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VALIDATION OF AN ANALYTICAL METHOD FOR GEOCHEMICAL ORGANIC MARKERS DETERMINATION IN
MARINE SEDIMENTS. This paper describes the validation of an alternative method for determination of n-alkanes, sterols (OLs)
and n-alkanols (ALCs) in marine sediments, through adaptation of clean up. The method reduced the material consumption, the
discards produced and working time. The recovery percentages were 60-129% for n-alkanes, 52-67% for OLs and 43-141% for ALCs,

acceptable values compared to other studies. The application in Antarctic marine sediments presented satisfactory results indicating

contribution of planktonic organisms, higher animals and a little contribution from vegetation.
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INTRODUCAO

Marcadores organicos geoquimicos s30 compostos com caracte-
risticas como estabilidade quimica e resisténcia a degradagio, e por
isso podem ser utilizados como indicadores de eventos e processos
ao longo do tempo.! Entre os principais marcadores utilizados atual-
mente podemos citar os esterdis, n-alcanos, dcidos graxos, n-alcandis,
alquenonas, entre outros. Sdo amplamente empregados na avaliacdo
de origem e distribuicdo de matéria organica marinha, de alteracdes
ambientais, assim como na identifica¢@o de contaminagdo ambiental
associada as atividades antrépicas.>>

O principal destino de marcadores organicos apds serem intro-
duzidos em ecossistemas aqudticos sdo os sedimentos de fundo,
constituindo um importante compartimento de acumulacio destes
compostos em niveis mais elevados que aqueles observados na coluna
d’dgua adjacente.® Para estudos de transformagdes ambientais em
diferentes escalas de tempo, s3o empregadas colunas sedimentares
(ou testemunhos de sedimentos), que permitem obter registros histo-
ricos relacionados aos processos deposicionais.® As informagdes que
podem ser geradas remetem a periodos remotos onde as caracteristicas
naturais do ambiente ndo foram modificadas pela atividade antrépica
até periodos recentes, fornecendo um panorama evolutivo de uma
série de alteragdes ambientais.”™

Os diferentes métodos de determinagdo de marcadores organicos
utilizados em estudos de geoquimica marinha adotam os seguintes
passos: (i) extracdo, (ii) purificagdo e fracionamento por cromato-
grafia de adsor¢do em coluna, (iii) derivagio, que € a conversdo de
compostos que apresentam grupos hidroxila e carboxila, como € o
caso dos esterdis, n-alcandis e acidos graxos, em formas quimicas
mais apropriadas para resolucdo cromatografica e, por fim; (iv) a
andlise instrumental que €, geralmente, baseada em cromatografia em
fase gasosa e detectores especificos com a finalidade de separagdo,
identificagdo e quantificagdo de cada composto.!*'?

O fracionamento e a purificacio do extrato organico sao passos
fundamentais na determinacao de compostos provenientes de matri-
zes s6lidas, como os sedimentos marinhos, pois € responsével pela
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“limpeza” e separacdo dos constituintes presentes nas amostras.'?
Geralmente € utilizada uma coluna cromatografica com adsorventes
especificos (silica e alumina, por exemplo), bem como solventes de
diferentes polaridades na eluicio dos respectivos compostos.

A eficiéncia do solvente em selecionar os compostos de interesse
adsorvidos na coluna cromatografica, ap6s eluicdo do extrato organico
concentrado, depende da afinidade quimica com as diversas classes
de marcadores organicos, do ajuste na quantidade de adsorventes
e nos volumes de solventes utilizados para eluicdo de cada fragao.
Esses fatores s@o cruciais para uma separacao precisa das diferentes
classes de marcadores organicos, necessdrios para uma caracterizacao
ambiental.

Existem diferentes métodos de obtencdo da fracdo lipidica
dos sedimentos marinhos, cada qual com especificidades quanto
a quantidade de adsorventes e solventes;!!'*!> quanto as classes de
compostos que se pode obter;'*!"” e ainda entre as quantidades de
amostra necessdria e de material de laboratério e o tempo dispensado
no processo laboratorial !1:12.14.16:2021

