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RESUMO

O hexaclorobenzeno (HCB) foiamplamente utilizado como fungicidae é também subproduto
de varios processos industriais, como na fabricacdo de solventes. Suas caracteristicas quimicas o
tornam pouco disponivel a degradagao quimica e biolégica, levando a bio-acumulacéo e bio-
magnificacdo ao longo da cadeia alimentar. Assim, sua detecgdo e quantificacdo em organismos
e no ambiente sdo importantes e, para isto, metodologias eficientes devem possibilitar o
rastreamento e a quantificacdo de contaminagdo ambiental da maneira mais econdmica. Este
trabalho comparou diferentes métodos de extracdo de HCB de sedimentos e 4guas de estuario e
de mar, avaliando as vantagens de cada método. Os testes de recuperacao utilizaram amostras de
sedimentos e a4guas de estuario e mar tratadas com HCB em mistura com *C-HCB como
radiotracador e quantificagdo doradiocarbono por espectrometriade cintila¢cdo em liquido (ECL).
A recuperacdo de **C-HCB das aguas foi comparada por extracdo das amostras com hexano em
coluna C18eextragéo liquido-liquido também com hexano como solvente. Nos sedimentos testou-
se extragdo com mistura de hexano:acetona e energia de microondas. A extragdo por fase sélida
(C18) foi o melhor método de extracao de 4gua, com 88,3% e 83,4% de recuperagao, respectivamente
de 4gua de estuario e de mar. A extracdo de sedimento por microondas recuperou 99,5% e 99,9%
de radiocarbono, respectivamente de sedimentos de estuério e de mar. A andlise custo/beneficio
indica a extracdo por coluna C18 para aguas e a extragdo por microondas para sedimentos como
os melhores métodos de recuperacao e que possibilitardo boa detecgdo de HCB em estudos de
poluigéo.

PALAVRAS-CHAVE: Recuperagéo, **C-HCB, diferentes matrizes, relacdo custo/beneficio.

ABSTRACT

EXTRACTION METHODOLOGIES OF HEXACLOROBENZENE (HCB) FROM ESTUARY AND
SEAWATERS AND SEDIMENTS. Hexachlorobenzene (HCB) has been widely used as a fungicide
and is also a by-product of several industrial processes, such as solvent manufacturing. Its
lipophilic and hydrophobic nature, besides its low rate of chemical and biological degradation,
can lead to its bio-accumulation and bio-magnification throughout the food net. Therefore, its
detection and quantification in organisms and environment are extremely important, and this
creates the need for efficient methodologies allowing for its detection and quantification for
environmental contamination studies, in a low-cost way. The present study compared different
methods of HCB extraction from estuary and sea sediments and waters, assessing the advantages
of each method. The recovery tests were performed with samples of estuary and sea sediments,
and waters previously treated with HCB in mixture with *C-HCB as a radiotracer, and the
radiocarbon in the extracts was quantified by liquid scintillation counting (LSC). The recovery of
14C-HCB from waters was compared by hexane extraction in C18 cartridges and liquid-liquid
extraction, also using hexane. The recovery of 1*C-HCB from the sediments was tested with the
mixture hexane:acetone and microwave energy. The solid phase (C18) extraction was the best
method for water extraction, accounting for 88.3% and 83.4% of recovery, respectively, from
estuary and seawater. The microwave extraction recovered 99.5%and 99.9% of'“C-HCB, respectively
from estuary and sea sediments. The cost/benefit ratio indicates the C-18 solid phase extraction
for watersand the microwave extraction for sediments as the best recovery methods, which allow
for good detection of HCB in pollution studies.

KEY WORDS: Recovery, *C-HCB, different matrices, cost/benefit ratio.
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Agrotoéxicos vém sendo aplicados na agricultura
e no controle de populacdes de pragas agricolas e
vetores de doencas em diversos paises, inclusive no
Brasil. Atualmente, de 90.000 a 100.000 substéncias
guimicas com propriedades agrotdxicas séo utiliza-
das regularmente no mundo todo. Estas substancias
alcancam diversos compartimentos do ambiente, de
tal forma que sdo encontradas no solo, &gua ou ar,
dependendo de fatorescomo local, formae volume de
aplicacao, e caracteristicas fisico-quimicas dos pré-
prioscompostos e doambiente que atingem(SpAboTTo
etal., 2004).

