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EVALUATION OF SOLVENT EXTRACTION BY ULTRASOUND BY USING HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY FOR THE DETERMINATION OF POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS IN CONTAMINATED
SOILS. A method using ultrasonication extraction for the determination of 17 polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), selected
by the USEPA and NIOSH as “consent decree” priority pollutants, in soil by High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

was studied. Separation and detection were completed in 20 min with a C; columm, acetonitrile-water gradient elution and

ultraviolet absorption and fluorescence detections. The detection limits, for a 10 UL of solution injection, were less than 9,917 ng/g

in UV detection and less than 1,866 ng/g in fluorescence detection. Several organic solvents were tested for extraction of the 17

PAHs from soils. Acetone was the best solvent among the three solvents tested, and the order of the extraction efficiencies was:

acetone>methanol>acetonitrile. Ultrasonication using acetone as solvent extraction was used to evaluate the biodegradation of those

compounds in contaminated soil during a vermicomposting process.
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INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromdticos (HPAs) sdo compos-
tos que possuem dois ou mais aneis benzénicos condensados em sua
estrutura.! Eles existem nos estados liquido ou sélido e apresentam
ponto de ebuli¢do maior do que 80 °C, sob pressdo atmosférica nor-
mal. Sua ag¢do carcinogénica tem principalmente sido observada em
compostos tri-, tetra-, penta- e hexaciclicos. Os HPAs representam
um importante grupo de micropoluentes organicos (xenobidticos)
devido a alta capacidade de distribuicdo no ambiente (atmosfera,
dgua e so0lo),' sendo encontrados em matrizes ambientais como uma
mistura extremamente complexa contendo numerosos isdmeros em
uma faixa extensa de concentra¢do.>?

Eles sdo produzidos pela combustdo incompleta de combustiveis
fésseis, bem como por processos diagenéticos durante a formagao
dos combustiveis fosseis; em pequenas quantidades por incéndios de
florestas; possivelmente pela sintese microbioldgica; pelos motores
de exaustdo a gasolina e, especialmente, os de combustdo a diesel; o
alcatrdo da fumaca do cigarro; a superficie dos alimentos chamusca-
dos ou queimados; fumaca da queima de madeira ou carvao e outros
processos de combustao parcial, nos quais o carbono ou combustivel
ndo sdo convertidos em CO ou CO .+°

Devido as suas propriedades fisico-quimicas, especialmente os
HPAs de alta massa molar, sdo dificilmente degradaveis e tendem a se
acumular em diferentes compartimentos ambientais.'*>71* HPAs sdo
considerados indicadores de contaminac@o por combustiveis, por ndo
se degradarem no ambiente. Comparando-se os HPAs com menos de
4 aneis com os que contém 4 ou mais aneis, estes tltimos sdo menos
volateis e menos soltiveis em dgua. Os HPAs permanecem no ambiente
por um longo tempo. Por essa razdo, € importante monitorar os HPAs
tendo 4 ou mais aneis em amostras ambientais contaminadas por com-
bustiveis.'' Os HPAs sao adsorvidos nas particulas sélidas do solo, pois
apresentam baixa solubilidade aquosa e alta hidrofobicidade.>Embora
existam centenas de HPAs no ambiente, somente 16 HPAs tém sido
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selecionados pela United States Environmental Protection Agency
(USEPA) e 17 HPAs pela National Institute for Occupational Safety
and Health (NIOSH), para serem monitorados rotineiramente para fins
reguladores. Sdo eles: naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno,
fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo[a]antraceno, criseno,
benzo[e]pireno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]
pireno, dibenzo[a,h]antraceno, benzo[g,h,i]perileno e indenol[ 1,2,3-cd]
pireno. Devido a sua alta toxicidade carcinogénica e mutagénica e sua
persisténcia no ambiente,'>'* a USEPA tem incluido os 16 HPAs em
sua lista de poluentes prioritarios e tem desenvolvido métodos para seu
monitoramento no ambiente.

