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The isolation and characterization of a range of organic compounds such as hydrocarbons, fatty acids,
sterols, polyalcohols, terpenes, glycerol and of macromolecules such as lignins and humic compounds
were done on a single 20 g sample of dry sediment, using an integrated extraction method, consisting
of 83 sequential steps. The main consideration for these steps is the isolation of each fraction without
destruction of the other fractions existing in the sediment. This approach was carried out with super-
ficial sediment samples from Guarapina Lagoon, R].

INTRODUCAO

Vérias sao as substdncias orgénicas utilizadas nos estudos
geoqufmicos como marcadores ou tragadores ambientais, sen-
do que a maioria dos métodos empregados nao fornecem re-
sultados analiticos muito precisos em fungao das baixas con-
centragdes de matéria orgénica presente nos sedimentos. Um
sedimento considerado rico do ponto de vista orgénico, pode
apresentar uma concentragiao de 5 a 10% dessas substéncias, 0
que representa, para uma classe de interesse, concentragées da
ordem de ppm!1.

Essa baixa concentragio exige um volume importante de
- material coletado (0 que nem sempre € possivel ou economi-
camente vidvel) ou o aperfeicoamento de técnicas analiticas
que permitem um rendimento bastante elevado, sem des-
truicdo de fragdes outras, durante os processos de separagio e
identificacéo.

O trabalho aqui apresentado corresponde a um protocolo
experimental em que vérias técnicas (j4 utilizadas isoladamen-
te) de extracdo e separagdo de componentes orgénicos de um
material sedimentar, foram integradas e aperfeigoadas de ma-
neira a permitir o isolamento e a caracterizacio quimica de um
grande nimero de substancias orgnicas a partir de uma mes-
ma amostra e utilizando a menor quantidade possivel de maté-
ria bruta2-4.

EXPERIMENTAL

O sedimento € seco em estufa a vdcuo e homogeneizado,
sendo retirada uma aliquota para determinagio do teor de car-
bono orgénico (COT) em Leco WR-12.

Segue-se uma acidificagdo com HCl 6N até a obtengido da
relagdo 10ml/g de sedimento (Fig. 1). Procede-se a uma cen-
trifugagdo a 20000g e a 5°C em centrifuga refrigerada Kon-
tron H401, rotor A6.14 (6x290 ml) onde o sobrenadante
AFLB (4cidos filvicos “leves” brutos) é estocado i baixa
temperatura para posterior andlise. O sedimento descarbona-
tado € alcalinizado com NaOH 0,1N sob atmosfera inerte ¢
centrifugado nas mesmas condigdes. O residuo corresponden-
te LL (ligninas + lipidios) € estocado enquanto o sobrena-
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Figura 1. Separagdo dos dcidos filvicos “‘leves” brutos (AFLB), dcidos
filvicos ‘‘pesados’’ brutos (AFPB), ligninas + liptdios (LL),
metais e dcidos himicos (AH).

dante ¢ acidificado, decantado e centrifugado. A fragéo cor-
respondente aos AFPB (4cidos fiilvicos “pesados™ brutos) é
estocada em geladeira para o prosseguimento da andlise. Uma
redissolugdo do residuo (dcido himicos + metais + argilas) €
efetuada com KOH 0,1 N sob nitrogénio. Adiciona-se KCI até
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obtencdo de uma concentragio em KT igual a 0,3 M. A mis-
tura € entdo centrifugada e o residuo correspondente (metais)
pode entdo ser analisado por espectrometria de absorgao atd-
mica. A solugdo resultante, ap6s acidificacdo e decantagdo por
12 horas € centrifugada; o liquido sobrenadante ¢ desprezado
e o residuo (4cidos himicos + argila) € colocado em sus-
pensao numa mistura de 50 ml de HC10,1 N ¢ HF 0,3 N (1:1).
A mistura é mantida sob agitagido durante 12 horas, filtrada
em membrana Millipore GVWP, seca a vdcuo e pesada. A
operagio & repetida até que o peso final obtido seja constante
e que corresponda a 1% do peso do sedimento de partida.
Terminada a etapa de eliminagdo das argilas, os dcidos hiimi-
cos sdo dialisados em membrana de celulose Visking de poro-
sidade 24 A, filtrados em membrana Millipore GSWP estando
prontos para andlise posterior.

AFLB e AFPB
)
Coluna Amberlite XAD-8
(1 ml/g de sedimento)
l

Eluiges c/HoO e NaOH 0,1 N
}

AF + Argilas
{ _
Acidificagdo e Adicao de HF
: {

Amberlitf XAD-8
Eluic6es c/H7O e NaOH 0,1 N
Ambc{lyst 15
Eluigio ¢/H90, secagem a vécuo
ACIDOS FULVICOS

Figura 2. Purificagdo dos dcidos fiilvicos (AF).