O método rotineiramente aplicado no Laboratdrio de Geoquimica
e Polui¢do Marinha (LaGPoM) do Centro de Estudos do Mar da
Universidade Federal do Parand (CEM/UFPR) apresenta algumas
especificidades que acabam limitando-o em alguns pontos, € com
o intuito de minimizar essas limitagdes, o objetivo desse trabalho
foi validar um método analitico para a determinagdo de marcadores
organicos geoquimicos em sedimentos marinhos para obter diferen-
tes classes de marcadores (por exemplo, n-alcanos, esterdis — OLs e
n-alcandis — ALCs) em uma tnica extracdo, e assim diminuir tempo
de trabalho laboratorial, massa necessdria de amostras, consumo de
material de laboratdrio e descartes gerados.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes

Para todos os testes foram tomados cuidados prévios antes e
durante as andlises, tais como alto grau de pureza de solventes, a
citar: etanol (EtOH) (99,9% pureza minima), hexano (95% n-hexa-
no) e diclorometano (DCM) (ambos com 99,9% pureza minima),
todos fornecidos pela J.T. Baker e Mallinckrodt Chemicals; e dos
reagentes inorganicos utilizados como adsorventes, a citar: alumina
(AL O; - 6xido de aluminio 90 ativo, 0,063-0,200 mm, Merck), silica
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gel (Si0, — silica gel 60, 0,063 - 0,200 mm, Merck) e sulfato de s6dio
(Na,SO,, 98% pureza minima, J.T. Baker).

Os adsorventes foram calcinados (em forno mufla por 4 horas
a 400 °C) e armazenados adequadamente em dessecador sob vicuo
até o uso. Para eliminag@o de possiveis interferéncias causadas por
enxofre, foram utilizados fios de cobre, tratados por 30 minutos
em solucdo de dcido cloridrico (HCI 2 mol L', preparado de uma
solucdo 37% P.A. — ACS, F.Maia), enxaguados com dgua destilada,
emersos em EtOH e por fim em mistura de 50% n-hexano:DCM,
utilizada na extracdo.

Todo material utilizado nas extracdes foi devidamente lavado
antes de sua utilizacdo, ficando emerso por aproximadamente 12
horas em solugdo contendo detergente alcalino Extran® (Merck)
e, apds seco em estufa a aproximadamente 150 °C, o material foi
calcinado a 400 °C por 4 horas. O material volumétrico foi seco a
temperatura ambiente, € no momento da utilizagdo, lavado 3 vezes
com os solventes utilizados no processo, de forma a minimizar a
possibilidade de contaminagdo organica do material.

Os padrdes de So-androstan-3[3-ol (98% de pureza), Sci-colestano
(99% de pureza), 5B-colestan-33-ol (>98% de pureza), 53-colestan-
3a-0l (> 95% de pureza), colest-5-en-3B-ol (94% de pureza),
Sa-colestan-3B-ol (95% de pureza), 24-etilcolest-5,22E-dien-3[3-ol
(>95% de pureza), 24-metilcolest-5-en-33-ol (ca. 65% de pureza) e
24-etilcolest-5-en-33-ol (> 95% de pureza) foram obtidos da Sigma
Aldrich. Os padrdes subrogados 1-eicoseno e 1-hexadeceno e o pa-
drdo interno 1-tetradeceno foram obtidos da Supelco (99,7 - 99,9%
de pureza). Os n-alcanos e isoprendides (C,,-C,,+ pristano +fitano)
— DRH-008S-R2, foram obtidos da AccuStandard (98.7 — 100% de
pureza). Os n-alcandis n-C,,0H a n-C,;OH foram obtidos da Fluka
e os n-C,,OH a n-C;,OH da Sigma-Aldrich, todos com pureza entre
95,7¢99,9%.

Otimizac¢iao do método analitico

O método utilizado para determinar n-alcanos e esterdis (OLs)
empregado no LaGPoM do CEM/UFPR, assim como verificado
em trabalhos anteriores, a citar,”>? tem sido executado através da
realizagdo de duas extragdes independentes, uma para obter os
n-alcanos e hidrocarbonetos policiclicos aromdticos (HPAs)*' 26" e
outra para OLs.!¢

Cada extragdo parte da massa de 20 g de amostra seca, sendo
necessdrias entdo, no minimo, 40 g por amostra para a obtengdo
dos compostos listados anteriormente, quantidade esta nem sempre
alcancada dependendo do método de amostragem. A utilizagdo de
solventes e adsorventes, bem como a quantidade de descartes resul-
tantes, também € maior, pois o procedimento de extracdo e clean
up € repetido para cada extracdo realizada de forma independente.

