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RESUMO

O estudo objetivou desenvolver e validar um método para identificar e
quantificar poluentes organicos persistentes, conhecidos como POPs, em solo de
regides industriais dos municipios de Caieiras e Franco da Rocha — SP, via
cromatografia a gas acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS) e Detector por
Captura de Elétrons (ECD). Em observancia ao Tratado de Estocolmo, patrocinado
pela Organizacdo das Nacdes Unidas — ONU, que prevé o banimento de pelo
menos doze dos POPs, e no qual o Brasil € um dos 113 paises signatérios, o
trabalho visou colaborar positivamente com essa questdo ambiental tdo importante.
Estes compostos sdo toxicos e altamente estaveis no ambiente e em organismos
vivos, dentre os quais, sdo abordados nesse trabalho o clordano cis/trans
(C10H6Clg), 0 heptacloro (C,0HsCl7), o heptacloro epéxido cis/trans (C1oHsCl;) e os
isbmeros a-, B-, y- e 6-BHC (CsClg). Para garantir a confiabilidade das analises
realizadas, foram realizados ensaios de Validacdo da metodologia, com base nas
diretrizes do INMETRO. A técnica de extracao utilizada foi o QUEChERS, obtendo
resultados de recuperacdo na faixa de 70 a 120% para a maioria dos compostos
estudados, considerados aceitaveis para matrizes complexas. Os limites de
deteccdo e quantificacdo do meétodo compreenderam a faixa de 0,0002 e 0,01
ug.g', respectivamente. As amostras analisadas apresentaram contaminagéo
pelos compostos hexaclorobenzeno a-, B-, y- € 8-, muitas das quais estdo acima
dos limites méximos permissiveis, de acordo com as legislacbes nacionais e

internacionais vigentes.



Study of persistent organic pollutants (POPs) in industrial areas of
Greater Sao Paulo - via gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS) and electron capture (GC-ECD)

Justine Paula Ramos de Oliveira

ABSTRACT

The study aimed to develop and validate a method to identify and quantify
persistent organic pollutants, known as POPs in soil of industrial regions Caieiras
and Franco da Rocha municipalities in S&o Paulo, via gas chromatography coupled
with Mass Spectrometry (GC-MS) and Electron Capture Detector (ECD). In
compliance with the Treaty of Stockholm, sponsored by the United Nations - UN,
which provides for a ban of at least twelve POPs, in which Brazil is one of the 113
signatory countries, the work aims to contribute positively to the environmental
iIssue as important . These compounds are highly toxic and stable in the
environment and living organisms, among which are address in this work chlordane
cis / trans (Cy1oHsClg), heptachlor (C10HsCl7), heptachlor epoxide the cis / trans
(C10HsCl7) and the isomers a -, B-, y-and 8-BHC (CgClg). To ensure reliability of the
analysis carried out, tests were carried out validation method, based on the
guidelines of INMETRO. The extraction technique was used QUEChERS, achieving
recovery in the range 70 to 120% for the most of compounds, acceptable for
complex matrices. The limits of detection and quantification of the method
comprises the range of 0.0002 and 0.01 pg.g™’, respectively. The samples analyzed
were contaminated by compounds hexachlorobenzene-a, B-, y-and &-, many of
which are above the maximum allowable in accordance with national legislation and

international law.
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1 INTRODUCAO

Com o avanco da ciéncia e tecnologia, a maior parte dos produtos utilizados em
nosso cotidiano, de alguma forma se beneficia do uso de produtos quimicos. A
utilizacdo desses produtos cada vez mais tém se tornado indispensavel para o
desenvolvimento da economia de muitos paises. Contudo, o grande desafio € trazer
nao somente a comodidade em fazer uso destes produtos, como garantir que esses
compostos sejam manejados com seguranca, ou seja, protegendo a vida humana e o

meio ambiente.

Os Poluentes Orgéanicos Persistentes, conhecidos como POPs, sdo compostos
altamente estaveis e que persistem no ambiente, resistindo & degradacédo quimica,

fotolitica e bioldgica (Stockholm Declaration, 2001).

S&o toxicos para 0s seres Vvivos, pois tém a capacidade de bioacumular-se em
organismos vivos. Estes compostos séo lipofilicos e distribuem-se no interior das
membranas celulares e depdsitos de gordura. Desta forma, organismos tais como
algas, que vivem em aguas poluidas com compostos organicos persistentes,
acumulam estas substancias na medida em que as mesmas possuem maior afinidade
por lipidios bioldgicos do que pela agua. Quando esses organismos sao ingeridos por
animais, tais como crustaceos, no proximo nivel tréfico, estes acumulam quantidades
ainda maiores. Niveis tréficos mais altos na cadeia alimentar podem entdo adquirir e
armazenar concentracdes extremamente altas de poluentes, em torno de 100.000

vezes a concentracdo gue ocorre na agua.

