em um
recipiente sendo em seguida eluidos com um solvente. Essa técnica tem a vantagem
de requerer volumes de solventes menores do que técnicas tradicionais de extragao
por solvente. A extracao assistida por micro-ondas (método 3535 — U.S. EPA, 2000)
envolve o uso da energia produzida pelas micro-ondas para produzir condicbes de
elevada temperatura e pressdo em um recipiente fechado contendo a amostra e o
solvente organico.

Cada técnica tem suas vantagens e desvantagens e a escolha de cada uma
delas depende de diversos fatores, como por exemplo, custo capital e operacional,
facilidade de uso, além da disponibilidade de materiais e equipamentos no laboratério
que tornem o experimento viavel. Algumas vezes, outro fator a ser levado em
consideracdo é a necessidade de se utilizar um método validado e consolidado, uma
vez que os resultados analiticos gerados sdo geralmente utilizados em tomadas de
decisdo, o que quase sempre se traduz em recursos financeiros, alocagao de recursos
humanos e agdes legais, em especial nas questdes ambientais (Jardim e Sodré,

2009). Entretanto, esses métodos, em alguns casos, apresentam deficiéncias
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precisando ser melhorados. Dentro desse contexto, se encontra o emprego de sistema
soxhlet para extracao de hidrocarbonetos alifaticos e HPA presentes em sedimentos.

Diversos trabalhos tém sido descritos na literatura utilizando a extragcao por
soxhlet com bons resultados. Tolosa e co-autores (2004) descrevem o trabalho onde
foi utilizada a extracdo por soxhlet para determinagcédo das fontes de hidrocarbonetos
presentes em sedimentos coletados no Mar Caspio. De forma semelhante, Martins e
colaboradores (2004) utilizaram essa extragdo em estudos envolvendo a presenga de
alcanos em sedimentos coletados préximo da estagcdo brasileira na Antartica. Del
Rosso (2005) também trabalhou com o sistema soxhlet para extracdo de
hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos com o objetivo de determinar as fontes de
aporte desses compostos para a Lagoa dos Patos (RS). Luz e colaboradores (2010)
também utilizaram essa técnica de extracdo para a determinacdo de fontes de
contaminagao de HPA na regido da Col6nia Z3, uma comunidade pesqueira na cidade
de Pelotas (RS) e obteve resultados de recuperagao na extragao entre 70 e 86%.

Também sao relatados trabalhos comparando outras técnicas de extragdo com
o sistema soxhlet. Em um estudo comparativo entre soxhlet e extragdo por fluido
supercritico (EFS) Crespo e Yuist (2006) constataram que apesar da EFS apresentar
menores tempos de extragdo, foi menos eficiente na extragdo de n-alcanos,
principalmente para os de cadeia menor, com recuperag¢des abaixo de 70% para o
pristano, C4g € C49. Sun e colaboradores (2005) compararam as técnicas de extragao
por ultrassom e soxhlet e concluiram que o sistema soxhlet foi 0 método mais eficiente
(Furlan, 2006). Richter e colaboradores (2006) também constataram em seu trabalho
que os resultados de extracao foram melhores utilizando a extragao por soxhlet do que
para o ultrassom.

Apesar da extracdo por sistema soxhlet apresentar bons resultados, ser um
meétodo validado e consolidado, sendo recomendado pela EPA (método 3540C — U.S.
EPA, 1996), esse ainda apresenta uma série de desvantagens, pois exige um elevado
consumo de solvente (60 a 200 mL) e necessita de longos tempos de extragao (6 — 48
h) para que o processo seja eficiente. Entretanto, apesar de todas as desvantagens
descritas anteriormente e da extragao por soxhlet ser dentre as técnicas de extracao, a
mais trabalhosa e demorada, ela ainda é o método padrdo exigido quando os
resultados analiticos de hidrocarbonetos obtidos sdo, por exemplo, utilizados em
questdes judiciais envolvendo, entre outros, casos de acidentes ambientais com
petroleo e seus derivados.

Independentemente da técnica empregada, quando se faz a extragdo dos
analitos de interesse, também podem ser extraidos interferentes. Compostos polares

tais como gorduras, proteinas e pequenas moléculas bioldgicas podem ser
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identificadas erroneamente como constituintes de petréleo. Dessa forma, realiza-se
também o cleanup apds a extracdo dos compostos. O cleanup é a etapa de limpeza,
onde sdo retiradas as impurezas que podem interferir na determinagao cromatogréafica,
além de serem separadas as fragdes dos compostos de interesse. Em uma situagao
ideal, somente os compostos interferentes sdo removidos, mas na realidade, alguns
constituintes polares do petréleo também podem ser removidos. Duas técnicas sao
usadas para o0 cleanup de extratos de petréleo. Em uma delas, os compostos
interferentes sdo removidos pela passagem do extrato através de uma coluna de vidro
recheada com um adsorvente. Uma segunda é a agitacdo do extrato com o
adsorvente, removendo entdo este ultimo por filtragdo. As técnicas de cleanup
preconizadas pela EPA envolvem remocdo dos compostos interferentes por meio de
uma coluna recheada com adsorvente. O método 3611 da EPA (1996) usa alumina
como adsorvente para remover os compostos interferentes e o método 3630 (1996)
emprega silica gel como adsorvente. Além dos adsorventes, devem também ser
utilizados solventes para eluicdo e dependendo do procedimento adotado, pode
ocorrer um consumo elevado desses produtos e consequentemente um maior tempo é
gasto para realizagédo dessa etapa (Helaleh et al., 2005; Cavalcanti, 2007).

Além de todos esses aspectos, no cleanup podem ocorrer perdas de
compostos por volatilizagdo, ou os compostos podem ficar retidos na coluna caso nao
seja escolhido um solvente de eluicao com polaridade adequada as caracteristicas dos
compostos de interesse, o que ira interferir nos resultados finais. Por isso, escolher um
bom procedimento de cleanup é tao importante quanto a escolha de uma boa técnica
de extracdo, pois seus efeitos vao se somar aos da etapa de extracdo, para a
obtencdo de melhores resultados na determinagcdo de hidrocarbonetos em
sedimentos. Outra etapa que merece bastante atengcdo no processo é a pré-
concentragcdo dos analitos, pois existe a possibilidade de perdas dos compostos por
volatilizagdo. Em todas as etapas do processo de extracdo de hidrocarbonetos por
soxhlet descritas anteriormente, podem ser encontradas diferentes condi¢cdes de
trabalho, mesmo partindo de um método padrdo. A Tabela 7 a seguir ilustra essas

diferencas, em alguns trabalhos descritos na literatura.
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Tabela 7: Diferentes condigbes descritas na literatura para as etapas de extragdo,

concentragdo e cleanup.

Condigodes utilizadas

Referéncia Extracao Concentracao Cleanup
Tempol/solvente Procedimento Solventes de eluicao
Tolosa et al., 8h Rotaevaporador + Alifaticos:hexanoHPA:
2004 hexano:DCM® N2 hexano/DCM (1:1)
Richter et al., 24 h
Kuderna-Danish Nao descrito
2006 DCM:acetona
Crespo e Yuist 7h hexano: Extracdo em fase sdlida
Rotaevaporador
2006 DCM SPE
Luz et.a., 16 h N Alifaticos: hexano HPA:
2010/ hexano:acetona g hexano/DCM(1:5)

@ DCM = diclorometano.

Os dados descritos na tabela acima, bem como todos os relatos feitos
anteriormente, evidenciam a existéncia de uma falta de consenso nos procedimentos
analiticos envolvendo as etapas de extragdo de poluentes organicos de matrizes
ambientais, a concentragao do extrato, assim como a etapa de cleanup, mesmo nos
casos onde os protocolos s&o validados internacionalmente e s&o igualmente
reconhecidos como sendo de referéncia (Jardim e Sodré, 2009).

Diante desses aspectos, nesse trabalho foram avaliadas as possiveis etapas
criticas envolvidas na determinagédo de hidrocarbonetos alifaticos e HPA por sistema
soxhlet, buscando-se com isso conseguir a melhoria de um método ja validado. Além
disso, pretende-se estudar a extracdo de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos por

ultrassom.

2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Aperfeigoar o protocolo analitico de determinagéo de hidrocarbonetos alifaticos
e aromaticos presentes em amostras ambientais, tais como sedimentos de ambientes
aquaticos continentais e costeiros, notadamente com relagdo as etapas de extracio e

de fracionamento (cleanup).
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2.2 Etapas do Trabalho

Com base no objetivo geral descrito anteriormente, as seguintes etapas foram
desenvolvidas:

e Avaliagao da eficiéncia das etapas de extragdo dos hidrocarbonetos alifaticos e
aromaticos através de sistema soxhlet e ultrassom, para efeito de comparagao;

o Avaliagdo da etapa de concentragédo dos analitos

e Avaliagao do processo de cleanup, com relagado a quantidade e polaridade de
solventes utilizados para eluicdo dos compostos no processo de fracionamento
em coluna cromatogréafica;

e Validacdo do método otimizado por meio da avaliagdo de parametros de
mérito, tais como linearidade, limites de detecgédo (LD) e quantificagdo (LQ),
precisao e exatidao.

e Avaliagdo qualitativa e quantitativa do total de hidrocarbonetos de petroleo
(THP), hidrocarbonetos alifaticos (n-alcanos e isoprendides), mistura complexa
nao resolvida (UCM) e HPA.