Na Europa apresenta-se uma lista de seis HPAs (fluorante-
no, benzola]pireno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno,
benzo[g,h,i]perileno e indeno(1,2,3-cd pireno) para monitoramento
em aguas superficiais usada para fins de potabilidade. Em 1986, a
USEPA propds uma regulamentaco para diminuir riscos de poluigio,
incluindo limites de concentragdo para poluentes organicos como
benzo[a]pireno, por exemplo.

Os melhores métodos disponiveis para monitorar HPAs sdo a cro-
matografia liquida (CL) com detecg¢do por fluorescéncia e ultravioleta
e a cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas. As
etapas de separagdo e detec¢do para amostras sélidas sio descritas no
método 8310 da EPA, usando CL com detecg¢do no ultravioleta (UV)
e fluorescéncia e método 8100, usando CG acoplada a espectrometro
de massas. Os varios métodos jd validados ndo deixam dividas quanto
as vantagens da CL no fracionamento de misturas complexas de HPAs
e no clean-up de amostras. Por exemplo, os procedimentos analiticos
recomendados pela USEPA sdo documentados nos métodos 550.1
(4gua potavel), 610 (agua residual), 8310 (residuo sélido) e TO-13 (ar).
Todos esses métodos sdo baseados na CL com detector UV e fluores-
céncia. A CLAE — cromatografia liquida de alta eficiéncia — € preferivel
a cromatografia gasosa de alta resolu¢do (CGAR), pois mesmo que
apresente uma eficiéncia mais baixa na resolu¢ao de HPAs com baixa
massa molar, as colunas de fase reversa podem realmente separar um
ndmero de isomeros de HPAs que séo dificeis de separar por CGAR.'
Para cada método, uma etapa de extragdo e concentragdo € requerida e
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o principal problema para andlise de tracos de poluentes organicos vem
da complexidade das vdrias matrizes, que depende de sua origem.'?

A extracdo do analito em amostras sélidas continua sendo um passo
critico na andlise de contaminantes. Deve-se avaliar o método de extracio
sempre levando em conta os seguintes aspectos: seletividade para os
componentes de interesse, recuperagdo do analito, volume do solvente
organico necessario, toxicidade do solvente, tempo de extra¢do e niimero
de passos de clean-up requeridos apés a extragdo. '*” Cada técnica tem
seu proprio mérito e a escolha da extracdo depende, ainda, de outros
fatores como o custo de capital, o custo e a simplicidade de operagdo e
adisponibilidade de um método padrao ou validado. Existe uma série de
técnicas de extracdo por solventes comumente usadas para a extracio de
hidrocarbonetos em solo e sedimento.?° Ha procedimentos de extragio
que incluem Soxhlet, ultrassom, agitacdo mecanica, refluxo com KOH e
destilaco a vapor, e técnicas que incluem extragao por fluido supercritico,
extragdo liquida pressurizada, entre outras.?! A extragdo em Soxhlet &
o método recomendado pela USEPA para a extragdo de compostos or-
génicos semi-volatéis e ndo volateis de matrizes solidas. Esta extracao,
cuja eficiéncia € alta, tem sido por muitos anos o método padrdo para
preparar um extrato de solvente das matrizes sélidas contendo HPAs.
Contudo, o procedimento € tedioso, pois o tempo de extra¢do € longo,
com aproximadamente 16 h ou mais, requer uma grande quantidade de
solvente e pode, ainda, degradar compostos termicamente labeis.?> Mais
recentemente, outras técnicas de extra¢do em amostras ambientais sélidas
tém sido desenvolvidas para tentar reduzir o tempo de extra¢do e a quan-
tidade de solvente como, por exemplo, por ultrassom. Em comparagéo a
extragdo por Soxhlet, a extrag@o por ultrassom ocorre em curto espaco
de tempo (cerca de 15 min) e oferece boa recuperagao dos analitos, por
meio de um equipamento simples e de fécil operagdo.”* A otimizagéo
dos parametros de extragdo por ultrassom, incluindo tipo de solvente ou
composigao do solvente, tempo de extra¢do, carga da amostra e teor de
dgua, € necessdria para a obten¢@o de uma maior eficiéncia e reproduti-
bilidade de extra¢do.’ Além disso, para melhorar a recuperago obtida,
usa-se um solvente polar, como acetona ou metanol, minimizando-se,
assim, a necessidade da secagem das amostras antes da extracio. A
secagem de amostras contendo analitos voldteis ou semi-volateis € um
fator de erro, devido a perda desses analitos. Até cerca de 16% de perdas
de hidrocarbonetos tém sido observadas, em consequéncia da secagem
das amostras em forno a 45 °C. O uso de altas temperaturas na extragao
em Soxhlet também resulta em perdas de hidrocarbonetos atribuidas a
volatilizacdo e/ou oxidacdo de espécies altamente voldteis e termodi-
namicamente ldbeis. Varios estudos tém sido relatados?** mostrando a
eficiéncia de extracdo por ultrassom de analitos organicos em sedimento
e solo utilizando diferentes solventes.