Dentre o0s agrotéxicos, 0s compostos
organoclorados foram utilizados amplamente e por
varios anos. A natureza lipofilica e hidrofobica os
tornam pouco disponiveis levando a baixa taxa de
degradacdo quimica e biolégica de muitos destes
compostos, e podem levar a sua acumulagdo em teci-
dos biolbgicos e ao conseqliente aumento de concen-
tracdo em organismos ao longo da cadeia alimentar
(MwevuRaA et al., 2002; BuraTiNI; BRANDELLI, 2006). O
hexaclorobenzeno (HCB) faz parte deste grupo por
ser uma molécula composta por um anel aromatico
totalmente halogenado e apresentaas mesmas carac-
teristicas de recalcitrancia a degradacéo e afinidade
quimica com lipidios (Usera, 1999).

O HCB foi sintetizado nadécadade 40 e utilizado
primeiramente como fungicida em culturas de cere-
ais, até o final da década de 70, quando seu uso foi
banido. Entretanto, 0 HCB pode ainda ser gerado
através de processos intermediarios de manufatura,
incluindo a produc¢do de solventes clorados e
agrotoxicos (Usera, 1999).

Segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos, apesar de ser pouquissimo solUvel
em agua, quando o HCB est4 dissolvido, ele sofre
particdoentreacolunad’agua, o material emsuspen-
sdo e o sedimento. A parte dissolvida na d&gua tende
amigrar para a microcamada de superficie, de onde
elevolatilizarapidamente, podendo ser transportado
por longas distancias, aumentando as vias de polui-
¢ao. Ja se verificou que o HCB acumula-se em peixes,
animais marinhos, aves, liquens e animais que se
alimentam de peixes e liquens. Nestas espécies, 0
HCB apresenta uma acumulacéo significativa em
tecidos, incluindo depdsitos de gordura e nos rins,
onde ndo sdo degradados. Seres humanos também
podem ser expostos ao HCB através da inalacéo,
ingestdo dealimentoscontaminadose contatodapele
com o solo contaminado (Usera, 1999).

Aindaentre as caracteristicas do HCB, cita-se sua
persisténcianoambientee, porisso, é freqlientemente
detectado em varios compartimentos do ambiente
(BINNELLI & Provini, 2003; BriTo et al., 2002; CARVALHO
etal. 2002; G aArbNERetal., 2003; Kim etal., 2002; MoNIRITH
etal., 2003; SHin et al., 2002; Ueno et al., 2003; ZuLin et

al., 2002), sendo classificado como um dos poluentes
organicos persistentes ou POPs (Fapesp, 2005).

No Estado de S&o Paulo existe um solo da &area
costeira que foi contaminado por HCB quando foi utili-
zado como area de deposito de residuos industriais.
Apobs determinacédo da CETESB, as aproximadamente
30.000toneladas deste soloforam escavadas, ensacadas
e removidas para uma Estacdo de Espera porque esta
fonte de contaminacgéo pode se espalhar para outras
areasmaisdistantes, pontosaindadesconhecidos, pois
ascaracteristicasdosolo, tipicamentearenoso, facilitam
a dissipacéo deste poluente. Desta forma, persiste ali,
como fonte potencial de poluicéo local, até a descoberta
de processos detratamentoeficiente paraseremadotados
(MaTHEUS, 2003). Devido a existéncia desta contamina-
¢do acéu aberto e das caracteristicas do solo desta area,
acontaminacéo podeterse espalhado poresteambiente
pouco conhecido.