3. Material e Métodos

3.1 Reagentes

Todos os reagentes e solventes utilizados neste trabalho foram de pureza
adequada (grau HPLC) para a determinagao de concentragdes trago dos compostos
estudados. Os solventes acetona, diclorometano (DCM) e hexano foram adquiridos da
Mallinckrodt Inc. (EUA). A alumina e o cobre foram adquiridos da J.T. Baker Inc.
(EUA). O detergente extran neutro, a silica e o sulfato de sddio foram adquiridos da
Merck (Brasil). Os padrdes de hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos e seus
respectivos padrdes internos e subrogados foram adquiridos da AccuStandard Inc.
(USA).

3.2 Limpezas de Vidrarias

Todas as vidrarias empregadas foram submetidas, previamente, a um

procedimento de limpeza, visando evitar a contaminagdo das amostras, o que poderia
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interferir nos resultados. Primeiramente, as vidrarias foram deixadas em banho de
detergente (extran a 5% v/v) por pelo menos 24 horas, sendo em seguida
abundantemente enxaguada em agua corrente, agua destilada, agua ultrapura (do tipo
milli-Q), acetona e por fim mantidas em forno mufla a 450°C por um periodo de 4

horas.

3.3 Preparo dos Sedimentos

As amostras de sedimento utilizadas nesse estudo foram previamente
coletadas e congeladas em refrigerador até sua utilizagdo. O procedimento de
manipulagdo e preparo da amostra foi executado de maneira a preservar sua
integridade. Anteriormente as analises, o sedimento foi descongelado até temperatura
ambiente, transferido para uma bandeja de aluminio e coberto com papel aluminio
(previamente perfurado), sendo deixado em estufa a 30°C até a secagem. Apos a
remogéao de galhos, pedras e outras impurezas presentes no sedimento, a amostra foi
moida em almofariz e peneirada (peneira ABNT 0,149 mm) (Leite et al., 2008), sendo
entdo armazenada em frascos de vidro e deixada em dessecador até o momento da

extracdo.

3.4 Extragao por Ultrassom

A extragdo dos hidrocarbonetos por ultrassom foi realizada de acordo com o
meétodo 3550C da EPA (U.S. EPA, 2007). Neste procedimento, uma porcao de 4 g de
sedimento seco foi misturada com 4 g de sulfato de sddio, o qual foi previamente
calcinado em mufla a 450°C por 4 horas (para eliminagdo de agua remanescente e
impurezas), em um erlenmeyer de 125 mL. A essa mistura foi adicionado 2 g de cobre
ativado com HCI 6 mol L™ e lavado com diferentes solventes (metanol; metanol:DCM
1:1; DCM), a fim de eliminar o enxofre molecular que é um interferente na
determinagéo de hidrocarbonetos, particularmente em sedimentos (Criteria Working
Group, 1998; U. S. EPA 3660).

Com o objetivo de avaliar o processo de extragao, foram adicionados padroes
subrogados, sendo adicionadas as parafinas deuteradas (n-Cyyq, N-Cosq € N-Czoq) Na
concentragdo de 2 ug mL™" para a fragdo alifatica e p-terfenil-d14 na concentracéo de
100 ng mL™ para a fragdo aromatica. Em seguida, inseriu-se um volume de 50 mL da

mistura de solventes hexano:acetona (1:1) e o frasco foi devidamente vedado, para
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evitar perdas de compostos durante a extragdo. Foram feitas extragdes de trés ciclos
de 15 e de 60 minutos. Ao final de cada ciclo, o frasco foi deixado em geladeira por 40
minutos para decantacao do sedimento. Em seguida o sedimento foi filtrado e o
sobrenadante separado, sendo adicionado ao sedimento um novo volume de 50 mL
da mistura de solventes. O volume total de sobrenadante obtido ao final dos trés ciclos
foi reduzido a aproximadamente 2 mL em um rotaevaporador para posterior realizagcao

do cleanup.

3.5 Extragao por Soxhlet

A extragado dos hidrocarbonetos por soxhlet foi feita de acordo com o método
3540C da EPA (U.S. EPA, 1996). O cartucho de celulose utilizado para o
armazenamento da amostra, e demais materiais necessarios para a extracdo dos
compostos de interesse, foi previamente descontaminado em refluxo com DCM por um
periodo de 6 horas. Apos a etapa de limpeza, uma porgéo de 4 g de sedimento foi
misturada com 4 g de sulfato de sddio e 2 g de cobre ativado dentro do cartucho.
Foram adicionados também os padrbes subrogados de alifaticos e HPA, para se
avaliar a eficiéncia do processo de extracdo. Os hidrocarbonetos foram extraidos
através do refluxo com hexano:acetona (1:1) por um periodo de 4, 6 e 8 horas, sendo
0 volume obtido reduzido a 2 mL em rotaevaporador para posterior fracionamento

(cleanup).

3.6 Cleanup

O fracionamento dos hidrocarbonetos foi feito em coluna de vidro (Figura 4),
previamente descontaminada com hexano. Para reter a fase sélida, um chumago de la
de vidro calcinado foi introduzido no fundo da coluna. Em seguida, foram transferidos
10 g de silica (ativada a 160°C por 16 horas e desativada com 2% (m/m) de agua milli-
Q), 1 g de alumina (calcinada a 450°C por 4 horas e desativada com 2% (m/m) de
agua milli-Q), 600 mg de sulfato de sodio (calcinado a 450°C por 4 horas) e 120 mg de
cobre ativado. O extrato a ser fracionado foi transferido com o auxilio de uma pipeta
pasteur, sendo o baldo lavado repetidas vezes com o solvente apropriado para cada
eluicdo. Para a remocao da fracdo de alifaticos, foi feita inicialmente uma eluicdo com
50 mL de hexano. Em seguida, a elui¢cdo da fragao contendo os HPA foi realizada com

uma mistura de 75 mL de hexano:DCM (3:2). As duas fragdes coletadas tiveram seu
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volume reduzido a aproximadamente 2 mL em rotaevaporador e concentrados até 1

mL com N, para posterior determinagao da concentragado por cromatografia.

Figura 4. Coluna utilizada no cleanup empacotada com a) Na,SO,, b) alumina e c)

silica.

3.7 Avaliacao das Etapas de Concentracao, Extracao e Cleanup

Para avaliar as perdas de compostos durante o processo de concentragdo da
amostra, inicialmente, foram feitos testes de recuperagcdo adicionando-se padrdao a
misturas de solventes. Nessa etapa foi adicionado solugcdo padrdao de HPA na
concentragdo de 960 ng mL™" em uma mistura de 180 mL de hexano:acetona (1:1).
Apoés a reducado do volume a aproximadamente 2 mL e concentracdo em fluxo de
nitrogénio (N,) a 1 mL determinou-se a concentragao dos compostos por cromatografia
em fase gasosa. Para avaliar a influéncia da temperatura, repetiu-se o teste anterior,
entretanto com um novo sistema, onde se substituiu a agua da torneira a temperatura
ambiente por um banho de gelo para o resfriamento do sistema de rotaevaporacao
(Figura 5). O mesmo teste foi realizado para os hidrocarbonetos alifaticos,
adicionando-se solugdo 5 pg mL™ de padréo de alifaticos em um volume de 180 mL de
hexano:acetona (1:1) e o volume foi reduzido e concentrado a 1 mL, sendo os

compostos determinados por cromatografia.
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Figura 5. Sistema de rotaevaporacéo utilizado na etapa de concentragao com a)

banho de gelo, b) bomba de vacuo, c) condensador e d) sistema de aquecimento.

A etapa de concentragéo dos hidrocarbonetos foi também avaliada com relagéo
ao método de concentracdo dos analitos apés a reducdo de volume em
rotaevaporador. Nessa etapa, solugdes contendo 48 ng mL™" de padrao de HPA e 5 ug
mL™ de padrdo de alifaticos foram misturadas (1 mL de cada em um baldo de 2 mL) e
transferidas para baldao de fundo chato contendo diferentes misturas de solventes. Em
um primeiro teste o solvente foi evaporado até a secura e os analitos recuperados com
1 mL de hexano:DCM (1:1), para posterior determinacdo. Em seguida, fizeram-se
outros testes, a fim de avaliar a influéncia do fluxo de N, na concentracdo e o niumero
de lavagens do baldo contendo o extrato. Para isso, a primeira avaliacdo consistiu em
reducao do volume de solvente a aproximadamente 2 mL em rotaevaporador e
concentragdo até 1 mL sob fluxo de N, com pressdo 2 kgf cm? sem a lavagem do
baldo e utilizando uma presséo de 0,5 kgf cm™, lavando o baldo trés vezes com o
solvente apropriado. Em outra avaliacdo, o volume de solvente foi concentrado até 1
mL somente no rotaevaporador.

Na etapa de extragao no sistema soxhlet foi verificada a perda dos compostos
durante o refluxo. Para isso foram feitos testes adicionando-se solugéo de 500 ng mL”
de padrdao de HPA em uma mistura de 180 mL de hexano:acetona (1:1) e fez-se uma
simulacdo de extragcdo por soxhlet durante 8 horas de refluxo. O volume obtido foi

reduzido a 1 mL em rotaevaporador e a concentragdo dos compostos foi determinada



21

por cromatografia. O mesmo teste foi realizado para os alifaticos, com a adicdo de
solucdo padrdo de 5 yg mL™.

Outra etapa verificada foi o cleanup, onde foram realizados diversos
experimentos para determinacao do total de hidrocarbonetos de petréleo (THP) e para
o fracionamento de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos. Para avaliar a eficiéncia
desta etapa na determinacdo dos THP, foram feitos varios testes usando-se uma
mistura de 2 mL de solugdo padrdo de 200 ng mL™" de HPA e 5 yg mL™ de alifaticos.
Essa solucao foi adicionada a uma coluna contendo 8 g de silica e 1 g de alumina,
previamente ativadas, sendo alteradas a polaridade e a quantidade de solvente
utilizada na eluicdo dos compostos. Apds a eluicdo dos THP, o volume coletado foi
reduzido até 1 mL, sendo os mesmos determinados por cromatografia.