Para validagdo do método otimizado, optou-se por incluir mais
uma etapa de eluicdio durante o fracionamento em cromatografia de
adsor¢@o em coluna no método inicialmente utilizado apenas para a
obten¢do dos n-alcanos e HPAs.*!

Em colunas cromatograficas de vidro, com dimensdes de 0,5 cm
diametro interno (d.i.) e 37 cm de altura, contendo 3,2 g de silica 5%
desativada com dgua isenta de compostos organicos, 1,8 g de alumina
5% desativada e sulfato de sodio, foram adicionadas uma mistura
de padrdes externos (analitos listados anteriormente, que se deseja
quantificar nas amostras ambientais) de n-alcanos, OLs e ALCs,
bem como padrdes subrogados (1-eicoseno e 1-hexadeceno - F1, e
So-androstanol - F3).

As etapas de eluicdo das fragdes F1 e F2 (HPAs — ndo avaliados
neste trabalho) foram semelhantes ao método usualmente emprega-
do no LaGPoM, utilizando 10 mL de n-hexano para F1 e 15 mL de
mistura 30% DCM/n-hexano para F2.?! Para F3, a eluigéo com 5 mL
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de uma mistura EtOH:DCM (1:9), seguido de 20 mL de EtOH foi
escolhida para compor o novo método, ap6s a avaliagdo qualitativa
entre testes com volumes e solventes diferentes utilizados na eluicao
desta fracdo.

Método final estabelecido

Uma vez estabelecida a melhor maneira de se realizar a etapa de
fracionamento de multiplos marcadores organicos, o método analitico
completo (Figura 1) foi validado e empregado na determinacdo de
marcadores organicos em sedimentos marinhos da regido Antdrtica.
A seguir, sdo descritos os detalhes do método analitico utilizado.

Extragdo

A extracdo dos compostos foi feita com base no protocolo es-
tabelecido por UNEP?! e consiste na extragdo em sistema Soxhlet,
por 8 horas, em 80 mL de solu¢do n-hexano/DCM (1:1), partindo de
aproximadamente 10 g de sedimento seco, adicionado dos padrdes
subrogados para n-alcanos, OLs, ALCs e de fios de cobre. Em seguida,
as amostras foram concentradas em rotavapor a vacuo até aproxima-
damente 2 mL, e levadas para etapa de purificac@o e fracionamento.

Fracionamento e purifica¢do (clean up)

O clean up foi realizado pela passagem do extrato através de uma
coluna cromatografica de vidro (com dimensdes de 0,5 cm d.i. e 37
cm de altura), preenchida com 3,2 g de silica 5% desativada com
dgua destilada isenta de compostos organicos, 1,8 g de alumina 5%
desativada e sulfato de sédio. A eluicdo foi realizada utilizando 10
mL de n-hexano na F1 (n-alcanos); 15 mL de 30% DCM/n-hexano
para a F2 (HPAs — ndo avaliados neste trabalho); e 5 mL EtOH:DCM
(1:9) seguidos de 20 mL de EtOH para a F3 (OLs e ALCs).

As fragdes 1 e 2 foram concentradas em rotavapor a vicuo até
aproximadamente 0,5 mL, transferidas para ampolas adicionadas dos
padrdes internos (tetradeceno — F1 e benzo(b)fluoranteno-d,, — F2),
com concentragdo final de 5 ng uL! em F1 ¢ 0,5 ng uL! em F2, e
aferidas para o volume final de 1 mL com n-hexano.

Derivagdo (Fragdo 3)

A F3 foi evaporada até secagem total do extrato, sendo, em segui-
da, submetida ao processo de derivacdo, através da adi¢do de 40 uL
do reagente N,O-bis (trimetil-silil-triflior-acetamida)/trimetil-cloro-
-silano (BSTFA/TMCS - 99:1), durante 90 minutos a temperatura
aproximada de 70 °C, em banho-maria. O excesso de reagente foi
evaporado com N, e o sélido resultante foi dissolvido em cerca de
0,5 mL de n-hexano, sendo transferido para ampolas, adicionada de
padrdo interno (50-colestano), com concentracao final de 2 ng uL!,
sendo aferido o volume final de 1 mL com n-hexano.