Os objetivos deste trabalho foram adaptar, otimizar e validar a
técnica de extracdo por ultrassom para andlise de HPAs em solo, em
nivel de mg kg! (matéria seca), utilizando-se CLAE/ fluorescéncia
e CLAE/UV/Vis com limites de detec¢do de HPAs em niveis de ug
L' ang L' para cada composto e aperfei¢coar o método de extracdo
utilizando-se solventes com diferentes polaridades. As melhores
condi¢des de extragdo e andlise simultanea dos 17 HPAs foram
otimizadas e posteriormente validadas com relagdo as principais
figuras de mérito: exatiddo precisdo, limite de deteccio e quantifica-
¢do, linearidade, sensibilidade e seletividade. A técnica otimizada e
validada foi utilizada para avaliar a biodegradagdo destes compostos
durante um processo de vermicompostagem.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solugoes padrao

Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico. O
sal de sulfato de sédio foi obtido da Mallinckrodt Chemicals. Os solventes
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acetona, acetonitrila e metanol foram, também, obtidos da Mallinckrodt
Chemicals; os padrdes solidos dos correspondentes HPAs da Supelco.

As solugdes padrao dos HPAs foram preparadas separadamente
em uma concentracdo de 100 mg L' em acetonitrila. A solug@o-
estoque padrdo ou padrdao mista foi preparada pela dissolugdo de
quantidades apropriadas dos HPAs em acetonitrila, dependendo da
resposta de cada HPA pelo detector de fluorescéncia e o acenaftileno
pelo UV, com as seguintes concentra¢des: naftaleno (0,492 mg L),
acenaftileno (0,984 mg L), acenafteno (0,032 mg L), fluoreno
(0,162 mg L"), fenantreno (0,540 mg L"), antraceno (0,032 mg L),
fluoranteno (3,142 mg L), pireno (0,212 mg L!), benzo[a]antraceno
(0,236 mg L"), criseno (0,540 mg L), benzo[e]pireno (0,687 mg
L"), benzo[e]acefenantrileno ou benzo[b]fluoranteno (0,491 mg L),
benzo[k]fluoranteno (0,039 mg L), benzo[a]pireno (0,130 mg L),
dibenzo[a,h]antraceno (1,944 mg L), benzo[g,h,i]perileno (1,296
mg L) e indeno[1,2,3-cd]pireno (1,296 mg L!). As solugdes padrido
foram estocadas sob refrigeracdo a 4 °C.

As solugdes padrdo de trabalho foram preparadas por diluicido
da solug@o-estoque a um volume final de 5,0 mL com acetonitrila. A
identificacdo dos HPAs foi feita em relagdo aos tempos de retencéo
dos picos e a quantificagdo pelas dreas dos mesmos.