Para o fracionamento dos hidrocarbonetos alifaticos e HPA, foram feitos varios
testes com uma mistura de 2 mL de solugéo padréo de 48 ngmL" de HPA e 5 ug mL™
de alifaticos. Esta solugéo foi transferida para uma coluna contendo 8 g de silicae 1 g
de alumina, ambas previamente ativadas. Foram testadas diferentes quantidades de
solvente para a fragdo de alifaticos (F) e diferentes polaridades para a mistura de
solventes utilizada na fragdo de aromaticos (F.). As duas fragbes obtidas foram
coletadas em balbes diferentes e os volumes foram reduzidos até 1 mL, sendo os

compostos determinados por cromatografia.

3.8 Teste de Adicdo e Recuperacgao de Hidrocarbonetos Alifaticos e Aromaticos

Os testes de adicdo e recuperacdo foram realizados através de adigdo de
solugdo padrdo de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos em sulfato de sdédio. Foi
adicionada solugdo padrdo de 150 ng mL' de HPA e solugdo de 10 uyg mL" de
alifaticos em um cartucho de celulose contendo 4 g de sulfato de sédio. Foram
adicionados também os padrbes subrogados de alifaticos e HPA. Os compostos foram
entao extraidos por soxhlet com 200 mL de DCM, dos quais 50 mL foram adicionados
direto ao extrator contendo o cartucho de celulose, de modo que a interagdo entre o
solvente e os analitos se iniciasse antes que os 150 mL restante, que foram colocados
no baldo, comecasse a condensar. O sistema foi deixado em refluxo por um periodo
de 4 horas, controlando o sistema para que realizasse 6 ciclos de extracdo por hora,
visando obter melhores recuperagdes. O extrato obtido foi reduzido a 2 mL em

rotaevaporador para posterior fracionamento, conforme descrito na etapa de cleanup.
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3.9 Extragcdao de Hidrocarbonetos Alifaticos e Aromaticos de Material de
Referéncia

Nesta etapa foi utilizado um material de referéncia com concentragao
conhecida de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos. Esse sedimento foi preparado e
fornecido pelo Laboratério de Estudos Marinhos e Ambientais — PUC/RJ, tendo sido
utilizado em diversos processos de intercalibracdo entre diversos laboratorios do
Brasil. Em um cartucho de celulose, previamente descontaminado, foi adicionada uma
porcao de 4 g de sedimento e 2 g de cobre ativado, sendo adicionados também os
padrdes subrogados de HPA e alifaticos, nas concentracdes de 150 ng mL™" e 10 ug
mL™, respectivamente. Os hidrocarbonetos foram extraidos por meio de refluxo com
DCM por um periodo de 4 horas. O extrato obtido foi reduzido a 2 mL em

rotaevaporador para posterior fracionamento.

3.10 Controle e Garantia de Qualidade

Foram feitas também algumas analises de controle de qualidade com o objetivo
de monitorar e controlar possiveis fontes de contaminagdo durante as etapas
efetuadas. Foram realizados brancos do processo de extracdo com amostras de
sulfato de sdédio (calcinado a 450°C), sendo que o extrato obtido nesta extragéo
passou por todas as etapas que as amostras analisadas passaram. Além disso,
verificou-se a possibilidade de contaminagdo na etapa de concentragdo da amostra.
Para isso, adicionou-se em um baldo 180 mL de hexano, apds reducdo do volume no
rotaevaporador até aproximadamente 1 mL, o volume obtido foi injetado para
determinagdo de possiveis contaminantes. Outra possivel fonte de contaminacao
investigada foi o nitrogénio utilizado na concentragdo. Para isso, um volume de
aproximadamente 2 mL, foi reduzido até 1 mL sob fluxo de N, e depois injetado no

cromatoégrafo.

3.11 Determinagéao dos Hidrocarbonetos por Cromatografia em Fase Gasosa

Antes dos testes envolvendo as etapas de extragao, foi realizado um processo
de otimizagado para encontrar as melhores condicdes operacionais, visando obter boa
resolucdo e separacao dos picos. A identificagdo dos hidrocarbonetos alifaticos foi
feita com base nos seus respectivos tempos de retengéo, através de injecdao de

padrao contendo uma mistura de alifaticos (C4pa Cyo), além dos isoprendides pristano
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e fitano (Figura 6). Foi construida uma curva analitica na faixa de concentragéao de 0,5
a 50 pg mL" tendo como padrdo interno o hidrocarboneto deuterado hexadecano
(Cteq). Foi construida também uma curva de calibragcido para os hidrocarbonetos
subrogados (Cyyq, Ca4g € Capq) Na faixa de concentragado de 1 a 25 ug mL™". As curvas

obtidas foram utilizadas para a obtencao do fator de resposta (FR), conforme equacao
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Figura 6: Perfil cromatografico de solugédo padrdao de alifaticos (Ci a Cy4o), € dos
isoprendides pristano e fitano.

A determinagao dos hidrocarbonetos alifaticos foi realizada por cromatografia
em fase gasosa com detector por ionizagdo em chama (CG-DIC), utilizando os
parametros operacionais abaixo (Tabela 8).

Tabela 8: Parametros operacionais usados para a determinacao dos alifaticos.

Equipamento CG-DIC (Thermo Electron Corporation) modelo Focus, acoplado a um

autoamostrador AS 3000 (Thermo Electron Corporation)

Coluna QV-5 (Ohio Valley) 30 m x 0,32 mm x 0,25 ym
Gases Arraste: N, 3,0 mL min™ (fluxo constante)
Gas saver: 20 mL min” Make up: 30 mL min™
Detector: Ar: 350 mL min™ H,: 35 mL min”’
Temperaturas Coluna 60°C (1,5 min), Taxa 6°C min™ até 310°C (30 min)

Detector: 300°C Injetor: 280°C (splitless)
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Para os HPA a identificagdo dos compostos foi feita através de injecdo de

padrdo contendo uma mistura de 16 HPA e consulta a biblioteca NIST do

equipamento, com base nos seus ions de quantificacdo. A curva foi feita na faixa de

concentragdo de 9,6 a 500 ng mL" utilizando como padrdo interno uma solugdo

contendo 5 HPA deuterados (naftaleno-d8, acenafteno-d10, fenantreno-d10, criseno-

d12, perileno-d12). Foi construida também uma curva de calibragdo para o padrao

subrogado p-terfenil-d14 na faixa de concentracéo de 9,6 a 200 ng mL™. Os ions de

quantificacao dos 16 HPA, assim como o dos seus respectivos padrdes interno e do p-

terfenil-d14, e os tempos de retengao encontram-se descritos na Tabela 9 e figura 7

respectivamente.

Tabela 9: ions de quantificagdo dos 16 HPA, padrdes interno e p-terfenil-d14.

fon de fon de
Padrao quantificagao Padréo Interno quantificagao
Naftaleno (Naf) 128 Naftaleno-d8 136
Acenaftileno (Aci) 152 Acenafteno-d10 162
Acenafteno (Ace) 154 Acenafteno-d10 162
Fluoreno (Flu) 166 Acenafteno-d10 162
Fenantreno (Fen) 178 Fenantreno-d10 188
Antraceno (Ant) 178 Fenantreno-d10 188
Fluoranteno (Fla) 202 Fenantreno-d10 188
Pireno (Pir) 202 Criseno-d12 240
Benzo(a)antraceno (BaA) 228 Criseno-d12 240
Criseno (Cris) 228 Criseno-d12 240
Benzo (b+k )fluoranteno (BbkF) 252 Perileno-d12 240
Benzo(a)pireno (BaP) 252 Perileno-d12 264
Indeno(1,2,3-cd)pireno (IP) 276 Perileno-d12 264
Dibenzo(a,h)antraceno (DahA) 278 Perileno-d12 264
Benzo(g,h,i)perileno (Bghip) 276 Perileno-d12 264
p-terfenil-d14 244 Criseno-d12 244
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Figura 7: Perfil cromatografico de solugdo padrao contendo os 16 HPA, padrao interno

e seus respectivos tempos de retencéo.

A determinagdo dos HPA foi realizada por Cromatografia em Fase Gasosa
acoplada ao Espectrébmetro de Massas (CG-EM) utilizando os parémetros
operacionais abaixo (Tabela 10).

Tabela 10: Parametros operacionais usados para a determinacdo dos HPA.

Equipamento CG-EM (Thermo Electron Corporation) modelo Focus-PolarisQ, acoplado
a um autoamostrador AS 3000 (Thermo Electron Corporation)
Coluna OV-5ms (Ohio Valley) 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym
Gases Arraste: He 1,0 mL min™' (vazdo constante) - Gas saver: off
Coluna 50°C (5 min), rampa 1: 5°C min™' até 230°C, rampa 2: 2°C min™

até 250°C, rampa 3: 5°C min™ até 300°C (8 min)

Temperaturas o ) o )
Detector: 300°C Injetor: 250°C (splitless)
Linha de Transferéncia: 250°C Fonte de ions: 250°C
Scan 1 (5min): (m/z 128, 136, 152, 154, 162, 164, 166, 178)
Modo MSI? Scan 2 (30min): (m/z 178, 202, 228, 244)

Scan 3 (47min): (m/z 228, 236 240, 252, 260, 264, 276, 277, 278, 279)

#MSI = Monitoramento seletivo de ions.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Extragcao de Hidrocarbonetos Alifaticos por Ultrassom

A Tabela 11 mostra os valores de concentracao de alifaticos obtidos ultrassom,
com 3 ciclos de 15 e de 60 minutos. Foi realizada apenas a quantificacdo dos
alifaticos, pois o processo de quantificacdo dos hidrocarbonetos aromaticos ainda nao

estava otimizado quando se realizou esses experimentos.