Atuam negativamente também nos sistemas reprodutivo, imunoldgico e
enddcrino, sendo também apontados como cancerigenos. Outra caracteristica muito
importante € a lixiviagdo, ou seja, o fato de serem transportados a longas distancias

pela agua, vento e até mesmo pelos animais (Cockerman, 1994).

No que se refere a concentracdo destes produtos em solo, ha um fator
preocupante que diz respeito a formacéo de residuos de pesticidas ndo extraiveis ou
ligados ao solo, que podem resultar em menor biodisponibilidade e menor lixiviagdo

do pesticida (Malliaros, 1997). A contaminacdo do solo implica ndo somente a



quantidade de pesticidas a qual uma pessoa esta sujeita a exposicdo, mas dos
contaminantes que possam ser removidos do mesmo, podendo, posteriormente
adentrar o organismo humano via sistema digestivo, por contaminacao de alimentos.
Em funcdo da complexidade da matriz organica e inorganica do solo, diferentes tipos
de compostos quimicos comportam-se de maneiras distintas. Isto implica que o
procedimento de extracdo a ser utilizado ndo quantificara a presenca da totalidade
dos pesticidas a serem considerados, mas sim quantificara os pesticidas ndo ligados
(Nakagawa, 2000). Estes dados, por sua vez podem ser utilizados para o calculo da
bioacessibilidade destes compostos, sendo a bioacessibilidade definida como a fragéo
maxima de contaminantes presentes no solo que podem ser recuperados de um
modelo de composicao fisioldgica e condicdes de digestdo do trato digestivo humano
(Kramer, 2000).

A falta de especificidade de alguns destes pesticidas representa riscos para o
homem e, em consequéncia, tem aumentado a preocupacado no que concerne ao
efeito destes compostos a saude humana e ao meio ambiente, particularmente em
paises cujas atividades de vigilancia, controle e gerenciamento sdo pouco

desenvolvidos (Maroni, 2000).

Alguns dos POPs foram resultados de incineragdes de residuos. Os pesticidas
comecaram a ser usados em larga escala apos a Segunda Guerra Mundial, utilizados
tanto na protecdo de culturas agricolas como em prevencdo de doencas como a

maléaria.

O uso destes pesticidas salvou milhnGes de pessoas ao serem utilizados para
liquidar insetos transmissores de doencas, como € o caso do mosquito da malaria.
No entanto o efeito negativo destes compostos na agricultura bem como no ambiente,

comecou a ser mais evidente a partir dos anos 50.

Nesse sentido, a Declaragdo de Estocolmo, documento que insere no
vocabulario mundial, conceitos como ecologia e educacdo ambiental, elaborado na
Conferéncia ocorrida na Suécia, prestigiada por cerca de 113 paises, incluindo o
Brasil, em 1.972, patrocinada pela Organizacdo das Nac¢des Unidas — ONU vem a ser
0 primeiro instrumento global que obriga os governos a tomarem acdes objetivando a
eliminacdo desses poluentes no meio ambiente. A ndo observancia dos requisitos da
declaracdo acima citada implicara em sancdes politicas e econdmicas aos paises
signatarios. O documento prevé a eliminacdo de doze POPs ( dioxinas, furanos, DDT,
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PCBs, Clordano, Heptacloro, Aldrina, Dieldrina, Endrina, Mirex, Toxafeno e
hexaclorobenzeno), predominantemente aplicados como pesticidas e alguns obtidos
também como subprodutos de processos industriais, como por exemplo, as dioxinas e
os furanos (ESB, 2006).

Uma grande variedade de industrias quimicas estad envolvida na producdo de
compostos organicos persistentes. Industrias produtoras de pesticidas, &cidos, bases,
fertilizantes, resinas sintéticas, fibras artificiais entre outras, produzem grandes

quantidades de POPs, em funcao do tratamento do lixo produzido (Malliaros, 1997)

Estes compostos foram banidos, porém a politica de recolhimento desses
materiais e o respaldo por parte do governo no que se referia ao gerenciamento
desses residuos, foi muito precaria, e por iIsso ndo apresentou estrutura suficiente
para lidar com este novo quadro. Muitas empresas, portanto, procederam
inadequadamente no descarte destes contaminantes, afetando diversas matrizes,

como agua, solo e até mesmo organismos vivos (Cavalcanti,1998).