Amostragem

O solo utilizado foi coletado na fazenda Santa Isabel, na Rodovia
SP215, km 140, municipio de S@o Carlos, estado de Sdo Paulo, ca-
racterizando um solo ndo cultivado e sem histérico de contaminagao.
Na Tabela 1 sdo apresentadas as caracteristicas do solo.

Tabela 1. Caracterizacdo fisica e quimica do solo utilizado

Caracteristicas Valores
pH? 4,51£0,01
Carbono orgéanico(g kg!)® 8,55+0,30
Umidade (%)¢ 7,012 £ 0,090
Teor de matéria organica (%)? 1,463 + 0,052
CTC(cmol kg')° 1,32+ 0,00
Argila(%)" 3.3
Silte(%)" 6,7
Areia(%)" 90

“Determinacio da atividade hidrogenidnica através de uma suspensao
com 25,00 mL de solugdo de cloreto de célcio 0,01 mol L' e 10,00 g de
cada amostra coletada; 'medidor de carbono total, modelo TOC-V .,
acoplado ao médulo de amostras sélidas, modelo SSM-5000A, marca
Shimadzu, com detector de combustdo; ‘em estufa a 60-65 °C e a 100-110
°C; ‘calcinagdo em mufla a 500 °C por 4 h; *suspensdo em CH,COOH;
fjogo de peneiras de nos. 16, 40, 60, 100 e 230, as quais foram agitadas
em mesa agitadora por 10 min. As determinagdes da fracdo silte e argila
foram feitas pelo método do densimetro, da norma técnica (NBR).

Instrumentacao

A determinagdo dos HPAs foi feita por CLAE, utilizando-se um
cromatdgrafo da marca Shimadzu, com detector UV-Vis, modelo
SPD-10A VP, e fluorescéncia, modelo RF-10A, utilizando uma
coluna C-18 (250 x 4,6 mm SS, Wakosil I SC18AR 5 um, SGE).
A acetonitrila e a dgua deionizada foram usadas como eluentes na
vazdo de 1,8 mL min'. O gradiente de elui¢do foi de 0-9,6 min:
acetonitrila-(25-75%) dgua, 9,6-20 min: 100% acetonitrila. A tem-
peratura da coluna foi mantida a 25 °C. O comprimento de onda de
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excitagdo/emissdo na fluorescéncia foi fixado em: 280/320 nm a 0,01
min; 240/398 nm a 9,6 min, 300/466 nm a 18,10 min , 240/398 nm
a 19,8 min até 20 min. Quando a determinacio foi feita por UV-Vis,
o comprimento de onda foi fixado em 254 nm.

Todos os parametros para a extra¢do e as condi¢cdes cromato-
gréficas foram otimizados para obtencdo da melhor e mais eficiente
separagdo dos compostos estudados.

Extracio da amostra e recuperacio

Para a avaliacdo do método foram utilizadas amostras do solo
como matriz, adicionando-se solu¢des padrao de concentracdo co-
nhecida dos HPAs (maior nivel de concentragio encontrado na Tabela
2). Essas matrizes foram, entlo, submetidas a0 mesmo procedimento
analitico para as amostras reais, sendo avaliadas a porcentagem de
recuperagdo do método e desvio padrdo relativo.

Para o método de extracido de HPAs foi utilizada a técnica de ul-
trassom. As extragdes foram realizadas em triplicata e de cada extrato
foram feitas 5 inje¢des cromatograficas. A recuperagdo do método de
extragdo foi determinada comparando-se o cromatograma da mistura
de HPAs no solo dopado com solucéo padrdo com o cromatograma
do padrdo na respectiva concentra¢do, ambos submetidos aos mesmos
procedimentos de extragao.

Cinco gramas das amostras e 5 g de sulfato de s6dio anidro foram
colocados em recipiente fechado de 200 mL com 25 mL de solvente.
A amostra foi sonicada em banho de ultrassom (modelo 2510, marca
Bransom) por 15 min. A solu¢do extraida foi centrifugada e filtrada
em um vial (em filtro Minisart RC15 de 15 mm de didmetro e 0,45
wm de porosidade da marca Sartorius) e armazenada em refrigerador
a4 °C para posterior determinagao.