Tabela 11: Concentragdes de alifaticos obtidas nas extragbes por ultrassom.

Concentragao (ug mL™) Concentragao (ug mL™)
Composto
(3 ciclos de 15 minutos) (3 ciclos de 60 minutos)
Dodecano (Cy2) <0,024 <0,024
Tridecano (Cy3) <0,031 <0,031
Tetradecano (Cy4) <0,037 0,78
Pentadecano (Cys) <0,025 1,85
Hexadecano (Cqg) <0,047 0,70
Heptadecano (C47) <0,042 2,25
Pristano <0,032 0,88
Octadecano (Cys) 0,55 1,08
Fitano <0,043 1,10
Nonadecano (Cg) <0,032 0,81
Eicosano (Cy) <0,031 3,84
Heneicosano (C,q) 0,69 0,92
Docosano (C,,) 0,59 1,26
Tricosano (Cy3) 1,19 8,44
Tetracosano (Cy4) 1,04 3,39
Pentacosano (Cos) 3,73 10,51
Hexacosano (Cg) 2,20 6,48
Heptacosano (C,7) 4,94 11,57
Octacosano (Cag) 3,15 8,98
Nonacosano (Cyg) 6,02 11,91
Triacontano (Cs) 2,42 8,93
n-Hentriacontano (Cs1) 5,83 10,93
Dotriacontano (Caz,) 1,54 5,27
Titriacontano (Ca3) 3,82 6,92
Tetratriacontano (Cz,) 0,53 2,84
Pentatriacontano (Cgzs) 1,63 3,27

Hexatriacontano (Cgze) <0,13 2,13
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Heptatriacontano (Cs;) <0,076 3,24

Octatriacontano (Csg) <0,091 25,30
Nonatriacontano (Csg) <0,108 <0,108
Tetracontano (Cyo) <0,165 <0,165

Os resultados de concentragdo de hidrocarbonetos alifaticos para a extragéo
de 60 minutos variaram de 0,70 a 25,30 ug mL™". Para extragdo por 15 minutos as
concentragdes dos compostos ficaram na faixa de 0,53 a 6,02 ug mL™. Observando os
valores de concentragao encontrados € possivel notar que a extracao realizada com
ciclos de 60 minutos apresentou uma melhor eficiéncia do que a extragao realizada
com ciclos de 15 minutos. Este fato também foi confirmado pelos valores de
recuperacao do padrdao subrogado (n-C,yq), que € um composto organico com
propriedades fisico-quimicas e estrutura quimica semelhantes aos analitos de
interesse. O calculo de sua recuperagao é feito para estimar perdas e/ou ganhos ao
longo de todo processo e relaciona a quantidade de padrao adicionado no inicio de
todas as etapas com a obtida ao final do processo (Lancgas, 2004), tendo sido nesse
ensaio determinado pela equagao abaixo (método 8000B — U.S. EPA, 1996; Massone,
2004).

Ar ea p adréo subrogado X Con cen tf a géo padréo interno X 10 0

Recuperagao (%) = - .
Concentrag do padro subrogado < A€ paqsointerno

A partir dos percentuais de recuperacao obtidos, mostrados na Tabela 12, é
possivel observar que a eficiéncia do processo de extragao realizado com ciclos mais
longos (32%) foi superior quando comparada com a extracao com ciclos mais curtos
(19%). No entanto, os valores de recuperagéo encontrados em ambos 0s processos
estdo muito abaixo dos niveis considerados satisfatorios, uma vez que os intervalos de
recuperacao aceitaveis para a determinacdo de compostos organicos trago, em geral,
devem estar na faixa de 70-120% (Ribani et al., 2004).

Tabela 12: Valores de recuperacgao para o padrao subrogado de n-alcanos.

Extragéao Recuperagéo (%)
3 ciclos de 15 minutos 19
3 ciclos de 60 minutos 32

Segundo o método 3550C (U.S. EPA, 2007), a poténcia do banho ultrassénico
recomendada para a realizacdo de extragao de hidrocarbonetos de petréleo é de 300
W. No entanto, a poténcia do equipamento utilizado nesse trabalho foi de 120 W, o

que poderia explicar os baixos valores de recuperagdo encontrados. Além disso,
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possiveis perdas de compostos podem estar ocorrendo durante as etapas de filtragao,
concentracao e fracionamento, mostrando a necessidade de se aperfeigoar cada uma
dessas etapas individualmente. Sendo assim, como o sistema de filtracdo e o banho
ultrassom disponivel no laboratério ndo se mostraram adequados, podendo provocar
perdas de compostos em ambas as etapas, resolveu-se nao fazer novos testes com o

ultrassom, passando-se para os estudos empregando apenas o sistema soxhlet.

4.2 Extracao de Hidrocarbonetos Alifaticos e Aromaticos por Sistema Soxhlet

4.2.1 Avaliagao do Tempo de Extracao

De acordo com Dean (1998), os tempos de extragao dos compostos organicos
utilizando sistema soxhlet podem variar de 6 a 24 horas, dependendo da quantidade
de ciclos realizados durante 1 hora de extracido, sendo recomendados de 4-6 ciclos
por hora (U.S. EPA, 1996). Dessa forma, fez-se uma avaliacdo da extracdo nos
tempos de 4, 6 e 8 horas. Os valores de recuperacdo para os hidrocarbonetos
alifaticos e aromaticos foram calculados com base nos padrdes subrogados n-Coy4 € p-

terfenil-d14 respectivamente, e sao apresentados na Tabela 13 abaixo.

Tabela 13: Valores de recuperagéo para os padrdes subrogados de alifaticos e HPA,

para os tempos de extracao de 4, 6 e 8 horas.

Extragao Recuperacao alifaticos (%) Recuperacgao HPA (%)
4 horas 56 29

6 horas 60 28

8 horas 68 29

Os valores de recuperagao para os alcanos nos tempos de 4, 6 e 8 horas foram
56%, 60% e 68% respectivamente, observando-se uma diminuicdo nos valores de
recuperacao conforme diminui o tempo de refluxo, mostrando que provavelmente é
preciso um tempo minimo para que a extragdo desses compostos seja eficiente. Ja
para os HPA, nos trés tempos de refluxo utilizados, os percentuais de recuperagao
praticamente ndo variaram. Para as duas classes de compostos estudados, os
resultados de recuperagéo empregando o sistema soxhlet ficaram abaixo do esperado,
ou seja, foram inferiores a 70% (Ribani et al., 2004). Isso demonstra que podem estar

ocorrendo perdas nas diversas etapas do processo (extragdo, concentragdo e
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cleanup), que podem estar influenciando mais na eficiéncia da extragdo do que o
tempo de refluxo. Diante disso, foi feita uma avaliagdo mais detalhada dessas etapas
separadamente, pois se as perdas nas etapas isoladas forem muito altas, isso

acarretara em uma baixa eficiéncia no processo como um todo.

4.3 Avaliacao das Etapas de Concentracdao, Extracao e Cleanup através de

Testes de Recuperagao

Nesses testes nao foram adicionados os padrées subrogados, os calculos
foram feitos com base na concentragdo do padrao adicionado, onde foi relacionada a
quantidade de padrao adicionada no inicio com a obtida no final do teste. Como os
hidrocarbonetos estudados sdo compostos considerados volateis (Almeida, 2003),
uma das causas de perdas de compostos ao longo do processo poderia ser por
volatilizacao desses. Assim, foram feitos testes para avaliar a eficiéncia das etapas de
concentracao e extracao, separadamente, as quais podem ser fontes deste tipo de
perda. Além disso, a etapa de cleanup também foi avaliada, pois as possiveis perdas
nesta etapa também podem se somar as outras, influenciando na recuperacao dos

compostos.

4.3.1 Etapa de Concentragao

A obtencéo de boas condi¢des de trabalho nessa etapa é de grande relevancia
para o desenvolvimento do processo, uma vez que é realizada a concentragao dos
analitos apos a extracdo e novamente apos a etapa de cleanup. De acordo com os
resultados apresentados na Tabela 13, os valores de recuperagao mais criticos foram
para os HPA, assim, realizou-se primeiramente a avaliagdo para esses compostos.
Fez-se primeiro um teste adicionando padrdo a mistura de solventes e concentrando-
se no mesmo sistema empregado nos experimentos descritos anteriormente. Em
seguida, adaptou-se um sistema de resfriamento a serpentina do rotaevaporador
utilizando um banho de gelo. Os resultados para esses testes sdo mostrados na

Figura 8.
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Figura 8. Percentuais de recuperagéo de HPA e estimativa de desvio padréo (n=3) na
etapa de concentracido antes e apés utilizacdo do banho de gelo. (Linha pontilhada

representa valor de recuperagao minimo aceitavel)