Destaforma, a detecgdo e a quantificacdo do nivel
de contaminacédo por HCB noecossistemaséo impor-
tantese podem ser feitas por meiode analisesdaégua,
do sedimento ou da biota, sendo que a anélise do
sedimento é de extremaimportancia, umavez queesta
pode representar uma fonte potencial do composto
(ArAuloetal., 2006). Entretanto, essas andlises devem
ser feitas por métodos comprovadamente eficientes.

Para escolha de metodologias de recuperacéo de
compostos deve-se levar em consideracdo nado sé a
eficiéncia de quantificacdo, como também a relacéo
custo / beneficiodos métodosaserem utilizados, pois
é preciso analisar quais metodologias viabilizam
maior possibilidade de realizagdo de detec¢fes. Este
trabalho testou a eficiéncia e o custo de diferentes
processos de extracdo de HCB de aguas e sedimentos
de estudrio e de mar, para possibilitar o rastreamento
e a quantificacdo de contaminacdo ambiental da
maneira mais econdmica.

Amostras de sedimentos e aguas

Os sedimentos de estuério e mar coletados de
areas nao poluidas, respectivamente em Cananéia e
Ubatuba, foram secosatemperaturaambiente e penei-
rados em peneira de 2 mm de malha pararetirada de
pedras, pedagos grandes de conchas e galhos de
arvores. Amostras destes sedimentos foram analisa-
dasquantoas principais caracteristicas fisico-quimi-
cas pelo Depto. de Solos e Nutricdo de Plantas da
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
(ESALQ), Universidade de Sao Paulo.

As amostras de aguas de estudrio e mar também,
respectivamente coletadas em Cananéia e Ubatuba,
foram armazenadas com capa escura em laboratério
por, pelo menos, 15 dias antes de serem usadas para
evitar a eventual proliferacdo de algas, sendo
freqUentemente analisadas quanto a pH, salinidade
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e presenc¢a de nitrato. O pH foi verificado por meio de
papel indicador (Merck — pH 0-14). A salinidade foi
medida por meio de densitdmetro (Assistent — 1,000
—-1,060, Alemanha) e o nitrato foi verificado por meio
deteste comercial (Nitrate, Marine & Freshwater Test.
Lab, Franca).

Recuperagdo de *C-HCB de sedimento

Antes do processamento das amostras, o conteu-
do de umidade dos sedimentos foi determinado em
balanca Metler LJ16 Moisture Analyser, por meio de
pesagem de (3x) amostras de, aproximadamente, 39
e determinacéo do contelido de agua. Os pesos das
amostras experimentais foram todos corrigidos para
equivalente em peso seco.

Paraverificacdo darecuperagdo das metodologias
de extragdo, as amostras de 4gua e sedimentos foram
tratadas com solucdo em hexano deHCBgrautécnico
(com pureza maior que 95%, doado pela Rhodia do
Brasil) em mistura com *C-HCB (com 185 MBg mmol-*
de atividade especifica; adquirido da “International
Isotopes” Munique, Alemanha) como radiotragador.

A recuperacdo de “C-HCB de sedimentos de mar
e de estudrio foi testada por meio de tratamento de 25 g
de sedimento de marcom4,5mgdeHCBe 2,00 kBgde
1C-HCB. Os 25 g de sedimento de estuario foram
tratados com 3,25 mg de HCB e 2,24 kBqg de **C-HCB.

Aliquotas de 500 mg dos sedimentos tratados
foram submetidas a combustdo em aparelho
“Biological Oxidizer” (OX 600) para determinar a
quantidade real de *C-HCB presente na amostra,
conforme Anpreéacetal. (1997). Aeficiénciado método
foi calculada por meio da queima de “C-glicose e
comparacdo com quantificacdo de radiocarbono na
mesma quantidade deste composto pipetado direta-
mente na solucéo de cintilacéo. Esta relacdo fornece
um fator de correcdo que é utilizado no calculo das
amostras experimentais.