As fracoes AFLB e AFPB (Fig. 2) sdo purificadas segundo
o mesmo procedimento, ou seja, através de passagens sucessi-
vas em colunas preenchidas com resina Amberlite XAD-8,
20-50 mesh, na proporgao de 1m1/g do sedimento de partida.
O fluxo dos eluentes nas colunas € feito por gravidade a razéo
de 5 ml/min. Duas ringagem com 4gua destilada sao efetuadas
¢ os eluentes desprezados. Segue-se uma eluigdo com NaOH
0,1 N e ringagem com &gua destilada; o eluente € recolhido
num frasco de polipropileno ¢ acidificado a pH 1 com HCl
6N. Sob agitacdo, adiciona-se HF até obtencdo de uma con-
centragdo em HF de 0,3 N no volume total. Utiliza-se em se-
guida uma coluna pldstica preenchida com a mesma resina ¢
repete-se as operacdes anteriores. O produto dessa eluigdo,
que representa os dcidos fiilvicos sob a forma de sais de sédio,
€ passado sobre resina Amberlyst 15 saturada de fons H+,
onde o eluente € desprezado. Procede-se a uma nova cluigdo
com 4gua destilada, secagem a vidcuo reduzido e pesagem.
Obtém-se desse modo os 4cidos fiilvicos saturados em prétons
prontos para andlise>-8. v

A fracdo LL (Fig. 3) € homogeneizada em etano} a 98%
durante 10 min e saponificada com KOH durante 4 horas sob
nitrogénio. A fragdo insaponificdvel € extraida 3 vezes da fase
potdssica com €ter de petréleo e em seguida lavada com 4gua
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Figura 3. Separacdo e purificagdo dos liptdios.

destilada. O residuo obtido da saponificagido € homogeneizado
e levado a pH 1 com HCl fumegante, sob agitacdo. Esta so-
lugdo € extraida com éter etilico e filtrada em buchner. A fase
liquida é decantada e o glicerol dosado por titulagdo com pe-
riodato de potdssio. A extracdo da fase etérea contendo os
4cidos totais € feita 3 vezes e os extratos sdo reunidos. O ex-
trato total € lavado 2 vezes v/v com 4gua destilada, seco com
NaySQy4 anidro, filtrado, concentrado a vécuo, evaporado a
seco sob nitrogénio e pesado. Uma vez obtido os dcidos totais,
sdo estes submetidos a cromatografia em camada fina (ccf) em
placas de silica-gel 60 G Merck (0,50 mm) e eluidos com uma
mistura de tolueno e hexano (1:1) para a obtengdo dos 4cidos
graxos; em seguida dissolvidos em metanol anidro e eterato de
BF; para obtencdo dos ésteres metilicos correspondentes; es-
tes sdo entdo analisados por cromatografia em fase gasosa

- (GO)9-15,.

As andlises cromatograficas foram realizadas em cromat6-
grafo Girdel 3000 equipado com coluna capilar de silica fun-
dida SE-30, 25 m X 0,2 :mm id., tendo o hidrogénio como
gds de arraste.

Os hidrocarbonetos, carotenéides, terpenos, polidicoois e
ester6is, sdo separados da fragdo insaponificdvel por ccf, ten-
do como eluente uma mistura de ciclo-hexano em acetato de
etila (7:3). A revelagdo do padrio colesterol, bem como da
fragdo insaponificdvel é feita com cloreto de antiménio em
cloroférmio anidro. Trés zonas sdo recuperadas com os se-
guintes Rfs: hidrocarbonetos e carotenéides de 0,85 a 1; es-
ter6is de 0,5 a 0,7 e polidlcoois/terpenos de 0,1 a 0,3. As
fragbes sio colocadas em contato com éter etilico e filtradas.
Os hidrocarbonetos totais e os carotenéides sdo separados por
ccf tendo como eluente uma mistura de hexano e acetato de
etila (99:1).

Os padroes de hidrocarbonetos alifiticos, aromdticos e
aliciclicos sdo revelados pela diclorofluorescefna em etanol
com os Rfs correspondentes: 0,96 e 0,5416.
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A fragdo de ester6is isolada por ccf € dissolvida em cloreto
de propionila e aquecida em banho-maria por 15 min. Evapo-
ra-s¢ a vdcuo a 80°C e os cristais obtidos sdo dissolvidos em
éter etilico; evapora-se a seco sob nitrogénio. Obtém-se desse
modo os ésteres propidnicos que sdo levados & andlise por
GCl17,18,

Ap6s a extragdo dos lipidios da fragdo LL, determina-se a

- porcentagem de carbono orgéinico e o residuo obtido € tritu-
rado e peneirado (0,315 mm) at€ a obtencdo de um pé bem fi-
no e homogéneo (Fig. 4); as operacdes seguintes sdo feitas sob
atmosfera inerte e correspondem a reacdo de oxidagdo das
ligninas para a obtencéo dos seus produtos fenélicos.