Dados estatisticos de 1996 situavam os agrotoxicos, de uso agropecuario, entre
0s trés principais agentes de 0Obitos por intoxicacdo em ambos 0s sexos, destacando-
se com 41% dos 6bitos no sexo masculino (CICT/FIOCRUZ, 1996), enquanto que 0S
dados estatisticos de 1999 situavam os agrotoxicos, de uso agricola, como 0s
responsaveis pela maior letalidade por intoxicacbes em ambos 0s sexos
(CICT/FIOCRUZ 1999). Estudos indicam que a maioria dos casos de intoxicacao por
agrotoxicos ocorre, principalmente, devido ao descumprimento das normas de
seguranca para a sua aplicacdo, devido a irregularidades no armazenamento e na
distribuicdo dos produtos, assim como a auséncia de politicas publicas de controle
(OPAS/OMS, 1991). Embora os dados estejam corretos, a localizagédo do problema
no nivel dos usuarios reflete um tipo de discussdo que acaba isentando a

responsabilidade das industrias que lucram com esta situacao (Peres, 1999).

No Brasil, existe um vasto mercado de agrotoxicos que compreende
aproximadamente trezentos principios ativos aplicados em duas mil formulas
diferentes. Deste total, segundo o Manual de Vigilancia da Saude de Populacdes
Expostas a Agrotoxicos (OPAS/OMS, 1996), somente 10% das substancias quimicas
foram efetivamente submetidas a uma avaliagdo completa de riscos e 38% jamais

sofreram qualquer avaliagao.



O pais apresenta algumas areas com forte historico de contaminagdo ambiental,
como por exemplo, os municipios de Cubatdo, Franco da Rocha, Caieiras, — SP, entre
outros, todos contaminados por POPs. Algumas das empresas responsaveis pelos
passivos, ja procedem a remediacdo. Entretanto o acesso a estas areas é geralmente
restrito, exceto pelas areas abandonadas, devido a declaracdo de faléncia das
empresas responsaveis, como ocorreu nos municipios de Franco da Rocha e
Caieiras. Segundo informacao técnica da VGS, uma empresa de fabricacdo de
detergente em po, liquido e pastoso encerrou as suas atividades em 1992, deixando
no terreno residuos de BHC e de sais de niquel oriundos da producdo na cidade de
Caieiras. A CETESB também detectou, na agua da regido, contaminacdo por BHC.
Os estudos realizados pela CETESB nos aterros industriais nos municipios de
Caieiras e Franco da Rocha-SP, até o momento, ndo foram suficientes para gerar um

planejamento de protecéo de riscos a saude.

Poluentes potencialmente perigosos, geralmente, estdo presentes, mesmo em
concentracdes baixas, nos pontos onde foram processados, estocados ou utilizados,
e isso € um dado importante na conducéo dos estudos efetivos do historico do local.
Desta forma, as concentragfes determinadas nesses locais sdo comparadas aos
valores orientadores para a definicdo da condicdo da qualidade do solo. Assim, é

possivel estabelecer critérios de avaliacdo da qualidade do solo.

A analise de POPs concentra-se basicamente em duas etapas: a extracdo e a
deteccdo. As metodologias de extracdo de pesticidas séo diversas, compreendendo
desde a técnica de Soxhlet definida como classica, que utilizada quantidade
demasiadamente grande de solventes organicos (Dean, 2000), até as técnicas de
micro-extracdo, como por exemplo, 0 QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective and
Rugged), método introduzido por Michelangelo Anastassiades em 2003. Este método
de extracdo multiresiduo de pesticidas foi inicialmente aplicado em alimentos. Esta
técnica vem ganhando campo na extracdo de solo, por ser uma técnica répida,
seletiva, de bons niveis de recuperacéo, aléem de ser simples e econémica (PINTO,
2010). A técnica de cromatografia gasosa (GC, gas chromatography), usada na
determinacdo de compostos volateis, pode ser acoplada a diferentes detectores. O
detector por espectrometria de massas (MS, mass spectrometry) se destaca por ser
uma técnica multielementar e de alta confiabilidade. O detector por captura eletrénica

(electron capture detector, ECD), entretanto, destaca-se por sua alta sensibilidade a
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compostos halogenados, constituindo uma ferramenta excelente na quantificagéo de
pesticidas clorados (Skoog, 1998).

Contudo, ndo sao suficientes apenas boas técnicas analiticas para garantir a
qualidade dos dados gerados e a confiabilidade dos resultados. Visando atender as
exigéncias de 0Orgdos nacionais e internacionais o0 novo método deve passar pelo
processo denominado de validacdo de ensaio quimico. A validacdo busca demonstrar
gue a metodologia desenvolvida € adequada ao uso pretendido, além de assegurar a
comparabilidade e rastreabilidade dos resultados. Apesar de nao existir uma norma
que padronize o processo de validagcdo, no Brasil, as duas agéncias que
regulamentam e fornecem guias para validar um ensaio sdo a ANVISA — Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria e o INMETRO - Instituto Nacional de Metrologia e
Qualidade Instrumental (Ribani et. al, 2004).