Outras subamostras de 3 g cada foram extraidas
por energia de microondas com hexano : acetona (3:1
v/V), usando-se 25 ciclos de 160 W de energia, sendo
cadaciclode25segundos, intercaladoscombanhode
gelo, de acordo com Anpreaetal.(2001). O volume total
recuperado foianotado e levadoemcontaparacalculo
da radioatividade total ap6s quantificacao da radio-
atividade porespectrometriadecintilacdoem liquido

(ECL) de (2x) aliquotas de 2 mL de cada subamostra.
Para verificacdo da eficiéncia do método de extracao,
os resultados obtidos foram comparados com o0s
resultados obtidos por combustao.

Recuperacgdo de “C-HCB de agua

A recuperacao de “C-HCB de 4guas de estudrio e
de mar foi testada ap6s tratamento de 500 mL de cada
tipo de agua limpa com 125,5 ug de HCB e 0,24 kBq
(6,48 10-2 uCi) de “C-HCB em hexano. A solucao foi
aplicada em Erlenmeyers e, ap6s evaporagdo do
solvente, as dguas foram adicionadas e as solucdes
resultantes foram agitadas mecanicamente juntocom
pérolas de vidro por 4 dias. A quantidade de
radiocarbono presente naaguafoiverificadaporECL
de(3x)aliquotasde2mL. Outrasaliquotas (3x) de 120
mL de cada tipo de dgua foram extraidas por fase
solida (SPE) utilizando-se cartuchos C18 (Varian)
que retém compostos organicos. As colunas foram
previamenteacondicionadoscom (2x)5mL de metanol
e (2x) 5 mL de 4gua Milli-Q para extragdo, conforme
ZuLiN etal. (2002). O material retido na fase sélida foi
eluidocom 10 mL de hexanoearadioatividade de (2x)
aliquotasde 2 mL de cadaextrato foi medida porECL.
Os volumes remanescentes das solugdes aquosas
foram extraidos com 10 mL de hexano por extracéo
liquido-liquido em funis de separacéo (VILLENEUVE &
CaTtTINI, 1986) e a radioatividade de (2x) aliquotas de
2 mL foi também medida por ECL.

Analise de custo das metodologias

Alémdaeficiénciaderecuperacéo, ocustofinal de
cadametodologiafoiverificado baseando-se nos cus-
tose quantidades dos materiaisempregados: vidrari-
as, solventes e reagentes, assim como no consumo de
energiaelétricaededguacorrente, tempo deexecugao
dametodologia e quantidade daamostra necessaria.

Os sedimentos de estuario e de mar, respectiva-
mente de Cananéia e Ubatuba, utilizados no experi-
mento, sdo bastante diferentes em todos os aspectos
fisico-quimicos, conforme determinacdo feita pelo
Depto. de Solos daESALQ/USP (Tabela 1). Entretan-
to, as recuperagdes de*C-HCBdossedimentosde mar
e de estuéario foram, além de altas, muito préximas
(Tabela 2).

Tabelal- Principais caracteristicas fisico-quimicas dos sedimentos de estuario e de mar provenientes, respectivamente

de Cananéia e Ubatuba (SP).

Substrato Areia(g kg?) Limo (g kg') Argila(g kg?) Matéria organica (g dm=) pH (CaCl,)
Mar 920 20 60 16 6,4
Estuario 650 100 250 49 3,8
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Tabela 2 - Testes de eficiéncia de recuperacdo de**C-HCB
aplicadoemamostras de sedimentos de estuario e de mar
provenientes, respectivamente de Cananéia e Ubatuba
(SP).

Método de recuperagdo  Sedimentode  Sedimento
estuario (%*) de mar (%*)

Extracdo por microondas 99,5+3,7 99,9 +4,6

Combustéo 819+5,1 86,7 + 6,1

*% média = d.p.

A diferenca entre os resultados dos métodos de
extracdo e de combustdo (Tabela 2) é, provavelmente,
devidaaotamanho das subamostras que se utilizaem
cada método. Na combustéo, além do peso ser menor
(0,5g)emrelagdoaodaamostra(25g)tratada, étambém
menor do que o peso que se utilizou paraextracdo (39).
Desta forma, apesar do método de combustao ter sido
utilizado para verificacdo da quantidade aplicada, a
utilizacdo de energia de microondas foi mais eficiente,
poisarecuperacéo foi maior, provavelmente por causa
de diferencas decorrentes do tamanho das amostras.