LIGNINAlS, AH, AF

Trituragio e Peneiragao
0,315 mm (cxi:cto AH e AF)

Oxidagdo ¢/CuO 1 3ha170°C(Np)

Filtragfio, ringagem ¢/NaOH,
acidificagiola pH1(Ny

Extragid cl/éter etilico,
lavagem c/H Z?L destilada (Np)

Adicdo de NaySO4 anidro
evaporagiola seco (No)

Produtos df Oxidagao

Silanizagio c/trimetilsililacetamida
(soblNg)

GC
¥
GC-MS

Figura 4. Oxidagdo ¢/Cu0 das ligninas, dcidos himicos (AH) e fiilvi-
cos (AF) — obtengdo dos produtos fendlicos.

Num reator cilindrico de ago inoxid4vel, procede-se  oxi-
dagao de 2 gramas de residuo obtido (ligninas) ou 20 mg (AH
ou AF). Adiciona-se 1 grama de 6xido de cobre, SO mg de
sulfato ferroso amoniacal ¢ 7 mil de NaOH a 1%. A mistura €
aquecida a 170°C durante 3 horas; finda a reagéo, o reator é
resfriado em dgua corrente, o seu conteiido filtrado e ringado
3 vezes com NaOH e acidificado com HCI 6N; seguem-se 3
extragbes consecutivas com éter etilico, lavagem com dgua,
secagem, filtragdo, evaporagao a seco, pesagem e estocagem
sob nitrogénio.

Os produtos de oxidagdo obtidos a partir das ligninas, sdo
silanizados com a trimetilsililacetamida uma hora antes das
andlises cromatogréificas e identificados contra padrdes sendo
utilizada a etilvanilina como padrdo interno19-24,

RESULTADOS

Nas tabelas abaixo sdo apresentados os resultados das an4-
lises de 4 amostras de sedimentos superficiais da Lagoa de
Guarapina, RJ, com a finalidade de ilustrar o método. A in-
terpretagao geoquimica desses resultados, bem como de vérias
outras amostras analisadas, fard parte de outra publicacéo.

Os resultados das andlises cromatogréficas dos produtos de
oxidagdo das ligninas e dos 4cidos hiimicos sdo apresentados
na tabela 2. Tais fendis nao foram observados nas fragdes de
é4cidos filvicos “leves” e *“‘pesados™.
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Tabela 1. Resultados gravimétricos das fragbes isoladas e

% COT.

Amostras (*) 09 10 11 12
Sedimento bruto (g) 20,0 20,0 20,0 20,0
% C.O.T. 6,1 10,0 8,0 4,1
Metais 22,9 139,7 171,6 12948
Acidos himicos 1325 295 974 864
Acidos filvicos leves 3,3 2,1 2,1 - 87
Acidos filvicos pesados 4.8 55 - 58 13,4
Fragao insaponificivel 14,2 3,6 18,2 . 1,7
Acidos totais 47,1 89 468 19,5
Glicerol 112,0 67,0 82,0 1014
Acidos graxos 2,2 2,3 1,3 0,9
Esteréis 3,8 0,9 3,5 2,7
Polidlcoois e terpenos 0,8 0,7 1,8 1,2
Hidrocarbonetos alifiticos 0,1 0,5 0,4 0,4
Hidroc. aromat./aliciclicos 0,3 0,2 0,1 0,2
Produtos de oxid. ligninas 5.8 2,3 2,1 1,7
Prod. oxidagao ac. hiimicos 2,2 1,0 1,2 1,1
Prod. oxid/ac. fiilvicos leves 0,7 2,7 3,0 0,7
Prod. oxid/ac. fiilvicos pesados 2,0 1,7 1,4 0,5
Valores expressos em mg.

(*) Os niimeros 9, 10, 11 e 12 correspondem ao c6digo das amostras na
série amostrada.

Tabela 2. Resultados das andlises cromatograficas nas fragdes

de ligninas e 4cidos hiimicos.