As alteracdes propostas aos métodos utilizados previamente no
LaGPoM'?! tornaram vidvel a obtengdo de mais de uma classe de
marcadores com uma unica extragio, reduzindo em 50% o tempo de
trabalho em laboratdrio. Com isso, os custos envolvidos nas andlises
acabam sendo menores, pois 0 consumo de materiais e produtos
quimicos nas extracdes diminui. A auséncia do uso de metanol,
empregado em outros métodos>!* representa menor probabilidade
de prejuizos a satde, pois o etanol € menos toxico. Outra vantagem
¢é tempo de extracdo, estabelecido em 8 horas, enquanto em outros
métodos, pode-se chegar até 24 horas.>!?

Andlise instrumental

Para a fragdo F1, foram injetados 1 yuL da amostra em um cro-
matégrafo a gas (Agilent GC System 7890A Series), equipado com
um detector de ioniza¢do em chama (DIC), em modo sem divisdo da
amostra, utilizando H, como gds de arraste. A coluna cromatogréfica
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10 g de sedimento seco + padrdes subrogados

Extracdo em Soxhlet (8 h) em n-
hexano:diclorometano (DCM) (1:1) + cobre

[

Evaporacdo do extrato até 2 mL

Clean up em coluna de vidro: 3,2 g de silica, 1,8 g de
alumina (ambas 5% desativadas) e sulfato de sédio

Fragdo 1: 10 mL de n-hexano |

Fragdo 2: 15 mL de 30% n-hexano:DCM |

Fragdo 3: 5 mL de etanol:DCM (1:9)
+20mL de etanol

| Evaporagdo em rotavapor até aprox. 0,5 mL |

Adic3o de padrdes internos e ajuste do
volume final para 1 mL

Injecdoem CG-EM:
hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos

Injecdo em CG-DIC: n-alcanos

Figura 1. Procedimento analitico validado neste trabalho

utilizada foi HP-5 Agilent 19091J-413, com dimensdes de 30,0 m x
0,32 mm x 0,25 pm d.i. As temperaturas do injetor e detector foram
de 300 e 325 °C, respectivamente. A temperatura de programacio
teve inicio a 40 °C aumentando para 60 °C a uma taxa de 20 °C min',
em seguida para 290 °C a uma taxa de 5 °C min’!, permanecendo por
5 minutos e, finalmente, para 300 °C a 5 °C min’!, permanecendo
nessa temperatura por 11 minutos. O fluxo dos gases do detector foi de
30 mL min™! para o H,, 350 mL min"! para o ar sintético e 30 mL min!
para o N, (complementar).

A andlise de F3 (OLs e ALCs) também foi realizada através de
um cromatégrafo a gas (Agilent GC System 7890A Series), equipado
com um DIC e uma coluna cromatografica HP-5 Agilent 19091J-015
com dimensdes de 50 m x 0,32 mm x 0,17 um d.i. O programa de
aquecimento teve inicio a 40 °C aumentando para 240 °C a uma
taxa de 10 °C min"', em seguida para 245 °C a uma taxa de 0,25 °C
min’', permanecendo nessa temperatura por 5 minutos, e finalmente,
para 300 °C a 10 °C min’!, permanecendo nessa temperatura por 5
minutos. As temperaturas do injetor e detector, o fluxo de gases e
demais condicdes de inje¢do foram semelhantes aquelas utilizadas
na determinacio dos n-alcanos.

A titulo de confirmagdo, foram injetadas amostras de sedimento,
contendo compostos que seriam analisados e ndo dispunham de pa-
drdes (n-C,,OH, 24-metilcolest-5,22E-dien-33-ol, 40,,23,24-trimetil-
Sa-colesta-22E-en-3f3-ol e fitol) sendo previamente identificados
através da inje¢ao de extratos em um cromatdgrafo a gés (Agilent GC
System 7890A Series), equipado com um espectrometro de massas
(Agilent 5975C inert MSD with Triple-Axis Detector), seguida da
andlise dos TICs (Total Ion Chromatograms) e pelarazao m/z (faixa de
massas de 40 a 550 u.m.a.) caracteristicos dos compostos de interesse.

Para a quantificacio, foram construidas curvas analiticas dos
compostos, com concentragdes da solugdo de padrdes externos de
n-alcanos e isoprendides, variando de 0,25 a 10,0 ng pL"! e de OLs
e ALCs entre 0,25 a 20,0 ng pL"". Todos os compostos apresentaram

| Evaporacdo em rotavapor até secura

Derivacdo: adicdo de 40 puL de BSTFA/TMCS (99:1)
ereagdoa 65°C por 90 min (banho-maria)

Adicdo de padrdo interno e ajuste do
volume final para 1 mL

Injecdo em CG-DIC:
esterdis e n-alcanois

indice de correlagdo linear de Pearson igual ou superior a 99,5%
(r? = 0,995), critério este utilizado para aceitacio das mesmas.