Verificou-se que a alta recuperacao (> 99,5%, Ta-
bela2) obtida por meio de microondas foi aindamaior
do que os 97,1% de *C-HCB recuperados por
NakacAawA (2003) utilizando Soxhlet e a mesma pro-
porcdo hexano: acetona e 0 mesmo tipo de solo utili-
zados neste experimento.

Em relacdo aos custos (Tabela 3), verificou-se que
arecuperacgdo do*C-HCB porextragdo com microon-
das de amostras dos diferentes sedimentos tratados
além de ser mais alta é também a mais barata. Esta
metodologia é mais simples, pois utiliza vidraria
mais comum, menor quantidade de solventes, é feita
em menortempo, consumindo menosenergiaelétrica
e agua para sua realizagdo. Sendo assim a extracao
por microondas apresenta melhor relagéo custo/be-
neficio.

A recuperacdo de “C-HCB das 4guas de mar e de
estudrio foi maior porSPE (>83%) do que pelométodo
de extracao liquido-liquido, que recuperou no maxi-
mo 67% (Tabela 4). Assim, apesar do método de
extracdo liquido-liquido ser mais simples e de menor
custo(Tabelab),aextracéo porfasesélidaapresentou
maior porcentagem de recuperacgdo de HCB e entéo,
para obtencdo de dados mais precisos, deve ser a
metodologia de escolha.

Os melhores métodos de recuperacéo de“C-HCB
de sedimento e aguas de estuario e mar foram, respec-
tivamente, extracdo por microondas e extragdo por
fase sdlida (coluna C18).

A metodologiaque utilizamicroondas paraextra-
¢do de sedimentos também foi a mais barata, porém
para extragdo de aguas, deve-se escolher a extragao
por fase s6lida que, apesar de ser mais cara, é a mais
eficiente.

Tabela 3 - Comparacédo dos custos e eficiéncia de extracdo de **C-HCB de sedimentos por microondas e por Soxhlet.

Material e tempo/replicata Microondas Soxhlet

Solventes:
proporc¢ao (V/v) (12:4 hexano:acetona) (75:25 hexano:acetona)
volume (mL) 16 150

Quantidade de sedimento (g) 3 10

Tempo (horas) 15 7

Vidraria Vidros simples com tampas de plastico Conjunto especifico para Soxhlet

Recuperagdo (% + d.p.)

99,7+ 4,1*

97,1+1,5**

*Média entre as recuperacdes de sedimentos de estuario e mar.

**conforme Nakacawa (2003)

Tabela 4 - Testes de eficiéncia de recuperacdo de *C-HCB aplicado em amostras de dguas de estuario e de mar
provenientes, respectivamente, de Cananéia e Ubatuba - SP (n=3).

Matriz (mL) Método de extracdo

14C-Recuperado (% £ d.p.)

Agua de estuario (120)
Agua de mar (120)
Agua de estuario (120)
Agua de mar (120)

Fase solida (C18 eluida com 10 mL hexano)
Fase solida (C18 eluida com 10 mL hexano)
Liquido-liquido (com 10 mL hexano)
Liquido-liquido (com 10 mL hexano)

88,32 £ 3,58
83,42 £10,73
67,45*
47,62*

=1
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Tabela 5 - Comparacao dos custos e eficiéncia de extragdo de *C-HCB de 4gua por extragdo em fase sélida e extracdo

liquido-liquido.
Método

Material e tempo/ replicata Fase sélida Liquido-Liquido
Solventes (mL) (5) metanol

(5) agua Milli-Q (10) hexano

(10) hexano
Quantidade de 4gua (mL) 360 140
Tempo (horas) 3 1
Vidraria — Funilde separacao

Material especifico

Coluna C18 (Varian); bomba de vacuo —

Recupera¢do*(% + d.p.) 85,87 +7,15

57,53**

*Média entre as recuperagdes (aguas de estuario e mar).
**n = 1
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