De acordo com a Figura 8, bem como em todas que serdo apresentadas, os
HPA estido organizados por ordem crescente de numero de anéis aromaticos, por isso
observa-se uma diminui¢éo da volatilidade da esquerda (Naf) para a direita (BghiP).De
maneira geral, em ambos os testes podemos observar maiores valores de desvio
padrao para os compostos mais volateis e menores valores para os menos volateis,
indicando maior perda por volatilizagcdo para os HPA mais leves. Em relacdo aos
percentuais de recuperagdo, os valores variaram de 19-41% sem a utilizagcdo do
banho de gelo e de 27-51% utilizando o banho de gelo, sendo observados menores
valores de desvio. Os valores de recuperagéao referentes ao segundo teste foram
melhores, porém ainda abaixo do esperado (Ribani et al., 2004). Todos esses dados
demonstrando que com o novo sistema empregado, obteve-se uma melhora na
recuperagcao dos compostos, além da reprodutibilidade nas medidas. Por outro lado,
observou-se que o tempo de concentragcdo até 1 mL também diminuiu
consideravelmente, mostrando que o controle da temperatura aumentou a eficiéncia
desta etapa, pois a menor temperatura na serpentina do rotaevaporador favoreceu o
processo de condensagdao do solvente. Os testes de recuperacdo para os
hidrocarbonetos alifaticos foram feitos somente usando o sistema de banho de gelo.
Na Figura 9, bem como em todas que serdo apresentadas, os hidrocarbonetos

alifaticos estdo organizados em ordem crescente de massa molar, o que confere uma
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diminuigdo da volatilidade da esquerda (C4,) para a direita (C49). Observam-se nessa
uma melhor recuperagao dos compostos mais leves (Cqo — Cy) do que para os de
massas molar intermediaria (C,y — Cjz), em funcdo da diminuicdo da volatilidade
conforme aumenta o nimero de carbonos na cadeia. Para os compostos de maior
massa molar (C3g — C4), essa tendéncia ndo é seguida em funcédo de problemas de
interacdo dos compostos com a coluna cromatografica, que interfere na recuperacao
dos compostos. Os valores de recuperagdo para a etapa de concentragcao dos
hidrocarbonetos alifaticos (Figura 9) ficaram entre 70-97%, sendo considerados
aceitaveis (Ribani et al., 2004).
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Figura 9. Percentuais de recuperacao de alifaticos e estimativa de desvio padrao

(n=3) na etapa de concentragéo apos utilizagao do banho de gelo.

Os resultados apresentados nas Figuras 8 e 9 demonstram que apesar da
implantacdo do sistema de resfriamento no rotaevaporador ter proporcionado uma
melhora na recuperagao dos compostos, por ter diminuido as perdas por volatilidade,
estes ainda nao foram considerados satisfatorios, principalmente para os HPA. Com o
objetivo de obter resultados mais satisfatorios, avaliou-se também a influéncia da
vazdo de N, na recuperagao dos compostos apos a reducdo de volume em
rotaevaporador. Dessa forma foram feitos dois testes sem a utilizagdo de nitrogénio na
concentragcdo. No primeiro evaporou-se todo o solvente até a secura e os analitos
foram recuperados da parede do baldo com um 1 mL de solvente. No segundo teste

realizou-se a redug¢ao do volume para 1 mL diretamente no rotaevaporador. Os valores
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de recuperagao para os hidrocarbonetos aromaticos e alifaticos encontram-se nas
Figuras 10 e 11, respectivamente.
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Figura 10. Percentuais de recuperagéo de HPA e estimativa de desvio padrao (n=3)
na etapa de concentragcdo com a secagem total do solvente e recuperagcédo dos

analitos com hexano:DCM e concentragao até 1 mL no rotaevaporador.
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Figura 11. Percentuais de recuperagdo de alifaticos e estimativa de desvio padrao

(n=3) na etapa de concentragdo com a secagem total do solvente e recuperacao dos

analitos com hexano:DCM e concentragao até 1 mL no rotaevaporador.
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Com a secagem total do solvente a faixa de recuperacédo para os HPA e
alifaticos variou de 2-82% e de 16-108%, sendo observada uma grande perda dos
compostos, principalmente para os HPA com maior pressdo de vapor, tais como
naftaleno, acenafteno, e os alifaticos de cadeia mais curta (Ce-C43). Ja com redugao do
volume até 1 mL somente no rotaevaporador, observa-se maiores valores de
recuperacao, na faixa de 50-97% para os HPA e de 49-99% para os alifaticos.
Entretanto, observou-se que esse método foi 0 mais lento e mais propenso a erros,
uma vez que é muito dificil acertar o volume exato de 1 mL, necessario para a correta
quantificacdo dos analitos. Para realizar a concentragdo do analitos apenas no
rotaevaporador com mais precisdo, seria necessario concentrar até 0,5 mL e depois
completar o volume até 1 mL, o que poderia provocar a secagem do solvente, e
consequente perda do analitos.

Em outra avaliagdo verificou-se a pressao do N, utilizado na concentragao dos
analitos e no processo de lavagem do baldo contendo o extrato, de forma a garantir
uma transferéncia quantitativa dos mesmos. Como nao foi medido o valor da vazao,
uma vez que essa pode variar em fungdo do tamanho e didmetro da mangueira
utilizada, os resultados estdo representados pela pressdo de N, verificada no
mandmetro do cilindro. Os valores de recuperacdo de HPA e alifaticos desses testes

encontram-se nas Figuras 12 e 13, respectivamente.
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Figura 12. Percentuais de recuperagéo de HPA e estimativa de desvio padrao (n=3)
na etapa de concentracdo utilizando nitrogénio com uma pressdo de 2 kgf cm? sem a
lavagem do baldo e utilizando nitrogénio com uma pressdo de 0,5 kgf cm? e 3

lavagens do baldo.
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Figura 13. Percentuais de recuperagao de alifaticos e estimativa de desvio padrao
(n=3) na etapa de concentracdo utilizando nitrogénio com uma pressdo de 2 kgf cm™
sem a lavagem do baldo e utilizando nitrogénio com uma presséo de 0,5 kgf cm? e 3

lavagens do balao.

Com a utilizagao de uma vazao maior de N, representada pela pressao de 2 kgf
cm 2 no mandmetro do cilindro, sem a lavagem do baldo, os valores de recuperacéo
dos HPA foram de 40 a 68%, e para os alifaticos de 58 a 92%. Esses valores foram
mais baixos do que com os testes utilizando uma pressdo menor de nitrogénio de 0,5

kgf cm

, cujos valores variaram de 84 a 101% para os HPA e de 79 a 95% para os
alifaticos. Essas informagdes indicam que a utilizagdo de uma pressdo maior de N,
tanto para os alifaticos quanto para os aromaticos, faz com que a pressdo no
recipiente, onde os compostos estdo sendo concentrados, diminua chegando proxima
a pressdao de vapor dos compostos, favorecendo a perda principalmente dos
compostos mais volateis. Pode-se dizer também que a lavagem do baldo contendo os
compostos permite uma melhor recuperagao dos mesmos, em funcdo de uma melhor
transferéncia quantitativa. Apesar de terem sido mudadas duas variaveis ao mesmo
tempo, a pressao e o numero de lavagens, podemos inferir que a pressao tem uma
contribuicdo relevante na recuperagcdo dos compostos, uma vez que tanto para os
alifaticos quanto para os aromaticos ha uma diferenca significa na recuperacao dos
mais volateis, ja para os menos volateis essa diferenga existe, mas € menor. Diante
desses aspectos, verificou-se que nas condi¢oes de trabalho desenvolvidas no
laboratério, a redugcdo do volume de solvente no rotaevaporador seguida da

concentragdo com N, a uma presséo de 0,5 kgf cm™ é a mais apropriada.
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4.3.2 Etapa de Extracao

Como foram observadas perdas de analitos por volatilizacdo na etapa de
concentracao, pode-se inferir que 0 mesmo problema poderia estar ocorrendo durante
a extragcdo em sistema soxhlet. Dessa forma, implantou-se também no sistema de
condensacao do soxhlet um banho de gelo para controlar a temperatura da agua de
refluxo (Figura 5). Os resultados de recuperacdo para os HPA e hidrocarbonetos

alifaticos estdo apresentados nas Figuras 14 e 15, respectivamente.
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Figura 14. Recuperacao de HPA apds extracido em soxhlet utilizando banho de gelo

para resfriamento do condensador.
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Figura 15. Recuperagao de alifaticos apds extragdo em soxhlet utilizando banho de

gelo para resfriamento do condensador.
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Os percentuais de recuperagao para os compostos aromaticos e alifaticos
foram de 60-88% e 50-95%, respectivamente. Os valores de recuperagao na etapa de
extracdo sdo em fungao de perda dos compostos por volatilizacdo durante o processo,
mas também devido as perdas envolvidas na etapa de concentragdo. No caso dos
hidrocarbonetos alifaticos observa-se uma melhor recuperagéo para os compostos de
massa molar intermediaria, uma vez que os compostos de baixa massa molar sao
mais volateis (Almeida 2003; Leite, 2008) e os compostos que eluem por ultimo podem
ser afetados por sangramento da coluna, que é o desprendimento da fase estacionaria
da coluna em fungdo da alta temperatura da rampa de aquecimento, sendo

caracterizado por uma elevacao da linha base (Figura 16).
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Figura 16. Cromatograma representativo do teste de extragcao dos alifaticos, ilustrando

elevacédo da linha base.

4.3.3 Etapa de Cleanup

4.3.3.1 Cleanup para Hidrocarbonetos Totais de Petréleo (THP)

Os hidrocarbonetos aromaticos e alifaticos sao duas classes de compostos
com polaridades distintas e a escolha correta do solvente de eluigdo tem um papel
fundamental na recuperacdo desses compostos. A utilizagdo de um solvente muito
polar, por exemplo, pode favorecer a recuperagdo de uma determinada classe de
compostos, mas resultar em baixa recuperag¢ao para a outra. Diante desses aspectos,

foram avaliadas diferentes quantidades de solventes utilizadas na eluicao das duas
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classes de compostos durante o cleanup (Tabela 14). Os valores de recuperacao para

os alifaticos e HPA referentes a estes testes sdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 14: Condigbes empregadas nos testes do cleanup.