A integracd@o dos picos dos compostos foi feita a partir do software
ChemStation 3365, da Agilent Technologies, determinando o fator de
resposta de cada composto em relacao aos padrdes subrogados (1-eico-
seno, 1-hexadeceno e Soi-androstanol) adicionados no inicio da extragdo
de cada amostra. A coincidéncia entre os tempos de retencéo dos com-
postos presentes nas amostras e nas solucdes de padrdes externos foi
considerada como fator de identificagdo dos compostos nas amostras.

A quantifica¢do foi feita a partir das dreas obtidas para cada
composto analisado nas amostras, multiplicadas pelo fator de resposta
da curva de calibracdo, em relagdo a razdo massa/drea do padrdo
subrogado adicionado em cada amostra. Todas as concentracdes sao
expressas em ug g de sedimento seco.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Validacio do método otimizado

Repetibilidade das Colunas

Ap6s definida a mistura de solvente para o clean up da F3, um
teste de repetibilidade foi feito, para testar a precisdo e eficiéncia do
método. Para tal, foi realizada a extracdo de 5 réplicas de sedimento,
de uma amostra de sedimento coletada na regido do Canal da Cotinga,
Baia de Paranagud, PR, (25°30°47”S; 48°29°47”°0), caracterizada por
94,9% de areia, 5,1% de silte e 3,6% de teor de matéria organica.
Essa amostra foi escolhida por ja ter sido analisada anteriormente, e
ter suas concentragdes conhecidas para OLs.

Em amostras de sedimento (10 g), foram adicionados os padroes
subrogados para determinacdo de n-alcanos, OLs e ALCs e subme-
tidas ao método estabelecido.

Dos compostos analisados em F1, 83,3% apresentaram variabi-
lidade menor do que 25% (Tabela 1S), enquanto em F3, tanto OLs
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quanto ALCs apresentaram variabilidade inferior a 20% para todos
compostos avaliados (Tabelas 2S e 3S). De acordo com Denoux et
al.,*® é considerado confidvel o método que obtenha no minimo 75%
dos compostos analisados dentro da faixa de valores aceitdveis, com
um desvio padrao inferior a 25%.

Wisnieski et al.
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A Figura 2 mostra a variabilidade individual de cada um dos
compostos avaliados considerando as réplicas avaliadas. Segundo
Wade & Cantillo,” um minimo de trés réplicas € necessério para
validagdo do método, de modo que a avaliagcdo de quatro réplicas
satisfaz esta condicdo analitica.

Repetibilidade
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Figura 2. Grdfico da porcentagem de variabilidade média de cada composto avaliado através do teste de repetibilidade
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Uma vez que a principal mudanca no método analitico previamen-
te estabelecido se deu na obtencgdo da F3, os resultados encontrados
para os esterdis no teste de variabilidade foram comparados com os
obtidos pelo método proposto por Kawakami & Montone.'®

Os resultados mostram que o desvio padrdo relativo para a mesma
amostra analisada por dois métodos diferentes ficou abaixo de 20%
para 92,3% dos compostos analisados (Tabela 4S), indicando que
ndo houve diferenca significativa (R*> = 0.93) entre os dois métodos
de andlise para a maioria dos OLs. Portanto, os dados obtidos com
o método testado fornecem resultados semelhantes a um método
especifico, empregado na anélise de OLs.!¢

Material de Referéncia e Exercicio de Intercalibragdo

Foi realizada a andlise de uma amostra de material de referéncia
certificado para os n-alcanos (IAEA-417)* preparado pelo Marine
Environment Laboratory (MEL), International Atomic Energy Agency
(IAEA).

Ao material de referéncia IAEA 417 (2 g), foram adicionados os
padrdes subrogados para determinagdo de n-alcanos, OLs e n-alcandis
e submetidas ao método estabelecido anteriormente.

Comparando os valores obtidos para o material certificado
IAEA-417 com seus valores de referéncia, todos os resultados dos
compostos analisados nesse trabalho encontram-se dentro da faixa
aceitdvel estabelecida no relatério de avaliacdo deste sedimento
(Tabela 5S), indicando que o método testado pode ser empregado
na determinaco de n-alcanos.