Polaridade do solvente extrator

Foi avaliada a porcentagem de recuperac¢do dos HPAs utilizando-
se solventes com diferentes polaridades. Para tanto, foram escolhidos
como solvente extrator acetona, metanol e acetonitrila.

Validacio do método

A metodologia otimizada foi validada com relagdo aos seguintes
parametros: linearidade, limite de detec¢@o e quantificagio, precisao
(repetibilidade) e exatiddo (ensaio de recuperagao).

A linearidade da resposta foi avaliada submetendo-se amostras de
solo fortificadas com padrdo dos HPAs. Os limites de detecc@o e quantifi-
cacdo foram calculados pelos desvios-padrdo dos valores de y no ponto de
intercepto com a regressao linear divididos pelos coeficientes angulares
das curvas analiticas; este valor € multiplicado por 3 para se determinar
o limite de detecgdo (LOD) e por 10 para o de quantificagdo (LOQ).*

LOD =3.(c/A) LOQ =10.(c/A)
onde: ¢ = desvio-padrdo dos valores de y no ponto de intercepto
com a regressdo linear; A = coeficiente angular da curva analitica.

A precisdo do método foi determinada nas amostras de solo com
5 repetigdes. Ja a exatiddo do método foi avaliada, em triplicata, por
ensaios de recuperagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Separacao analitica dos HPAs

O método 8310 da USEPA® propde determinar os compostos
naftaleno, acenaftileno, acenafteno e fluoreno pelo detector UV-Vis
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e os demais por fluorescéncia. Mas pdde-se observar, apds uma
varredura entre 200 e 600 nm, em um espectrofotometro UV-Vis-
NIR (Cary 5G, Varian), seguida de uma varredura entre 250 e 550
nm em um comprimento de onda de excita¢do estabelecido em um
espectrofotometro de fluorescéncia (F-4500, Hitachi) para todos os
compostos, que o naftaleno, o acenafteno e o fluoreno t€ém uma boa
deteccdo por fluorescéncia.

Observando-se as Figuras 1 e 2, nota-se que o melhor compri-
mento de onda de excitagdo para os HPAs naftaleno, acenafteno e
fluoreno seria préximo a 224 nm. O estudo desses compostos seria
prejudicado em uma faixa de comprimento de onda de excitagdo/
emissdo em que respondem (A =224 nm e A = 330 nm), pois hd
um aumento significativo na linha de base do cromatograma, o que
impede a correta integragdo dos picos. Devido a isso, utilizou-se A
=280nme 7%". =330 nm para o naftaleno, acenafteno e fluoreno.

Apesar de se registrar um sinal do acenaftileno da mesma ordem
de grandeza dos demais compostos, deve-se ressaltar que sua concen-
tragdo foi cerca de 20 vezes maior em comparagdo a concentragao
dos demais, pois este composto fluoresce muito pouco.”
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Figura 1. Espectro UV-Vis do naftaleno, acenaftileno, acenafteno e fluoreno
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Figura 2. Espectro de fluorescéncia do naftaleno, acenaftileno, acenafteno
e fluoreno (I, = 280 nm)

Sabe-se que cada HPA apresenta uma melhor detec¢do em um
comprimento de onda especifico, mas ndo foi possivel utilizar o
comprimento de onda 6timo para cada composto devido ao grande
nimero de compostos e a proximidade de alguns deles na ordem
de elui¢do, ou seja, tempo de retencdo muito préximo. Mas neste
caso, estipulou-se um comprimento de onda de emissdo e excitagcdo
proximos ao ideal para todos.
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Foi entdo verificado o melhor comprimento de onda que se de-
veria utilizar para cada HPA no detector de fluorescéncia, a fim de
se obter a melhor sensibilidade para todos os analitos. As melhores
condicdes observadas, nas quais foram obtidas as curvas analiticas
e toda metodologia analitica, foram baseadas nos dados de Varian
Chromatography Systems ¢ Andrade. %

Para o indeno(1,2,3,cd)pireno alcangou-se uma boa detec¢io no
comprimento de onda de excitagdo em 300 nm e emissido em 466 nm
e os demais HPAs no comprimento de onda de excitagdo em 240 nm
e emissdo em 398 nm.