Cleanup Solventes de Elui¢ao
A F1=50 mL de hexano / F, = 50 mL (30 hexano + 20 DCM)
B F1=25 mL de hexano / F, = 50 mL (30 hexano + 20 DCM)
C F1=25mL de hexano / F, = 50 mL (25 hexano + 25 DCM)
D F1 =25 mL de hexano/ F; = 30 mL (15 hexano + 15 DCM)
E F1 =25 mL de hexano/ F, = 50 mL (20 hexano + 30 DCM)

F F1 =25 mL de hexano / F, = 50 mL (20 hexano + 30 DCM)*

F.: fragéo alifatica; F,: fragao aromatica; DCM: diclorometano; *repeti¢ao E.

Tabela 15: Faixas de recuperacdo obtidas para os alifaticos e HPA.

Faixa de Recuperagao (%)

Cleanup
Alifaticos HPA
A 51 -114 35-61
B 60 — 134 23 -65
C 86 — 113 47 -90
D 77 - 120 39-86
E 64 — 99 67 — 108
F 66 — 98 63 - 94

Em relagao a fragdo 1 (F4), o objetivo era encontrar um volume de solvente que
removesse todos os alifaticos da coluna. Ja em relacdo a fragédo 2 (F,), além de
encontrar um volume que fosse suficiente para recuperar o HPA da coluna, era preciso
encontrar uma mistura de solvente com polaridade adequada para essa remocéo.
Observa-se pela Tabela 15 que a reducao do volume de solvente da F; no cleanup B
em relagdo ao A proporcionou uma melhor recuperagéo dos compostos alifaticos. No
entanto, para a F, a recuperagdo permaneceu baixa para esse teste. Uma das
caracteristicas dessa classe de compostos é sua maior polaridade em relacdo aos
alifaticos (Chu e Chan, 2000), sendo necessaria uma mistura de solventes com maior
valor eluotrépico. No fracionamento C, para tentar melhorar a recuperagdo dos
compostos aromaticos, aumentou-se o volume de diclorometano na F,, o que resultou
em uma melhora na recuperagcao dos HPA em relagcdo aos testes anteriores. O
fracionamento D foi realizado com o objetivo de diminuir o volume da mistura de
solventes utilizados na F,, mantendo a sua polaridade. Nesse teste, os valores de

recuperacao para HPA nao se alteraram significativamente, porém observou-se uma
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diminuigdo nos percentuais de recuperagao para os alifaticos. Isso pode ser atribuido
ao fato de que com a diminuicdo do volume da fragdo 2, acabou diminuindo a
quantidade total de hexano usado em todo o cleanup, que é o solvente responsavel
pela remogao dos alifaticos da coluna. No teste E, resolveu-se aumentar um pouco
mais a polaridade da F,, para tentar melhorar a recuperacdo dos HPA, porém
mantendo-se o volume da mistura usada no fracionamento C (50 mL). Os resultados
obtidos para esse teste foram considerados satisfatérios tanto para os compostos
alifaticos quanto para os aromaticos, o que foi comprovado pela repeticao desse teste
(teste F). E importante ressaltar que os testes de cleanup também estdo sujeitos as
perdas que possivelmente podem ocorrer na etapa de concentragdo, pois o0s
compostos precisam ser concentrados antes de injegdo no cromatoégrafo.

De acordo com todos os resultados descritos acima, podemos observar que o
cleanup que resultou nos melhores valores de recuperagao simultaneamente para os
aromaticos e alifaticos, foi o teste E, sendo os resultados apresentados nas Figuras 17

e 18 respectivamente.
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Figura 17. Comparacgao entre o cleanup mais eficiente (teste E: F; = 25 mL de hexano
e F, =50 mL /20 mL hexano + 30 mL DCM) e o menos eficiente (teste A: F; =50 mL

de hexano e F, =50 mL / 30 mL hexano + 20 mL DCM) para os HPA.
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Figura 18. Comparacao entre o cleanup mais eficiente (teste E: F; = 25 mL de hexano
e F, =50 mL / 20 mL hexano + 30 mL DCM) e o menos eficiente (teste A: F; = 50 mL

de hexano e F, = 50 mL / 30 mL hexano + 20 mL DCM) para os alifaticos.

4.3.3.2 Fracionamento de Hidrocarbonetos Alifaticos e HPA

Nessa etapa do trabalho procurou-se encontrar uma condi¢do que permitisse
separar adequadamente os compostos alifaticos e aromaticos em suas fragdes
distintas. Esses testes foram realizados por meio da determinacdo de ambas as
classes de compostos, tanto na fragdo contendo os alifaticos (F;) quanto na fragcao
contendo os HPA (F,), para avaliar a eficiéncia do processo de eluicao
separadamente. Os parametros estudados e os valores de recuperagcao obtidos para

os HPA e hidrocarbonetos alifaticos estdo apresentados nas Tabelas 16 e 17,

respectivamente.
Tabela 16: Condigbes empregadas nos testes do cleanup.
Cleanup Solventes de Elui¢ao
A F1=50 mL de hexano / F, = 50 mL (20 mL hexano + 30 mL DCM)
B F1=40 mL de hexano / F, = 50 mL (20 mL hexano + 30 mL DCM)

Tabela 17: Faixas de recuperacédo obtidas para os HPA e alifaticos.

Faixa de recuperagao (%)
HPA Alifaticos
A 40 - 95 51-94
B 71-107 76 - 119

Cleanup




40

Os baixos valores de recuperagdo encontrados para os HPA (35-61%) no
cleanup A podem ser explicados pelo fato de uma parte desses compostos estarem
sendo eluidos juntamente com a fragdo dos alifaticos conforme mostra a Figura 19. No
cleanup A, também foi observada uma baixa recuperagao para os compostos alifaticos
mais volateis, no entanto, nenhum composto foi eluido com a fragdo dos aromaticos
(Figura 20).
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Figura 19. Recuperagao de HPA nas fragbes F; (50 mL de hexano) e F, (50 mL /20
mL hexano + 30 mL DCM) no cleanup A.
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Figura 20. Recuperagdes de alifaticos nas fragbées F4 (50 mL de hexano) e F, (50 mL /
20 mL hexano + 30 mL DCM) no cleanup A.
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Para tentar melhorar a separagido das duas classes de compostos, no cleanup
B diminuiu-se o volume de solvente utilizado na F, para evitar que os HPA fossem
eluidos juntamente com a fragdo dos alifaticos. Com a diminuicdo do volume na Fj,
nao foram detectados mais HPA nessa fracdo, apenas na fragdo dos aromaticos,
conforme apresentado na Figura 21.
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Figura 21. Recuperacdes de HPA nas fragdes F; (40 mL de hexano) e F, (50 mL /20

mL hexano + 30 mL DCM) no cleanup B.
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De maneira geral, com a diminuigdo do volume de solvente na F (alifaticos),

houve uma melhora significativa na recuperagéo para ambos os compostos estudados
(Figuras 22 e 23).
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Figura 22. Comparacgao entre os resultados de recuperagcao de HPA obtidos com o
cleanup A (F; = 50 mL de hexano) e cleanup B (F1 = 40 mL de hexano).
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Figura 23. Comparagao entre resultados de recuperagao de alifaticos obtidos com o
cleanup A (F1 = 50 mL de hexano) e cleanup B (F; = 40 mL de hexano).

Os resultados obtidos mostram que o processo de otimizacdo das etapas de

concentragdo, extragdo e cleanup melhoraram consideravelmente a recuperacéo dos

compostos. Além de mostrarem a existéncia de um grande numero de variaveis que

podem afetar os resultados. Na Tabela 18 estdo descritas as melhores condigdes de

trabalho encontradas para o desenvolvimento de cada etapa.

Tabela 18: Melhores condigbes encontradas para as etapas de extragao,

concentracao e cleanup.

Etapa Condigéo
Extragao Banho de gelo
Banho de gelo
Concentragao Concentragao com utilizagdo de N, com

Cleanup (THP)

Cleanup

(Fracionamento de alifaticos e aromaticos)

pressao de 0,5 kgf cm™

F; =25 mL de hexano / F, = 50 mL
(hexano:DCM 2:3)

F,=40 mL de hexano / F, = 50 mL
(hexano:DCM 2:3)
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4.4 Validagao do Método Otimizado

O procedimento de validacao é essencial para implantagdo e consolidacéo de
meétodos desenvolvidos (INMETRO, 2003), sendo assim com o objetivo de validar o
meétodo otimizado nesse trabalho foram avaliados alguns parametros de mérito tais

como linearidade, limites de detecgéo (LD) e quantificacao (LQ), precisao e exatidao.
4.4.1 Linearidade

Através da linearidade é verificada a capacidade do método analitico de
estabelecer uma relagao direta, em uma determinada faixa de concentragéo, entre
resultados que sejam proporcionais a concentracdo do analito na amostra com a
resposta do equipamento. No caso desse trabalho, a correlagdo ocorre entre o valor
de area do pico e a concentracdo, sendo a linearidade verificada por meio do
coeficiente de correlagao (R). Os valores de R obtidos para as curvas de HPA, cuja
faixa de concentragdo foi de 9,6 a 500 ng mL™ (Tabela 19) e alifaticos 0,5 a 50 ug mL”

(Tabela 20) estao apresentados a seguir.

Tabela 19: Valores de R obtidos através da curva analitica dos 16 HPA e padrao

subrogado p-terfenil-d14.