Para os OLs, ndo hd um material de referéncia reconhecido, porém
existe um exercicio de intercalibragdo (IAEA-408), também prepara-
do pela Marine Environment Laboratory (MEL), International Atomic
Energy Agency (IAEA). Por ndo ser certificado para OLs, o método
é considerado confidvel se 80% dos compostos analisados estiverem
dentro da faixa apresentada no relatério do exercicio, acrescido de +
30%.% A avaliagéo geral dos resultados mostra que 80% dos compos-
tos encontraram-se dentro da faixa de valores aceitavel (Tabela 6S).

Matriz Fortificada

Com o objetivo de avaliar o comportamento dos compostos a
serem analisados, durante o processo de extracdo, clean-up e cro-
matografia, um teste com uma matriz fortificada, ou seja, amostras
adicionadas de analitos de interesse, foi realizado.

Para a analise da matriz fortificada (a mesma amostra utilizada
para o teste de repetibilidade), os sedimentos foram calcinados em
forno mufla a 400 °C, por 5 horas, para remogdo de componentes or-
ganicos. Uma mistura contendo padrdes externos, com concentragao
conhecida, de n-alcanos, pristano, fitano, OLs e ALCs foi adicionada
a estes sedimentos calcinados, sendo que a concentracdo final dos
compostos deve corresponder a essa adicionada no inicio do processo.

Das sete amostras de sedimento fortificadas, todas apresentaram
recuperagdes satisfatorias para os n-alcanos e isoprendides (Tabela
7S), com valores entre 60,6 (n-C,,) a 129,1% (n-C,¢) com média de
94,2 + 15,4% (Figura 3).

J4 os OLs avaliados em seis réplicas da F3 apresentaram valores
entre 52,3 (24-etil-Sa-colestan-33-ol) a 66,7% (colest-5-en-33-ol),
com média de 53,1 £ 5,2% (Figura 3) (Tabela 8S), enquanto ALCs
avaliados em cinco réplicas encontraram-se dentro da faixa aceitavel,
com valores entre 42,9 (n-C,;,OH) e 140,8% (n-C,,OH) e média de
95,2 +29,5% (Figura 3) (Tabela 9S). Desta maneira, todas as fracdes
apresentaram valores dentro da faixa aceitdvel sugerida por Qian &
Jackson,*' onde 80% dos compostos analisados devem apresentar
recuperagdo entre 40 e 140%.

Os valores de recuperaciio encontrados sdo compativeis com
aqueles reportados por outros trabalhos. Damas et al.'? verificou
valores de 65,1 a 105,6% para n-alcanos. Em Freitas®?, a recuperagéo
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foi de 67,6 a 139,0% para n-alcanos. Martins et al.” apresentou re-
cuperacdes de 45 a 120% para n-alcanos e de 41 a 125% para OLs.
Para esterdis foram verificados valores de 50 a 120% em Kawakami
& Montone!® enquanto que Carreira ef al.*® apresentou o valor médio
de 80,1 + 13,2%. Ainda, Carreira et al.>* apresentou valores médios
de recuperacado de 99 + 18% para OLs e 76 + 15% para ALCs.

Limite de detec¢do do método

O limite de detec¢ao do método (LDM) consiste na concentracio
minima de uma substancia que pode ser determinada pelo método com
99% de confianca em uma matriz.”” Uma das maneiras de calcular o
limite de deteccio € através do desvio padrao (DP) de, no minimo,
cinco replicatas da mesma amostra (LDM = 3x DP).

O célculo do LDM levou em conta as amostras adicionadas de
padrdes externos, utilizadas no teste de matrizes fortificadas. Para os
compostos que sdo analisados, mas que ndo se dispdem de padrdes
foi considerado o LDM de um composto com estrutura quimica se-
melhante (por exemplo, nimero de carbonos), e presente na amostra.

A partir destes cédlculos, o LDM para os n-alcanos e isopre-
ndides presentes na F1 foi estabelecido entre 0,004 ug g' (n-Cy)
e 0,012 pg g' (n-Cy4), com valor médio de 0,007 + 0,002 ng g
(Tabela 10S).

Para os OLs (F3), o valor do limite de detec¢do variou de
0,002 pg g (5B-colestan-30i-ol e 24-metilcolest-5,22E-dien-33-ol)
até 0,006 pg g (5B-colestan-3B-ol, colest-5-en-3B3-ol e 24-etilcolest-
5-en-3B-ol), sendo a média de 0,005 + 0,002 pg g' (Tabela 11S),
enquanto para os ALC (F3), os valores ficaram entre 0,011 pg g
(n-C,,OH, n-C;0OH, n-C,,0OH e n-C,,OH) e 0,020 ug g"' (n-C,;OH),
com média de 0,018 + 0,007 pg g* (Tabela 12S).