Este estudo objetivou determinar nove poluentes organicos persistentes, de
origem industrial em amostra de solo de municipios de Caieiras e Franco da Rocha —
SP, utilizando a técnica de extracdo QUEChERS seguida de determinacao qualitativa
por cromatografia a gas com deteccdo por espectrometria de massas (GC/MS)
(Bustillos, 2003), e por determinagao quantitativa por detector por captura eletrénica
(ECD).

A validacdo de um método analitico envolve inUmeros experimentos laboratoriais
e célculos estatisticos para demonstrar a qualidade das medidas intrumentais. Para
analise dos resultados obtidos foi utilizada a planilha “Validacdo de Ensaios

Quimicos”, desenvolvida por Furusawa (2007).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Estudos sobre os POPS

Nas ultimas décadas, estudos sobre POPs tém sido desenvolvidos em todo o
mundo, nas mais diversas matrizes, objetivando a deteccdo e quantificacdo desses
contaminantes, assim como o entendimento de seu comportamento, mobilidade e
possiveis transformacdes (Flores et. al, 2004). Estes compostos atingem o solo, nédo
s6 pela incorporacéo direta na superficie, como também pelo tratamento de sementes
com fungicidas e inseticidas, no controle de fungos patogénicos no solo, ou pela
eliminacao de ervas daninhas por herbicidas. Esses compostos podem ainda atingir o
solo de forma indireta, pela pulverizacdo das partes verdes dos vegetais e pela queda
de frutos ou folhas que receberam aplicacdo de agrotéxicos (Musumeci, 1992). Uma
vez no solo, podem ser transportados em grandes quantidades, pelas aguas das
chuvas, que levam a cobertura vegetal e parte do solo, atingindo, principalmente,
aguas superficiais como rios e lagos. Os pesticidas podem também se infiltrar no
solo, atingindo as aguas subterrdneas e ser encontrados em pocgos utilizados para
abastecimento de 4gua para 0 uso domeéstico ou para dessedentacdo de animais. A
importancia relativa dessas duas formas de transporte depende, em grande parte, do

tipo de solo e do relevo da regido (Rigitano e Barbosa, 1994; Moreira e Cruz, 1996).

Hoje, existem evidéncias de que consideraveis quantidades de pesticidas
atingem o mar. Segundo a Academia de Ciéncias dos Estados Unidos, cerca de 25%

da producédo mundial de organoclorados chega ao ecossistema (Flores et. al, 2004).

Cascaes (2009) realizou estudo do comportamento de organoclorados em
ambiente marinho, usando tubarbes como indicadores. Os compostos bifenilas
policloradas (PCBs) foram encontrados em maior concentracdo. Foi constatada uma
maior concentragdo em organismos dos machos maduros do que nas fémeas

maduras, indicando uma possivel transferéncia do contaminante para os filhotes.

Pesquisadores analisaram 60 amostras de leite materno em mulheres egipcias.
Os resultados indicaram a presenca de DDE e lindado em praticamente todas as
amostras. Outros organoclorados, como DDT, Endrina e Endossulfano também foram

encontrados em niveis elevados em algumas amostras. A presenca destes pesticidas
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foi atribuida a intensa atividade agricola na regido (Flores et. al, 2004; Saleh et. al,
1996).

Andlises de amostras em leite materno tém fornecido dados alarmantes em
varias partes do mundo. Uma pesquisa realizada na India revelou a presenca de DDT
e BHC em leite materno, foram coletadas cerca de 90 amostras. As voluntarias eram
moradoras de regifes agricolas, urbanas e de vilas de pescadores. As concentracdes
de BHC variaram na faixa de 400 a 4500 ng.g™ (Subramanian et. al, 2007).

No Brasil, Sassine (2002) realizou um estudo de determinacdo de pesticidas em
leite bovino. Apos 24 horas da aplicagdo do inseticida, foram detectados 0,168 mg.kg

! de cipermetrina, concentracéo superior ao limite méaximo permissivel (0,01 mg.kg™ ).

Kim e Smith (2001) realizaram um estudo da distribuicdo de 18 pesticidas em
solos de plantacdo de arroz e de regifes industriais, no sul da Coréia. Para a
extragdo, utilizou-se o método de Ultrassonificagdo. As analises foram realizadas por
GC-MS e na quantificacdo, fez-se uso de padrao interno, assim como para os testes
de recuperacdo, nos quais foram obtidos resultados na faixa de 78 a 167%. As

amostras analisadas apresentaram contaminantes na faixa de 14 a 53 ng.g™.

Zhang et.al (2009) determinou a presenca de 22 pesticidas em solo superficial
de industrias no sudeste da China. A extracdo foi realizada pelo método SPE e as
analises, por GC-MS. O método cromatografico obteve duracéo de 38 minutos. Fez-
se uso de padrao interno para a quantificacdo. O teste de recuperacéo foi realizado
utilizando-se o padréo interno e obtiveram-se resultados entre 75 a 125%. Os LD
variaram entre 0,01 a 0,17 pg.kg™ Foi detectada a presenca de varios
organoclorados, como a, B, y, 6-BHC quantificados em concentragdes na faixa de
0,02 a 96,7 pg.kg™.

