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3
METODOLOGIA DE AMOSTRAGEM E ANALISE

3.1. Metodologia de Amostragem

Todas as amostras de sedimento foram obtidas comoletor do tipo

Box-Corer (Figura 3.1).

Figura 3.1. Desenho esquematico de um coletoradlensato Box-Corer.

Em cada ponto de amostragem, o coletor foi langaél@a obtencéo de trés
amostras validas. De cada lancamento bem suceeéiitou-se os primeiros 2cm
de sedimento, transferido-os para recipientes uilaialo e mantidos congelados

desde entao.
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Figura 3.2. Amostra coletada no Canion Almiranten@éa, isébata 9, 22 Tréplica
— CANAC9-R2.

No laboratério as amostras foram leofilizadas, hgeneizadas por
maceracao e guardadas em recipientes de vidroaliéea

3.2. Metodologia de Analise

Nesta secdo serdo apresentados os métodos apliadieterminacdo de
hidrocarbonetos alifaticos (n-alcanos de n-C12 @46; incluindo pristano e
fitano), hidrocarbonetos policiclicos aromaticoéties de hopanos e esteranos e

raz&o isotopica de carbono e nitrogénio.
3.2.1. Determinagéo de Hidrocarbonetos
3.2.1.1. Extrag&o de Hidrocarbonetos

A extragdo dos hidrocarbonetos a partir dos sedwsefoi baseada no

método EPA 3540C para extracdo de compostos omgméo volateis e
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semivolateis. Por este método sdo extraidas astramnesnpregadas na analise de
hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos, e séribaggnos e esteranos.

Em uma porcéo de aproximadamente 9 g de sedimecdo i
adicionado o padrao subrogado i, relacionado a fracao alifatica e o padréo
subrogado p-terfenil.d para a fragdo aroméatica.

Procedeu-se a extracdo com diclorometano em SopbleR4 horas. Antes da
etapa de fracionamento, o volume do extrato fouzetb sob fluxo de Nem um
equipamento de marca Caliper, modelo TurboVap 8 solvente do extrato
trocado para n-hexano.

3.2.1.2. Fracionamento

O extrato foi fracionado pelo método de cromatagrifjuida em coluna
de silica/alumina composta por 7 g de alumina desit a 2% e 10 g de silica
desativada a 5%. A coluna de vidro montada posgnertsées de 30 cm de
comprimento com 1,3 cm de diametro interno.

A Fracdo 1 (F1) refere-se aos hidrocarbonetos aar foi eluida
primeiramente com 50mL de n-hexano. Em seguidasagdb 2 (F2) contendo
hidrocarbonetos aromaticos é eluida com 100 mL déstura n-
hexano:diclorometano (1:1) para eluir a fragdo @amtd os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos.

O extrato de ambas as fracbes foi concentrado kotm fde N2 no
equipamento TurboVap. ApGs concentra-las, as aawfiram avolumadas a 1
mL e adicionado o padrdo interno de quantificagferente a cada analise.
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3.2.1.3. Quantificagdo de hidrocarbonetos alifatico s na Fracéo 1

Em F1 foram quantificados os n-alcanos individyai,, ao n-Go), 0s
isoprendides (fitano e pristano), os compostosiviels e a mistura complexa
nao resolvida (MCNR).

Os hidrocarbonetos alifaticos foram identificadogjuantificados, pelo
meétodo de padronizacdo interna, utilizando-se cpaurédo interno o n-d de
concentracéo 2500 ngritL

Os extratos foram injetados no cromatdgrafo a g#m detector de
ionizagcdo por chama (CG/DIC), segundo o método BOX6B, utilizando as

condicOes resumidas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Condi¢cbes cromatograficas para detagém de hidrocarbonetos

alifaticos.

Cromatodgrafo Termo Finnigan — Modelo Focus GC, com

Equipamento
auip detector DIC - Estagdo de dados: ChromQuest 4.1

Coluna: J&W DB 5 (30 m x 0,32 mm x 0,25 um)
Gases:

Carreador: Hélio: 2 mL[thin™

Make-up: Nitrogénio: 25mL[hin™

Detector: Ar: 175 mLhin-1; Hidrogénio: 15 mLhin™

Temperatura:
Injetor: 280 eC
Detector: 290 C
Coluna: 50 °C (0,75 min), taxa: 6 °Clthin™ até 310 2C (20 min)

O limite de deteccdo e o de quantificacdo dos anals individuais,

considerando-se a massa média extraida foi ef®8 Qg ¢ e 0,007 pg g
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3.2.1.4. Quantificagdo de hopanos e esteranos na Fr acdo 1

Os hopanos e esteranos foram identificados e digadtys, pelo método
de padronizacado interna, utilizando-se como padnréano o Pregnano,dde
concentracéo 100 ng riL

As andlises dos marcadores moleculares, hopantsipatios tri e
tetraciclicos e esteranos foram realizadas em unpa&gento tipo “quadrupolo”,
marca Thermo Finnigan, modelo DSQ Quadrupolo, acliph um cromatografo
TraceGC Ultra 2000, com coluna J&W DB5msSD, de 3®@/25 mm e filme de
0,25 um. As condi¢fes analiticas sdo exibidas bal&a.2.

Tabela 3.2 - Condi¢des cromatograficas para determinagao de hopanos e esteranos.