Os valores de LDM obtidos nesse trabalho sdo compativeis com
aqueles reportados por outros trabalhos. Damas et al.'? encontrou
valores variando entre 0,019 a 0,036 ug g! para n-alcanos; enquanto
que Freitas® verificou valores entre 0,001 a 0,006 pg g*' para n-alca-
nos. Jd Martins er al. apresentou o valor médio de 0,001 ug g’ para
n-alcanos e 0,01 pg g! para OLs.

Brancos de Extragdo

Para andlise de possiveis interferéncias externas nos procedimen-
tos de laboratdrio, foi feito um branco de extragdo para cada grupo
de aproximadamente nove amostras extraidas, utilizando 20 g de
sulfato de sédio, que foi analisado da mesma maneira que as amostras.

Em nenhuma das fragdes extraidas, foram observados compostos
com concentragio maior que trés vezes o valor do limite de deteccao,
enquadrando-se no critério estabelecido (Figura 1S). Entretanto,
no branco de ALCs, o n-C,,OH apresentou valores fora da faixa
aceitdvel, sendo identificada uma contaminagdo por ftalato. Assim,
apenas o n-C,,0H foi excluido dos resultados e ndo considerado nas
discussoes desse trabalho.

Analises de amostras de sedimentos marinhos

Uma vez que o método analitico foi validado, o procedimento foi
entdo aplicado em sedimentos marinhos, oriundos da regido Antdrtica.
Como a principal alteragdo do método ocorreu na obtencao da F3,
esta se¢@o apresentard apenas os resultados de OLs e ALCs.

As amostras de sedimento foram obtidas de um testemunho (tu-
bos de aluminio com 25 mm de didmetro) coletado em Ponta Barrel
(62°10,274°S; 58°35,504’W), em uma profundidade aproximada
de 20 a 30 metros, localizado na por¢do mais interior da Enseada
Ezcurra (Bafa do Almirantado, Peninsula Antértica) (Figura 2S),
local distante das principais atividades antrdpicas desenvolvidas na
regido. A coluna sedimentar coletada possui 17 cm de profundidade,
sendo subdividida em sec¢des de 1 cm.
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Esterois, n-alcandis e fitol

A recuperagdo para a F3 (OLs e ALCs) foi de 101,1 * 29,6%.
Foram identificados 15 esterdis (5B-colestan-3B3-ol, 5B-colestan-
3a-ol, colest-5,22E-dien-3f-ol, 50-colesta-22E-en-3B3-ol, colest-
5-en-3B-ol, So-colestan-3B3-ol, 24-metil-colest-5,22E-dien-3f3-ol,

24-metil-50-colesta-22E-en-3B-o0l, 24-metilcolest-5-en-3B-ol,
24-metil-5a-colestan-3B-ol, 24-etilcolest-5,22E-dien-3f-ol,
24-etil-5a-colesta-22E-en-3B-ol, 24-etil-colest-5-en-33-ol, 24-etil-
5a-colestan-3f3-ol e 40,23,24-trimetil-50-colesta-22E-en-3[3-ol), e
como observado no cromatograma (Figura 3S), todos os compostos
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foram bem resolvidos, e apresentam distribuicdo e abundéncia ja
observadas em amostras de sedimentos marinhos dessa regifio.?>*

A concentracio maxima dos OLs totais foi de 14,65 ug g', com
média de 1,47 + 0,40 pg g (Tabela 13S). Colest-5-en-3f3-ol foi o
esterol mais abundante neste testemunho, resultado verificado em
outros estudos na regido antdrtica,?>*¢*® uma vez que esse composto
¢ abundante em sistemas marinhos devido a sua distribuicdo no
plancton marinho.*# Além dessa fonte, animais superiores como
aves e mamiferos marinhos também sdo uma importante fonte desse
composto para os sedimentos na regido antértica.!