Ssebugere et. al (2010) realizou anélises de 10 pesticidas em solo no sudeste
de Uganda. As amostras foram extraidas empregando o método Akerblom,
considerado relativamente complexo, por envolver uma série de etapas na
manipulacdo da amostra. Além de envolver um gasto significante de reagentes, se
comparado a outros meétodos de extracdo multirresiduo de pesticidas atuais. As
técnicas de analise utilizadas foram GC-ECD e GC-MS. Os métodos cromatograficos
adotados para GC-ECD e GC-MS obtiveram duragdo de 48 e 46 minutos,

respectivamente. Os LD obtidos variaram de 0,05 a 0,2 pg.kg’. Os testes de



recuperacdo variaram em seus resultados, obtendo o menor rendimento para aldrin
(52 - 59%) e o maior rendimento para endossulfano (79 — 89%). Nas amostras de
solo analisadas foi detectada a presenca de DDT e de seus metabdlitos entre outros

organoclorados.

2.2 Historico sobre analise de POPS em solo no Brasil

Dorigatti (1987) realizou um estudo de dissipacao de herbicidas, da classe dos
organoclorados, em solos brasileiros, dos tipos arenoso e argiloso, aplicando a
técnica de extracdo solido / liquido, na qual foram testados varios solventes, sendo a
acetonitrila o solvente escolhido, por apresentar maior recuperacdo. Como técnica de
andlise, foi empregada a cromatografia a gas acoplada a sistema de deteccéo
termibnico especifico, que por apresentar alta sensibilidade, possibilitou a analise e
acompanhamento da dissipacao até um baixo nivel do herbicida no solo. A faixa de
trabalho estabelecida compreendeu de 0,05 a 1 pg.mL™. Os resultados obtidos para
os testes de recuperagdo foram, em média, de 64,2%.

O estudo do efeito da irrigacdo na movimentacdo no solo dos inseticidas
Thiodcarb e Carbofuran usados em tratamento de sementes de milho, desenvolvido
por Vieira (1996) utilizou como método de extragdo de Thiodcarb, uma adaptacéo de
método para extragdo do analito em folhas. Procedeu-se uma extragdo sélido-liquido
e posterior pré-concentragcdo com evaporacado a 45 °C em evaporador rotatério. Os
resultados obtidos para recuperacdo de Thiodcarb ficaram na faixa de 90 a 100%. O
método de extracdo do Carbofuran seguiu o procedimento usado para o Thiodcarb,
porém, com algumas modificacdes, como temperatura de evaporacdo (35 °C) na
etapa de pré-concentragcdo e a utilizagdo de banho-maria no processo de pré-
concentracdo. Os resultados de recuperacdo foram acima de 90%. O método de
andlise foi cromatografia liquida (High Performance Liquid Chromatography, HPLC)
acoplado a detector Ultravioleta Visivel (UV). A faixa de trabalho adotada foi de 0,1 a
5 pg.mL™. As anélises constataram uma maior retencéo dos compostos nas camadas
mais superficiais do solo, e que a lixiviacdo dos mesmos esta diretamente relacionada

a sua solubilidade em agua.

Javaroni et. al (1999) estudou o comportamento dos herbicidas atrazina e alaclor
aplicados em solo preparado para o cultivo de cana-de-agucar. Foram analisados 5
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grupos com 3 amostras, cada. Todas as amostras foram submetidas a trés métodos
de extracdo, dois deles, empregando extragcdo por Soxhlet, variando-se as
composic¢des dos solventes. O ultimo consiste em uma extracao liquido-liquido. Os
extratos obtidos foram eluidos por uma coluna Florisil ativado para retirada de
impurezas. Os testes de recuperacao foram realizados procedendo a adicdo de
concentracdo conhecida dos padrdes atrazina e alaclor em amostra-testemunha,
obteve-se resultados de 96,90% * 1,6% para atrazina e 88,3% * 4,5% para alaclor.
As andlises foram realizadas empregando-se a técnica de Cromatografia a Gas

acoplada detector de nitrogénio e fosforo (GC-NPD).