Por esta razao, o comprimento de onda de excitacado/emissao na
fluorescéncia foi fixado em 280/330 nm a 0,01 min; 240/398 nm a 9,6
min, 300/466 nm a 18,10 min e 240/398 nm a 19,8 min até 20 min.

Utilizaram-se os detectores de UV-Vis e de fluorescéncia em linha
(online), criando-se 0 método com inteng¢ao de quantificar o composto
acenaftileno utilizando o detector UV-Vis e para os compostos nafta-
leno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno,
benzo[a]antraceno, criseno, benzo[e]pireno, benzo[k]fluoranteno
ou benzo[e]acefenantrileno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno,
dibenzo[a,h]antraceno, benzo[g,h,i]perileno, indeno[1,2,3-cd]pireno
utilizando-se o detector de fluorescéncia, pois estes apresentam maior
sensibilidade nesse detector.

Pelos valores obtidos, verificou-se que o limite de detec¢cdo do
naftaleno e acenafteno + fluoreno € 56 e 5 vezes menor no detector
de fluorescéncia em relacido ao UV-Vis, respectivamente. Nota-se,
assim, que hd uma maior sensibilidade destes compostos no detec-
tor de fluorescéncia. Por isso, resolveu-se determinar o naftaleno e
acenafteno + fluoreno via detector de fluorescéncia, modificando-se,
assim, ligeiramente o método 8310 proposto pela USEPA.

Separacio cromatografica

Cromatogramas com detecc@o por UV-Vis (Figura 3) e por fluores-
céncia (Figura 4) nas melhores condi¢des cromatograficas foram obtidos
pela injecdo direta da mistura-padrio dos 17 HPAs. A separagio dos 17
HPAs foi alcangada em 20 min. Somente o acenaftileno, por néo fluo-
rescer, nao foi detectado no detector de fluorescéncia. Em nenhuma das
condicdes de eluicdo foi possivel separar os pares acenafteno/fluoreno.
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Figura 3. Cromatograma obtido pelo detector de UV-Vis (para identificagdo
dos HPAs ver Tabela 2)
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Figura 4. Cromatograma obtido pelo detector fluorescéncia (para identifi-
cagdo dos HPAs ver Tabela 2)
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Linearidade, sensibilidade e precisao

A cromatografia liquida com detectores de fluorescéncia e UV
fornece uma resposta linear para quantidades injetadas na faixa
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pré-estabelecida para cada composto estudado. Como exemplo,
apresenta-se na Figura 5 a curva para naftaleno. A relagdo da con-
centragdo com a drea do pico foi usada para avaliar a linearidade,
sensibilidade e precisdo do método. As curvas analiticas obtidas,
através de suas respectivas equagdes das retas, permitiram o calculo
dos coeficientes de determinacio, desvio-padrao, limite de deteccio
e limite de quantificagdo do equipamento.
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Figura 5. Curva analitica do naftaleno

A Tabela 2 apresenta o intervalo no qual se estudou a linearidade
do sistema para os 17 HPAs, além dos respectivos resultados que
mostram a sensibilidade e precisdo do método. Os HPAs apresenta-
ram boa linearidade, com valores de coeficiente de determinac¢do na
faixa de 0,99965-0,99999. Os limites de deteccdo (Tabela 2) obtidos
por inje¢do direta da mistura-padrdo dos 17 HPAs foram calculados
com base na defini¢do da IUPAC, pelas curvas analiticas de cada
composto, e ficaram entre 3 e 74 vezes menores usando-se deteccio
por fluorescéncia com relagio aos valores comparados com detec¢do
por UV. Com as condi¢Ges experimentais aqui relatadas, o limite de
detecgdo no detector de fluorescéncia estd na faixa de 7,1x10° mg
L, injetado para o antraceno, a 1,9x10* mg L' para o fluoranteno e
os limites de deteccdo com UV (254 nm) na faixa de 4,5x10*mg L™
para o benzo[e]pireno a 9,9x10* mg L para o acenaftileno.