A distribuicao dos esterdis ressalta a contribui¢@o de organismos
do fito e do zooplancton, com predominio do colest-5-en-3f3-o0l, e com
a presenga de 24-etilcolest-5-en-3f-ol, 24-etilcolest-5,22E-dien-33-
ol, 24-metilcolest-5,22E-dien-33-ol e 40,23,24-trimetil-50-colesta-
22E-en-3B-ol indicando que cianobactérias, diatomdceas, algas
primnesidfitas e dinoflagelados compdem os principais contribuintes
da matéria organica na regido.

O cromatograma dos ALCs (Figura 4S) também apresenta
os compostos bem resolvidos, sendo identificados 15 compostos
(n-C,,0OH, n-C;0OH, n-C,,OH, n-C,;OH, n-C,,OH, n-C,;0OH,
n-C,,OH, n-C,,OH, n-C,,OH, n-C,,OH, n-C,,OH, n-C,,0H, n-C,,OH
e n-C;,OH).

A concentracdo dos n-alcandis totais foi de 2,79 pg g, com
média de 0,31 = 0,11 pg g' (Tabela 14S). A distribui¢do observada
é tipicamente marinha, com predominio dos ALCs leves (n-C,OH a
n-C,,0OH), enquanto as concentra¢des dos ALCs pesados (n-C,,OH
a n-C;,0H) estiveram préximas ou abaixo do LDM. Essa distribui-
¢do € esperada para a regido antdrtica, onde a auséncia de plantas
superiores limita a contribui¢do de compostos oriundos de plantas,
a liquens e musgos.*

Fitol, composto formado a partir da degradagio da clorofila-a,’
esteve presente em todas as se¢des do testemunho. Esse composto
geralmente aparece como o principal dlcool no ambiente Antartico,
e uma vez que € encontrado de maneira ubiqua em plantas, tem sido
empregado como um marcador de vegetacdo.* Especificamente
neste caso, reflete contribui¢des de plantas da regido, como musgos,
algas e plantas vasculares, embora em quantidades nao significativas.

Os perfis verticais tanto de ALCs como de OLs totais sdo simila-
res, com excecdo dos ALCs pesados que apresentaram concentracdes
préximas ou abaixo do LDM. De maneira geral, houve variacoes
nas concentragdes dos ALCs leves e OLs totais com a profundidade
(Tabelas 13S e 14S), sendo possivel verificar as concentra¢des mais
elevadas entre as profundidades de 10-11 cm, possivelmente associa-
das a um evento natural que favoreceu a produc@o de matéria organica
pelos organismos anteriormente citados, ou ainda, condigdes fisico-
-quimicas favoréveis a preservagdo da matéria organica sedimentar. *

O fitol apresentou um perfil mais regular (Tabela 14S), com va-
riacdes pouco significativas ao longo do tempo, sugerindo um aporte
constante desse composto ao longo do periodo deposicional. As
concentracdes do fitol com a profundidade também pode ser reflexo
de processos de degradacdo da matéria organica, sendo observadas
maiores concentra¢des nos sedimentos mais recentes, proximos a
superficie, diminuindo a concentra¢d@o em direcdo aos sedimentos
mais antigos, localizados na base do testemunho.*4

CONCLUSAO

O método analitico testado pode ser considerado satisfatdrio para
andlise de multiplos marcadores organicos geoquimicos (n-alcanos,
ester6is e n-alcandis) em sedimentos marinhos. O processo de clean
up mostrou-se eficiente na separacgio de todas as fragdes e classes de
marcadores, inclusive na fracdo 3, nova etapa incluida no processo.
Com as alteragdes realizadas € possivel obter em uma tnica extragao,
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as principais classes de compostos utilizados em trabalhos de geo-
quimica organica marinha, colaborando com os estudos da matéria
organica e contaminacdo ambiental. A otimizagdo e avaliagdo de
métodos analiticos sdo essenciais para proporcionar bons resultados
analiticos e reduzir consumo de material, especialmente em estudos de
monitoramento ambiental, que envolvem grande niimero de amostras.

A aplicag¢do em amostras de sedimentos marinhos trouxe resul-
tados similares aos obtidos em outros trabalhos, indicando a alta
contribui¢cdo dos organismos marinhos, principalmente do fito- e
zooplancton, e a contribui¢do pouco significativa de plantas, indican-
do, portanto, que o método analitico empregado resolve de maneira
adequada os componentes de amostras ambientais.

MATERIAL SUPLEMENTAR

As tabelas com os resultados detalhados bem como figuras e
cromatogramas estao disponiveis em http://quimicanova.sbq.org.br,
na forma de arquivo PDF, com acesso livre.
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