Dominguez (2001) determinou a presenca de 4 isbmeros, a-, -, y- e d- do
hexaclorocicloexano (BHC). Os estudos foram realizados em solo de estrada, de um
ponto suspeito de ter sido aterrado com BHC, e em 3 areas destinadas a construcao
de moradias, na cidade dos Meninos situada em Duque de Caxias, RJ. O LD do
método foi determinado em 1 pg.kg™. Foi usada extracéo solido-liquido, envolvendo
etapas de agitacdo, ultrassonificacdo, filtracdo e posterior pré-concentracdo. A
analise foi realizada por GC-ECD. O método cromatografico obteve
aproximadamente 31 minutos de duragdo. Os resultados dos testes de recuperagao
foram obtidos na faixa de 80 a 90%. Foi detectada a presenca de BHC em
concentracdo de 8 mg.kg-1 no ponto suspeito de ter sido aterrado com o analito. Na
estrada o ponto de maior concentracdo foi de 24 mg.kg® de BHC, e nas &reas

destinadas & moradia, foi detectado BHC na ordem de dezenas de pg.kg™ de solo.

Cotta (2003) realizou um diagndstico ambiental de solo e sedimento do parque
estadual turistico do Alto Ribeira, quanto a presenca de 6 organoclorados e metais
pesados. O meétodo Sohxlet foi empregado para extracdo. A técnica de analise
utilizada para diagnéstico de organoclorados foi GC-ECD. Os LD variaram de 0,017 a
0,294 pg.kg™. Os resultados para os testes de recuperacdo variaram de 85,9 a
94,1%. Foi detectada a presenca de organoclorados em concentragbes superiores

aos limites maximos permissiveis.

Rissato et. al (2004) determinou 6 pesticidas organoclorados em agua e solo, na
regido de Baurl (SP). Para a determinacdo de pesticidas em solo, utilizou-se o
método de extracdo solido-liquido, com o auxilio de agitador, centrifuga e
rotaevaporador. As amostras foram analisadas por cromatégrafo a gas HP 5890

Séries Il acoplado a detector por captura de elétrons (HRGC/ECD). O método
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cromatografico adotado obteve duracdo de 45 minutos. Como paréametros de
validacdo adotados, foram apresentados a recuperacdo do método, com resultados
em torno de 80 a 99% e limite de quantificacdo de 0,1 pg.L™. As concentracdes de

residuos de pesticidas detectados em solo variaram de 0,06 a 1,4 pg.kg™.

Buosi e Felfili (2004) realizaram estudos de recuperacéo de areas contaminadas
por pesticidas organoclorados, hexaclorobenzeno (BHC) e dicloro-difenil-tricloroetano
(DDT), no municipio de Duque de Caxias, RJ, por monitoramento de solo e folhas de
uma plantacdo das espécies C. citriadora e E. grandis. A técnica de extracdo e o
método cromatografico ndo foram discutidos no trabalho. Utilizou-se como técnica de
analise, GC/MS. Comparou-se os resultados do estudo com resultados obtidos em
analise anterior, realizada no ano de 1999, e constatou-se a redu¢ao na concentracao
dos isbmeros de hexacloro-ciclo-hexano (BHC) em solo, da ordem de centenas de

milhares de vezes.

Filho (2003) realizou estudo do grau de exposi¢éo interna a organoclorados em
moradores cincunvizinhos de aterro a céu aberto em Cubatdo, SP. Os teores médios
sanguineos foram de 4,66 pg.L™* de BHC e 3,71 pg.L™ de DDT.

Quinete (2005) desenvolveu um estudo sobre a extracdo de 17 poluentes
organoclorados persistentes em solo de fragmentos remanescentes da mata
Atlantica. A extracdo das amostras foi realizada utilizando os métodos de Sohxlet,
extracdo assistida por ultra-som e por radiacdo de microondas e a etapa de limpeza
do extrato, por SPE com discos de Cig e coluna Florisil. A técnica de analise adotada
foi GC-ECD. O método cromatografico obteve duragdo de 17 minutos. Os LD do
equipamento variaram de 0,2 a 6 pg.L™". Os resultados dos testes de recuperacéo
para a técnica de extracdo Sohxlet variaram de 65 a 208%, enquanto na extracao
com o auxilio de microondas os resultados foram na faixa de 111 a 234%, e com
extracao assistida por microondas foram de 14 a 138%. A partir dos resultados de
concentracéo de pesticidas obtidos nas amostras estudadas, se comparados a outros
trabalhos da literatura, demonstraram que as éareas avaliadas ndo podem ser

consideradas impactadas.

Nakagawa e Andréa (2006) estudaram o efeito de alteracdes nas caracteristicas

do solo mediante a degradacdao do hexaclorobenzeno. A pesquisa compreendeu a
adicdo de bagaco de cana de acucar a fim de estimular a atividade microbiana para
decomposicdo do BHC e essa possivel decomposicédo foi monitorada por meio do
10



tratamento do solo com **C-BHC. O método solido liquido com auxilio de microondas
foi adotado para extracdo das amostras. A técnica de andlise foi GC-ECD.
Constatou-se que as acOes realizadas nas amostras ndo se mostraram efetivas para
decomposicdo de BHC, uma vez que esta molécula € muito estavel e os
microorganismos utilizados em estudo deveriam ser comprovadamente capazes de

degrada-la.