Selecao de solvente para extracao

Como individualmente os HPAs podem estar presentes no solo em
niveis de ng g"' ou menos, poucas matrizes podem ser determinadas
diretamente sem interferentes sérios. Entdo, uma extracao eficiente,
pré-concentracdo e clean-up das amostras sao operacdes imprescin-
diveis para a determinagdo de HPAs.

Sun et al. utilizaram acetona, cicloexano, hexano, diclorometano,
tolueno ou mistura destes solventes para a extragdo de HPAs e obser-
varam grandes diferengas no percentual de recuperagdo.” Song et al.
relataram valores de recuperacdes adequados na extragdo de HPAs em
solo com 98% de areia usando ultrassom.'® Na maioria dos trabalhos
publicados, os HPAs mais volateis, com 2 ou 3 aneis aromaticos, tais
como naftaleno e acenaftileno, alcancaram valores de recuperagio nao
reprodutiveis, porque o solvente usado para extragio e eluicéo, na extra-
¢do por Soxhlet, por exemplo, foi evaporado quase a secura usando-se
um evaporador rotatdrio e fluxo de nitrogénio. A fim de evitar perdas
dos HPAs mais volateis e aumentar a eficiéncia de extragio, uma selegao
apropriada dos solventes foi empregada para otimizar o procedimento
de extracdo dos 17 HPAs, sem que houvesse a etapa de evaporagdo do
solvente. Neste trabalho, trés diferentes solventes (acetona, metanol e
acetonitrila) foram testados. Os resultados para as recuperacdes, usando
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Tabela 3. Recuperacio (R) e desvio padrao relativo (DPR) para extracdo por ultrassom de solo com metanol, acetonitrila e acetona como

solventes (em triplicata)

metanol acetonitrila acetona
HPAS R(%) DPR (%) R(%) DPR (%) R(%) DPR (%)
1) Naftaleno 62,2 4,5 50,1 4.4 82,2 2,5
2) Acenaftileno 65,2 2,9 97,8 11,1 59,1 3,6
3) Acenafteno + 4) Fluoreno 57,7 9.8 58.8 9,3 75,1 1,0
5) Fenantreno 70,0 3,5 64,0 6,4 91,2 4,6
6) Antraceno 58,5 23 67,1 7,9 74,0 2,7
7) Fluoranteno 72,4 1,5 71,4 6,5 80,0 2,2
8) Pireno 73,4 4,5 65,9 5.8 88,9 33
9) Benzo[a]antraceno 74,8 2.3 73,1 9,6 83,4 4,2
10) Criseno 78,2 23 73,4 9,8 88,7 4,6
11) Benzole]pireno 74,8 2,0 69,6 9,2 82,8 2,5
12) Benzo|e]acefenantrileno 63,5 1,3 73,3 9,9 78,9 1,9
13) Benzo[k]fluoranteno 76,6 1.4 72,3 8.4 78.9 0,8
14) Benzola]pireno 20,5 9,1 46,3 13,9 46,0 6,2
15) Dibenzo[a,h]antraceno 70,0 3,0 70,3 6,9 76,2 1,4
16) Benzo|g,h,i]perileno 67,1 4,7 69,1 6,0 73,4 4,6
17) Indeno[1,2,3-cd]pireno 66,6 5.4 494 10,3 73,0 7,8

o procedimento de extragdo em ultrassom, sdo mostrados na Tabela
3. A precisdo do método, representada como desvio-padrio relativo
(DPR) para determinagdo de replicatas, foi menor que 10,0%, exceto
para acenaftileno, que foi de 11,1% e benzo[a]pireno de 13,9%, ambos
utilizando acetonitrila como solvente de extragdo. Foram observadas
grandes diferencas no percentual de recuperagdo quando esses dife-
rentes solventes foram utilizados para a extragdo de HPAs no solo.