Amostras 09 10 11 12
2 Fendis vanflicos 282,4 51,7 8,0 64,5
Z Fenéis sitingflicos 2016 21,8 nd 253
% Fen6is cinamfilicos 0,0 0,0 0,0 0,0
3 Fenéis p-hidroxflicos 2858 159 22,7 34,7

Massa total dos 14 padrées (%) 15,1 4,4 2,5 9,1
8 Fenéis vanilicos nd 31,3 nd nd
O Fenéis siringilicos 0,0 37,0 nd 29,4
E Fendis cinamflicos 0,0 0,0 3,3 6,7
T Fendis p-hidroxflicos 482 450 463 542
St:) Massa total dos 14 padrdes (%) 3,6 13,5 5,6 11,0

Valores expressos em jLg.

- 4cido vanilico + acetovanilona +

Fenéis vanilicos
vanilina.

Fen6is siringflicos - 4cido siringico + acetosiringona +
siringaldeido.

Fendis cinamilicos - 4cido p-cumdrico + 4cido fenilico.

Fenéis p-hidroxilicos - 4cido p-hidroxibenzéico + p-hidro-
Xiacetofenona + p-hidroxibenzal-
defdo.

nd - ndo determinado.

0,0 - ausente.

Condigdes cromatograficas: coluna 100-270°C (2°C/min);
injetor 250°C; detetor 300°C; volume 1 pl.
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Tabela 3. Resultados das andlises cromatograficas nas fragdes

de esterdéis.

Amostras .09 10 11 12
Colesterol 0,83 0,18 0,46 0,43
Ergosterol . nd nd 0,19 0,18
Campesterol 0,27 nd 0,13 0,19
Estigmasterol 0,23 0,07 0,25 0,24
Lanosterol 0,11 0,06 0,08 0,13
Beta Sitosterol 1,42 0,56 1,00 0,46
Valores expressos em mg.

Condigbes cromatogréficas: coluna 260-290°C (1°C/min); injetor
260°C; detetor 300°C; volume 1 pl.

Tabela 4. Resultados das andlises cromatograficas nas fragdes
de 4cidos graxos.

i

Amostras 09 10 11 12
Acido mirfstico 0,007 0,006 0,021 0,010
Acido pentadecandico 0,000 0,000 0,012 0,005
Acido palmftico 0,053 0,041 0,118 0,056
Acido margirico 0,006 0,000 0,009 0,005
Acido estedirico 0,046 0,027 0,024 0,033
Valores expressos em mg.

Condigdes cromatogréficas: coluna 120-250°C (2°C/min); injetor
160°C; detetor 270°C; volume 1 pl. -

DISCUSSAO E CONCLUSAO

O método acima descrito foi testado em vérias amostras de
dgua, sedimentos superficiais e testemunho. Os resultados
parciais aqui apresentados tiveram por objetivo mostrar a via-
bilidade da metodologia em questdo. A interpretagao geoqui-
mica desses resultados e dos demais fard parte de outra publi-
cacéo.

" A quantidade necessdria de sedimento de partida depende,
evidentemente, do seu teor em carbono orginico. A tabela 1
permite estimar um rendimento médio para cada operagao.

A principal limitagdo do método consiste no tempo gasto
para o desenvolvimento das etapas a serem cumpridas durante
o processo de extragdo e purificagdo, o que, evidentemente,
aumenta os riscos de contaminag@o e perda de material. Por
outro lado, a purificagdo das fragdes facilita as andlises cro-
matogrificas bem como garante um maior rendimento e dura-
bilidade das colunas.

Dadas as baixas concentragées de material orgénico pre-
sente e a complexidade do método, a pureza dos reagentes
(que implica em destilagbes sucessivas), os cuidados espe-
ciais com a vidraria (lavagens consecutivas e criteriosas) € um
exaustivo tratamento de regeneragfo das resinas, tornam-se
indispenséveis.

Sérios cuidados devem ser tomados com o material hiimico
e os produtos fenélicos das ligninas, a fim de evitar oxidagao.
O tratamento dessas fragOes deve ser feito sob atmosfera
inerte em camara apropriada.

Durante a extragdo das fracdes de 4cidos fiilvicos foram
utilizadas as denominagdes “pesados” e “leves”, que corres-
pondem aos seus diferentes comportamentos durante o pro-
cesso de centrifugacéo e ndo estdo relacionados com 0s seus
pesos moleculares.

Os resultados gravimétricos tiveram por finalidade um
acompanhamento do processo analitico para fins de controle
de perdas e evidenciaram um aumento acentuado na concen-
tragdo de metais da amostra 12, fato que pode ser explicado
geoquimicamente como um provével fator de poluigdo.

Nas andlises cromatograficas dos fendis, estes diferentes
produtos aparecem agrupados, de modo a permitir a caracteri-
zagdo dos vegetais que contribuiram na formagdo dos sedi-
mentos.

O emprego deste método de separagéo e purificagao per-
mite uma abrangéncia de resultados que poderdo ser explora-
dos por diversos especialistas atuando ém projetos multidisci-
plinares.
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