2.3 Poluentes organicos persistentes

Os Poluentes Organicos Persistentes, conhecidos como POPs, sdo compostos
altamente estaveis e que persistem no ambiente, resistindo & degradacédo quimica,
fotolitica e bioldgica (Stockholm Declaration, 2001). S&o tdxicos para 0S seres Vivos,
pois tém a capacidade de bio-acumular-se em organismos vivos. Estes compostos
sao lipofilicos e distribuem-se no interior das membranas celulares e depdsitos de
gordura (Cockerman, 1994). Uma grande variedade de industrias quimicas esta
envolvida na producdo de produtos organicos persistentes. Indastrias produtoras de
pesticidas, acidos, bases, fertilizantes, resinas sintéticas, fibras artificiais entre outras,
produzem grandes quantidades de POPs, em funcdo do tratamento do lixo produzido

(Malliaros, 1997). A Tabela 1 apresenta os POPs, bem como suas aplicagdes.
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Tabela 1. Os Poluentes Organicos Persistentes e suas Aplicacbes

Sustéancia Férmula Estrutural Aplicacéao
. Pr Zi m tici
Aldrina oduzido como pesticida
para controle de insetos
no solo.
Cl, ¢l
Cl - . P
. a Rodenticida e inseticida
Endrina 4\, usado nas culturas de
algodéao, milho e arroz.
Inseticida usado em
Dieldrina solo para cultura de
frutas e sementes.
L]
o ﬁ' cl Inseticida usado no controle
Ccl cl .
Clordano de fungos, formigas e
cl .
em varias culturas.
Dicloro-Difenil a]
Icioro-Lirenti- Usado como inseticida no combate
Tricloroetano O ‘ aos mosquitos que transmitem a
a a malaria e febre amarela e no
(DDT) combate aos piolhos do tifo.
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.. Continuacédo Tabela 1.

Sustancia Formula Estrutural Aplicacéo
cl cl
cl g . . -
Heptacloro (@0 Utilizado como inseticida de contato

contra insetos do solo e formigas.

Hexacloroben-

cl a Fungicida, aparece também como
zeno (BHC) a a subproduto na inddstria quimica.
Cl
Inseticida e retardador de chamas
Mirex em plastico, borrachas e
componentes elétricos
Cl
cl Inseticida acaricidio,
Toxafeno - cHacl , e
especialmente utilizado contra
C1 CH-C1
CHj larvas e algodéo.
Cl
Policorobifenilos a aa a Usado em condensadores,
" Q Q o transformadores e em liquidos
(PCBs) refrigeradores.
Cl Ccl Cl C1
Cl ] H
Subprodutos relacionados com
Furanos
(0]

dioxinas. Usado como pesticida.
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... Continuacao Tabela 1.

Substéancia Férmula Estrutural Aplicacdes

Subproduto da combustéo,

especialmente de plasticos; da
CI

. 0 ~l manufaturacdo de produtos com
Dioxina
5 cloro e de processos resultantes da
Cl1 Cl1

producao de papel e usado como

herbicida.

2.3.1 Breve historico dos poluentes organicos persistentes

Em 1940, Paul Mueller, da companhia suica GEISY, observou que o DDT
sintetizado por Zeidler em 1874, era um potente inseticida. A sua pronunciada
propriedade inseticida, aliada a baixa solubilidade em agua, alta persisténcia e sua
forma de acdo, desconhecida até aquele momento, propiciou resultados
verdadeiramente notaveis e seu uso rapidamente se expandiu. Durante a Segunda
Guerra Mundial, na Italia, Alemanha, entre outros paises da Europa, o DDT em po foi
pulverizado na pele da populacdo para prevenir epidemias de tifo transmitidas por
piolhos, que causavam alta mortalidade. A Figura 1 mostra uma crianga na

Alemanha, sendo pulverizada por DDT.
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Figura 1. Uma crianca sendo pulverizada por DDT, na Alemanha, 22 Guerra Mundial
(Challoner, 2010)

Ele foi usado, também, em grandes areas do globo terrestre para eliminar o
mosquito vetor da malaria (Konradsen et. al, 2004). Mais tarde o DDT foi utilizado no
controle de pragas da agricultura, particularmente em colheitas com alto rendimento
econdmico (Benn e McAuliffe, 1981; Ottaway, 1982; Mariconi, 1985; Flores et al.,
2004).