Composto R
Naftaleno 0,9983
Acenaftileno 0,9984
Acenafteno 0,9988
Fluoreno 0,9977
Fenantreno 0,9976
Antraceno 0,9962
Fluoranteno 0,9951
Pireno 0,9989
Benzo(a)antraceno 0,9987
Criseno 0,9974
Benzo(b+k)fluoranteno 0,9965
Benzo(a)pireno 0,9962
Indeno(1,2,3-cd)pireno 0,9985
Dibenzo(a,h)antraceno 0,9974
Benzo(g,h,i)perileno 0,9966

p-terfenil-d14 0,9995
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Tabela 20: Valores de R obtidos através da curva analitica de hidrocarbonetos

alifaticos e padrdes subrogados (n-Csyg4, N-Co4g € N-Cz04).

Composto R
Decano (Cqg) 0,9997
Undecano (Cy,) 0,9997
Dodecano (C+) 0,9993
Tridecano (Cy3) 0,9996
Tetradecano (Cy4) 0,9995
Pentadecano (Cys) 0,9997
Hexadecano (Cqg) 0,9997
Heptadecano (C4;) 0,9995
Pristano 0,9997
Octadecano (Cys) 0,9997
Fitano 0,9998
Nonadecano (Cg) 0,9998
Eicosano (Cy) 0,9999
Heneicosano (C,q) 0,9999
Docosano (C,,) 0,9998
Tricosano (Cy3) 0,9998
Tetracosano (Cy4) 0,9998
Pentacosano (Cas) 0,9998
Hexacosano (Cg) 0,9998
Heptacosano (C,7) 0,9996
Octacosano (Cag) 0,9994
Nonacosano (Cyg) 0,9993
Triacontano (Cs) 0,9993
n-Hentriacontano (Cs4) 0,9995
Dotriacontano (Caz,) 0,9997
Titriacontano (Cs3) 0,9998
Tetratriacontano (Ca,) 0,9998
Pentatriacontano (Cgs) 0,9997
Hexatriacontano (Cgze) 0,9995
Heptatriacontano (Cs;) 0,9993
Octatriacontano (Csg) 0,9992
Nonatriacontano (Cag) 0,9989
Tetracontano (Cyo) 0,9986
Eicosano (n-Cygq) 0,9992
Tetracosano (n-Couq) 0,9991

Triacontane (n-Csoq) 0,9966
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A seguir sdo apresentadas as curvas analiticas obtidas por meio de injecbes

em ftriplicatas para o naftaleno e benzo(a)pireno (Figuras 24 e 25) e dodecano (Cy2) e

n-hentriacontano (C;;) (Figuras 26 e 27). Os demais compostos obtiveram curvas

analiticas semelhantes a essas e nao serao apresentadas.
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Figura 24. Curva analitica do naftaleno com seu valor de coeficiente de correlagéo

(R).
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Figura 25. Curva analitica do benzo(a)pireno com seu valor de coeficiente de

correlagao (R).
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Figura 26. Curva analitica do dodecano (Ci;) com seu valor de coeficiente de

correlagao (R).
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Figura 27. Curva analitica do n-hentriacontano (C31) com seu valor de coeficiente de

correlagao (R).

De acordo com os resultados encontrados pode-se observar que todas as
curvas analiticas apresentaram valores de R maiores do que os recomendados pelo

Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial - INMETRO
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(0,90) e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (0,99), sendo satisfatorios

para as determinacdes desejadas

4.4.2 Limites de Deteccao e Quantificacao

Quando sao realizadas medidas de analitos em nivel de concentragio trago é
importante conhecer os limites de detecgdo (LD) e limites de quantificagdo (LQ) do
meétodo que esta sendo utilizando. O LD ¢é definido como a menor concentragdao de um
analito que pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada. O LQ
representa a menor concentracao que pode ser medida do analito que esta sendo
determinado (Ribani, 2004). Os limites podem ser calculados de trés maneiras
diferentes: pelo método visual, método baseado na razéo sinal-ruido e aquele com
base em parametros da curva analitica.

Para os HPA o LD foi calculado com base na razao sinal-ruido fornecida pelo
software do equipamento e com base nos parametros da curva. O LD com base na
razao sinal-ruido foi calculado de acordo com a equacgado que segue, onde, [C] é a

menor concentragdo da curva analitica e S/R representa a razao sinal-ruido.

3x[C]
LD =
SR

Ja o LD obtido com base nos parametros da curva foi calculado de acordo com
a equacgao abaixo, onde s é a estimativa do desvio padrdo da equacado daretae Sé o
coeficiente angular da reta. O LQ foi considerado a menor concentragédo da curva

analitica. Os valores de LQ e LD obtidos para os HPA estao descritos na Tabela 21.

S
ID=33x">
*s
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Tabela 21: Limites de deteccdo e quantificagdo obtidos para os HPA.

Composto LD (ng mL™) LD? (ng mL™) LQ (ng mL™)
Naftaleno 0,62 0,03 9,60
Acenaftileno 1,83 0,04 9,60
Acenafteno 0,46 0,02 9,60
Fluoreno 0,64 0,05 9,60
Fenantreno 1,68 0,03 9,60
Antraceno 1,84 0,03 9,60
Fluoranteno 1,57 0,05 9,60
Pireno 3,62 0,04 9,60
Benzo(a)antraceno 3,82 0,03 9,60
Criseno 1,94 0,03 9,60
Benzo(b)fluoranteno 8,25 0,06 9,60
Benzo(k)fluoranteno 9,23 0,03 9,60
Benzo(a)pireno 8,29 0,03 9,60
Indeno(1,2,3-cd)pireno 7,94 0,02 9,60
Dibenzo(a,h)antraceno 9,29 0,02 9,60
Benzo(g,h,i)perileno 7,76 0,02 9,60

" Relagao sinal-ruido; * parametros da curva.

Os valores de LD escolhidos para os HPA foram os calculados com base nos
parametros da curva, uma vez que aqueles calculados com base na razao sinal-ruido
forneceram valores muito altos e proximos aos dos LQ. Em técnicas cromatograficas,
a medicdo da razao sinal-ruido é algumas vezes subjetiva, e tanto valores de LQ
quanto de LD podem ser afetados pelas condigbes cromatograficas, as quais
influenciam no tamanho dos picos, alterando a razdo sinal-ruido (Ribani, 2004),
resultando em valores LD ou LQ discrepantes. Além disso, como as determinac¢des de
HPA foram feitas por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas, e essa € uma técnica bastante sensivel, o ruido do equipamento € alto,
impedindo por isso uma determinagado correta de LD pelo método da relagao sinal-
ruido.

Para os hidrocarbonetos alifaticos o LD foi calculado com base na razao sinal-
ruido fornecido pelo software do equipamento e com base nos parametros da curva,
seguindo as mesmas equagdes e calculos utilizados para os HPA. Os valores de LQ,
também foram estabelecidos para todos os compostos como a menor concentragéo da
curva analitica. Os valores de LD e LQ obtidos para os alifaticos encontram-se na
Tabela 22.
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Tabela 22: Limites de deteccdo e quantificacdo obtidos para os hidrocarbonetos

alifaticos.

Composto LD" (ug mL") LD? (ug mL") LQ (ug mL™)
Dodecano (Cy») 0,02 0,40 0,50
Tridecano (Cy3) 0,03 0,51 0,50
Tetradecano (Cy4) 0,03 0,35 0,50
Pentadecano (Cys) 0,02 0,24 0,50
Hexadecano (Cqg) 0,04 0,39 0,50
Heptadecano (C4;) 0,04 0,76 0,50
Pristano 0,03 0,76 0,50
Octadecano (Cys) 0,05 0,58 0,50
Fitano 0,04 0,49 0,50
Nonadecano (Cg) 0,03 0,30 0,50
Eicosano (Cy) 0,03 0,37 0,50
Heneicosano (Cyq) 0,03 0,41 0,50
Docosano (C,,) 0,03 0,40 0,50
Tricosano (Cy3) 0,03 0,33 0,50
Tetracosano (Cy4) 0,04 0,33 0,50
Pentacosano (Cos) 0,02 0,29 0,50
Hexacosano (Co) 0,03 0,33 0,50
Heptacosano (C,7) 0,02 0,35 0,50
Octacosano (Cag) 0,02 0,34 0,50
Nonacosano (Cyg) 0,04 0,40 0,50
Triacontano (Cj) 0,02 0,47 0,50
n-Hentriacontano (Cs1) 0,03 0,42 0,50
Dotriacontano (Caz,) 0,06 0,42 0,50
Titriacontano (Caz3) 0,03 0,47 0,50
Tetratriacontano (Cas) 0,06 0,47 0,50
Pentatriacontano (Cgs) 0,05 0,50 0,50
Hexatriacontano (Cgze) 0,07 0,52 0,50
Heptatriacontano (Cs;;) 0,07 0,74 0,50
Octatriacontano (Csg) 0,09 0,62 0,50
Nonatriacontano (Cag) 0,10 0,76 0,50
Tetracontano (Cyo) 0,16 0,99 0,50

"Relag3o sinal-ruido; ° parametros da curva.

Uma vez que a determinacio dos alifaticos é feita por cromatografia em fase
gasosa com detector por ionizagdo em chama, que € uma técnica menos sensivel
comparada a cromatografia acoplada ao espectrémetro de massas, nao sofrendo

muita influéncia de ruidos do sistema, os melhores valores de LD para os alifaticos
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foram os calculados pela relacéo sinal-ruido. Os valores de LD e LQ encontrados para

ambas as classes de compostos, demonstram a boa sensibilidade do método.