Como mostrado na Figura 6, a eficiéncia da extrag¢@o para os 17
HPASs no solo com acetona foi definida como 1, sendo as demais
representadas por uma razao dos sinais obtidos pelos outros solven-
tes, em comparagdo com os sinais obtidos pela acetona. Na Figura 6
observa-se que as mais elevadas eficiéncias de extragdo para a maioria
dos 17 HPAs, em relagdo aos trés solventes utilizados, foram obtidas
usando acetona, exceto para o acenaftileno.
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Figura 6. Selecdo do solvente para extragdo dos 17 HPAs. O eixo vertical
é a razdo dos sinais para os HPAs extraidos do solo pelos outros solventes
comparativamente ao obtido com a acetona

A ordem de eficiéncia de extracdo para a maioria dos 17 HPAs
do solo pelos solventes foi acetona>metanol>acetonitrila. Como a
mistura acetonitrila-dgua foi o solvente usado como fase moével e
levando-se em conta que o solvente que € miscivel com a fase mével
¢ o melhor para a solucdo de injecdo final, selecionou-se a acetona
como o solvente de extragdo. A etapa de evaporagdo do solvente
quase a secura pdde ser eliminada, pois a sensibilidade foi bastante
alta para a determinacao dos HPAs pelo método proposto. Além disso,
com acetona alcancou-se a mais elevada eficiéncia de extragio para a
maioria dos 17 HPAs do solo em relacéo a todos os solventes testados.

Na avaliagdo do branco, ou seja, uma andlise completa utilizando-
se apenas o solo calcinado como matriz na extragdo, néo foi iden-
tificado nenhum interferente do solvente ou do solo que poderiam
coeluir com os compostos de interesse.

A Tabela 4 mostra a concentracdo dos 17 HPAs nas amostras
de solo aplicando-se o método proposto. A determinagio dos HPAs
nas amostras de solo contendo 50% de matéria orginica serviu para
avaliar a biodegradacdo destes compostos durante um processo de
vermicompostagem.

Estas concentracdes determinadas fazem parte de um projeto de
biorremediagio de solos contaminados por HPAs, em que o principal
objetivo € verificar o comportamento de degradacdo destes compostos
ao longo de um processo de vermicompostagem, utilizando a minhoca
Eisenia foetida, vulgarmente conhecida como minhoca vermelha da
Califérnia ou minhoca de esterco. Durante o processo adicionou-
se matéria organica ao solo numa proporcdo de 25, 50, 60 e 75%,
utilizando-se como fonte de matéria organica o esterco bovino. Neste
trabalho apresentam-se os resultados utilizando-se 50% de esterco
(matéria organica), como forma de exemplo.

CONCLUSOES

Os 17 HPAs podem ser bem separados e determinados por CLAE
com detector UV-Vis e fluorescéncia usando uma coluna C-18 e
misturas acetonitrilina-dgua como fase mével. O tempo da corrida
cromatogréfica € de 20 min. A extragao por ultrassom foi escolhida em
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relagdo a extracdo por Soxhlet, porque apresentou alta eficiéncia de
extragdo, baixo custo operacional e facil operag@o, além de minimizar
o uso de solvente e ndo levar a perdas por evaporacdo. A acetona foi o
melhor solvente entre os trés avaliados para a extragdo dos 17 HPAs
em solo, seguida do metanol e da acetonitrila.

Finalmente, pode ser mencionado que a metodologia proposta

pode ser aplicada para o controle dos 17 HPAs em amostras de solo
com caracteristicas préximas as do solo estudado.
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