EM — Thermo Finnigan modelo DSQ Quadrupolo
Equipamento
GC —Thermo Finnigan modelo TraceGC Ultra

Coluna DB5MS (30 m, 0,25 mm de di e 0,25 pm de filme)

50 °C durante 1 min

50 °C min™ até 80 °C

Programa de temperatura 6 °C min™' de 80 °C a 285 °C

1°C min* de 285°C a 305 °C

305 °C durante 15 min

Gas de arraste Hélio 1,2 mL min™

Volume de injecao 1,5 uL

O equipamento foi calibrado com solucdes de padibees (H),218
(H)C30 hopanoa20S colestano (Chiron) em hexano e, utilizando-bagio de
hidrocarbonetos saturados de um 6éleo iraniano |le@mmo padrdo, para
determinar o tempo de retencéo e o espectro deamdss principais homadlogos
da série matura dos hopanos, dos diterpanos itascle tetraciclicos e dos

esteranos. Os diterpanos e 0s hopanos, total deoBthostos, foram todos
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determinados utilizando-se o0 mesmo fator de reamistl @,213(H)C30 hopano,
engquanto os esteranos, 14 compostos, foram detstos pelo fator de resposta
doaoa20S colestano.

O limite de quantificacdo, para cada composto (hopae esteranos)
contemplado pelo método em relacdo a massa extra@la as amostras

sedimento, foi de 0,40 ng g-1.

3.2.1.5. Quantificacao de hidrocarbonetos aromatico s na Fracao 2

A metodologia utilizada para a determinacdo dos $Jar cromatografia
gasosa acoplada a espectrometro de massas, seguialgumas modificagdes, 0
método EPA-8270D. O equipamento foi calibrado zditido-se nove solugdes (2,
5, 10, 20, 50, 100, 200, 400 e 1000 ngtontendo os 16 HPAs controlados
pelo método (naftaleno, acenaftileno, acenaftdnordno, fenantreno, antraceno,
fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno, criseno, nzd®)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, indeno(1,23pireno,
dibenzo(a,h)antraceno, benzo(ghi)perileno), além ldee 2 metilnaftaleno,
dibenzotiofeno, benzo(e)pireno, perileno e os pegrinternos deuterados
(naftaleno-d8, acenafteno-d10, fenantreno-d10gewoisi1l2 e perileno-d12) em
concentracéo igual a 100 ng thiL

Os HPAs alquilados contemplados pelo método saoetillne 2
metilnaftaleno, C2 a C4-naftalenos, C1 a C3-fluosgiC1 a C4-fenantrenos, C1 a
C3-dibenzotiofenos, C1 e C2-pirenos, C1 e C2-casebevido a dificuldade de
obtencdo de padrbes de HPAs alquilados, estes foetenminados utilizando-se
a curva de calibracdo do homodlogo nédo alquiladm acexcecédo do 1 e 2 metil-
naftaleno os quais foram incluidos nas curvas tlbragdo, e do C2-naftalenos,
que foram quantificados pelo 2,3-dimetilnaftaleno.

As condi¢Oes instrumentais aplicadas sao exibiddcabela 3.3 a seguir.
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Tabela 3.3. Condi¢des instrumentais para deter@mde HPAs individuais.

EM - Finnigan modelo Polaris Q
Equipamento
GC — Finnigan modelo TraceGC

Coluna J&W DB-5ms (30 m, 0,25 mm de di e 0,25 pm de filme)

50 °C durante 5 min
50 °Clthin™ até 80 °C
Programa de temperatura

6 °Clhin™ de 80 °C a 280 °C

280 °C durante 25 min

Gas de arraste hélio 1,2 mLImin™

Volume de Injecdo 2 uL

O limite de quantificacéo, para cada composto coplato pelo método é
dado em relacdo a massa extraida; sendo assimagparaostras sedimento € de
0,30 ng ¢-

3.2.2 Determinacado da razao isotopica de carbono e  nitrogénio

A amostra é colocada em uma capsula de prata.aPandlise dé'°C a
massa pesada foi de aproximadamente 5mg e p&rdele aproximadamente
10mg. A menor massa de amostrada empregada naeadédi™*C em relacdo a
8'°N é devido a maior concentracdo relativa de carlmenamostra, que interferia
na leitura conjunta de ambos os parametros.

Para determinacdo @dd3C, a amostra de sedimento € descarbonatada em
uma atmosfera de &cido cloridrico por 24hrs, engugara 8N ndo ha
tratamento prévio a leitura pelo equipamento.

Os valores ded™C e 8N foram determinados através de um
espectrometro de massa ThermoFinnigan Delta Plos epmbustdo a 1.100 °C

em um analisador elementar Flash EA.
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As razdes isotopicas sdo calculadas pela diferemtta a razdo da amostra

e a razao do padrédo, como mostrado nas equacégsia s

13(: — - ul f’tmos:."c _ . { Podric w 1000
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Figura 3.3. Calculo da razéo isotdpica de carbono.
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Figura 3.4. Célculo da raz&o isotdpica de nitrogéni

Os valores d&'*C s&o expressos numa comparacédo %o (pernil) com o
padrdo PDB enquantd®N é comparado com a composicdo denosférico.
Foi empregado na analise como material de refexémdcido L-glutdmico com
composicéo de —26.389%. ed°C e razdo -4.5%. erd™N. O gas He puro foi

utilizado como gas carreador durante as analises.
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