4.4.3 Exatidao e Precisao

A anadlise da precisdo de um método tem como objetivo verificar a
concordancia entre os valores obtidos em diversos ensaios realizados sobre condigdes
definidas (Langas, 1993; Leite, 2002; Yamada,2006). A precisdao pode ser expressa ou
avaliada por meio do desvio padrao absoluto (o), que requer um numero de medigdes
maior que 20, ou através do calculo da estimativa do desvio padrao absoluto (s), que é
comumente utilizada em validagcées de método com um numero pequeno de medigdes
(Ribani, 2004).

A exatiddo do método é um parametro utilizado para avaliar a concordancia
entre o resultado experimental obtido por esse, o qual esta sendo validado, e por um
valor de referéncia aceito. A exatidao pode ser expressa como percentual de resposta
obtido através de experimento empregando uma quantidade conhecida do analito
(Yamada, 2006). A exatidao deve ser sempre considerada dentro de certos limites, por
isso, aparece sempre associada a valores de precisdo, sendo esses limites menores
em niveis de concentragcdo elevados e maiores em nivel traco de concentracéo
(Ribani, 2004). Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método
sdo o emprego de materiais de referéncia certificados, ensaios de recuperagao, adigao

de padrao e comparagao de métodos (Zanella, 2007).

4431 Teste de Adicdo e Recuperacao de Hidrocarbonetos Alifaticos e
Aromaticos

A precisdo e exatiddo do método foram verificadas, primeiramente, com base
na adicdo de concentragdes conhecidas de padrdo em amostras de sulfato de sédio
calcinadas, sendo a precisdo avaliada com base na estimativa do desvio padréo
relativo (%) calculado através dos valores de recuperacédo. Os resultados e desvio

obtidos para os HPA e alifaticos encontram-se apresentados nas Figuras 28 e 29.
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Figura 28. Recuperacio e estimativa de desvio padrao (n=6) de spike de solucdo de
HPA (150 ng g™') em sulfato de sédio.

140

100—- % ]15 i{

60 o

Recuperagdo ( %)
[ee]
o
—1
1
3
1
e
1=
T
1
T
T
1
e —
——
] [
—1—
1
1
T
1
T

40

20 o

Figura 29. Recuperacio e estimativa do desvio padrao (n=6) de spike de solucdo de

alifaticos (10 ug g™') em sulfato de sédio.

Os valores de desvio padrao para os HPA e alifaticos variaram de 8 a 18% e 4
a 23%, respectivamente, sendo esses valores considerados satisfatorios, uma vez que
em analise de tragos, valores de até 20% séao aceitos (INMETRO, 2003). Apenas os
alifaticos, C,s, Co,s € C,; apresentaram valores superiores a 20%, em fungao de

problemas de co-eluigdo que prejudicaram a integragcéo das areas desses compostos.
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As faixas de recuperacao obtidas para os HPA e alifaticos foram de 59-105% e
de 55-113%, sendo esses valores considerados satisfatério para a grande maioria dos
compostos. Alguns HPA, como naftaleno, acenaftiieno e acenafteno, apresentaram
recuperacdes menores de 70%, em funcao de perdas por volatilidade que ocorrem ao
longo das etapas de concentracao e extragao, o que ficou evidenciado pelos testes de
recuperacao apresentados para essas etapas. Em relacdo aos alifaticos, os
compostos que apresentaram recuperagdes nao satisfatérias (C4, € Cy3), também
sofrem as mesmas influéncias que os HPA. Ambas as classes de compostos sofrem
ainda perdas, conforme previamente relatadas, na etapa de cleanup.

Além dos 16 HPA e alifaticos, foram avaliados também a recuperacdo obtida
pelos padrbes subrogados adicionados juntamente com os padrdes. Na Tabela 23,
encontram os percentuais de recuperacdo obtidos para os padrées subrogados de
aromaticos e alifaticos, respectivamente. Com base nos resultados obtidos pode-se
considerar que os testes de adigdo e recuperacao foram bastante satisfatérios. Além
disso, esses resultados mostraram que o tempo de extracdo de 4 horas foi suficiente

para recuperar os analitos da amostra de sulfato.

Tabela 23: Percentuais de recuperacao e estimativa de desvio padrao relativo (n=6)

obtido para os padrées subrogados p-terfenild e Eicosano(Cxqq).

Composto Recuperagao (%) Desvio (%)
p-terfenil-d14 73 12,6
Eicosano (n-Cogqg) 94 4.6

4.4.3.2 Extragcdao de Hidrocarbonetos Alifaticos e Aromaticos de Material de
Referéncia

Os valores de recuperagdo obtidos para a extracdo de hidrocarbonetos
alifaticos e aromaticos do sedimento utilizado como referéncia estao apresentados nas

Figuras 30 e 31, respectivamente, a seguir.
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Figura 30. Concentracdo média (n=10) de HPA recuperada e concentracdo média
(n=13) de sedimento de referéncia (LABMAM) e respectivas estimativas de desvio

padrao absoluto.
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Figura 31. Concentragdo média (n=10) de alifaticos recuperada e concentracdo média

(n=13) no material de referéncia (LABMAM) e respectivas estimativas de desvio

padrdo absoluto.

Os valores de estimativa de desvio padrdo absoluto para os HPA (Figura 30)
foram de 1,2 a 39, sendo que os desvios do material de referéncia se encontram entre

8,4 e 97. Para todos os HPA, os valores de desvio obtidos nessas analises foram
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menores que valores de referéncia do sedimento utilizado. Apesar dos valores de
concentracao encontrados serem inferiores aos de referéncia, com percentuais de
recuperacao abaixo de 70% para alguns HPA (Tabela 24), esses valores se
encontram dentro dos desvios apresentados pelo material de referéncia sendo,
portanto considerados satisfatérios. Além disso, os valores de recuperacao do padrao
subrogado adicionado (Tabela 24) também apresentaram valores considerados
aceitaveis pela literatura (INMETRO, 2003).

Tabela 24: Recuperagdao média de HPA (n=10) no material de referéncia e do padrao

subrogado p-terfenil-d14.

Composto Recuperagao (%)

Naftaleno 23
Acenaftileno 50
Acenafteno 37
Fluoreno 43
Fenantreno 55
Antraceno 37
Fluoranteno 46
Pireno 29
Benzo(a)antraceno 109
Criseno 80
Benzo (b)fluoranteno 91

Benzo(k)fluoranteno 123
Benzo(a)pireno 67
Indeno(1,2,3-cd)pireno 84
Dibenzo(a,h)antraceno 83
Benzo(g,h,i)perileno 67
p-terfenil-d14 80

Com relagao aos resultados obtidos para os alifaticos, apresentados na Figura
29, os valores de estimativa de desvio padrao foram inferiores aos apresentados pelo
material de referéncia. Além disso, a faixa de recuperacdo para a maioria dos
compostos ficou entre 70 e 120% (tabela 25), com um valor de recuperagéo
satisfatorio para o padrdo subrogado adicionado. Observa-se também uma melhor
recuperagao dos compostos intermediarios, os quais sao menos influenciados por
perdas por volatilizagdo, além de estarem em maior concentragdo no material de

referéncia.
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Tabela 25: Recuperagdo média de alifaticos (n=10) do material de referéncia e do

padrao subrogado Eicosano (n-Cogq).

Composto Recuperagao (%)

Dodecano (Cy») 50
Tridecano (Cy3) 76
Tetradecano (Cy4) 101
Pentadecano (Cys) 135
Hexadecano (Cqg) 72

Heptadecano (C4;) 77
Pristano 134
Octadecano (Cys) 59
Fitano 53
Nonadecano (Cg) 46
Eicosano (Cy) 76
Heneicosano (Cyq) 83
Docosano (C,,) 73
Tricosano (Cy3) 46
Tetracosano (Cy4) 91

Pentacosano (Cs) 65
Hexacosano (Co) 150
Heptacosano (C,7) 70
Octacosano (Cag) 125
Nonacosano (Cyg) 57
Triacontano (Csp) 120
n-Hentriacontano (Cs1) 63
Dotriacontano (Caz,) 95
Titriacontano (Caz3) 72
Tetratriacontano (Czs) 105
Pentatriacontano (Cgs) 92
Hexatriacontano (Cgze) 128
Heptatriacontano (Cs;;) 118
Octatriacontano (Csg) 93
Nonatriacontano (Cag) 94
Tetracontano (Cyo) 140

Eicosano (Cyyq) 95
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5. Conclusoes

Com a realizagdo do presente trabalho ficou evidente a dificuldade em se
determinar os compostos de interesse, em concentragbes tragco, presentes em
matrizes complexas. Isso ocorre uma vez que o processo analitico envolve um grande
numero de etapas criticas, que precisam ser cuidadosamente realizadas. Além disso,
observa-se na literatura um grande numero de diferentes condigbes para realizar os
procedimentos mesmo se partindo de um método padrao.

De maneira geral, as condigbes de trabalho empregadas nesse trabalho na
extragao de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos por sistema soxhlet propiciaram a
adequacao e aperfeicoamento de um método ja consolidado. As mudangas realizadas
nas etapas de concentragédo e extracdo diminuiram consideravelmente as perdas de
compostos por volatilizagdo, principalmente para os HPA que apresentam maior
pressdo de vapor. Na etapa de cleanup, os testes realizados forneceram resultados
satisfatérios tanto para a determinacdo de THP quanto para a separagdo dos
compostos em fragdo de alifaticos e aromaticos, evidenciando a importancia da
escolha correta do solvente de eluicdo na eficiéncia desta etapa. Os resultados obtidos
com a validagao do método demonstram que a avaliacao das diversas etapas do
processo proporcionou a melhoria de um método ja consolidado, sendo possivel obter

resultados com niveis elevados de confiabilidade analitica.
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