Com o passar dos anos, no entanto, a promessa de estar livre de insetos foi
guebrada, e o milagre quimico, que tinha dado inicio a era dos pesticidas, ndo ocorreu
(Turk, 1989; Flores et al., 2004). O poder residual considerado como de qualidade
decididamente positiva desses compostos comecou a ser encarado como Sério
incoveniente, o qual encerrava significado ecologico de extrema gravidade. A acao
residual dos organoclorados era devida a sua estabilidade quimica, que Ihes conferia
prolongada persisténcia no ambiente. Residuos de organoclorados haviam
contaminado praticamente todos o0s ecossistemas, sendo detectados nos mais
variados substratos e tendo provocado a inquietacdo dos estudiosos do assunto e da
populacdo em geral. Na segunda metade da década de 60, muitos paises
intensificaram as pesquisas relativas ao assunto e, a0 mesmo tempo, tomaram
medidas legais, restringindo ou proibindo seu emprego (Matuo et al., 1990; Flores et
al., 2004).
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No Brasil, a partir de 1970, a producao agricola sofreu grandes transformacdes.
A politica de estimulo do crédito agricola, associada as novas tecnologias,
impulsionou varias culturas, principalmente destinadas a exportacdo. Pacotes
tecnolégicos ligados ao financiamento bancario obrigavam os agricultores a adquirir
insumos e equipamentos, muitas vezes desnecessarios. Entre os insumos, estavam
0s pesticidas, que eram recomendados para o controle de pragas e doengas, como
método de resguardar o potencial produtivo das culturas. Esse método obrigava
aplicacoes sistematicas de pesticidas, mesmo sem ocorréncia das pragas, resultando
em pulverizacbes excessivas e desnecesséarias (Ruegg et al.,, 1991; Flores et al.,
2004)

2.3.2 Exposicao aos POPs, toxicidade e sintomas

Os pesticidas clorados podem ser introduzidos no organismo através das vias

cutanea, digestiva e respiratéria (Mariconi, 1985; Flores et al., 2004)

A eficiéncia da absorcdo dermal é variavel. Os hexaclorobenzenos, os
ciclodienos, como Aldrina, Dieldrina, Endrina e Endossulfano, séo eficientemente
absorvidos quando em contato com a pele. No entanto, a maior introdugdo no
organismo de produtos, como o DDT e Dicofol, ocorre por meio dos alimentos,
principalmente com os que contém elevada quantidade de gordura. Além dos
alimentos, a absorcdo dos pesticidas pode ocorrer através da via respiratéria, que
absorve as particulas de p6 de pesticidas que estejam no ar (Fernicola, 1985; Flores
et al., 2004).

As intoxicacbes do homem podem ocorrer de duas formas. Se o0 organismo
absorve, numa Unica dose, elevada quantidade de pesticida, ele reage rapidamente,
indicando os sintomas, que podem ser fatais ou permanecer por certo tempo.
Dependendo do produto e da dose introduzida no organismo, o estado clinico pode
ser reversivel. Esse tipo de intoxicacdo € denominado intoxicacdo aguda. Outra
forma de intoxicacdo € a crbnica, a mais preocupante, pois ndo tem manifestacao

imediata e é resultante do acumulo gradual do defensivo no organismo, sendo

irreversivel (Cavero, 1976; Flores et al., 2004).

Os inseticidas do grupo do DDT agem nos canais de sodio dos insetos,

mantendo-os abertos por um periodo mais longo. Com isso, a¢fes repetitivas sao
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desencadeadas, uma vez que ocorre transmissdo continua do impulso nervoso. Os
insetos eventualmente morrem devido a hiperexcitacdo (ETO, 1990; Guedes, 1999;
Flores et al, 2004). Em aves, a assimilacdo destes inseticidas provoca diminui¢cdo na
fertilidade, devido a alteracbes no metabolismo do calcio e inibicdo da enzima
anidrase carbonica, que atua na formacgédo da casca de ovo, tornando-a fina e

quebradica (Pinheiro e Monteiro, 1992; Flores et al., 2004).

No homem, organoclorados atuam basicamente no sistema nervoso central e
no sistema de defesa do organismo. Os organoclorados causam seéries lesdes
hepaticas e renais. Alguns produtos desse grupo lesam o cérebro, outros, 0s
musculos do coragdo, a medula 6ssea, 0 cortex da supra-renal, o0 DNA e etc. A
atividade estrogénica, estimulando a testosterona e propiciando a puberdade precoce,
foi comprovada para o DDT. Alguns estudos tém evidenciado a atividade
imunossupressora de certos produtos desse grupo e as alteracbes na conduta dos
individuos (Guerra e Sampaio, 1991; Pinheiro e Monteiro, 1992; Flores et al., 2004).
Casos de cancer em orgaos do aparelho digestivo, pulméo e rim foram registrados em
pessoas contaminadas com BHC (Oliveira e Adeodato, 1997). Estudos, realizados na
Califérnia, indicaram que mulheres com altos niveis de DDE no corpo, possuem um
risco quatro vezes maior de contrair cancer de mama (Falch et al, 1992; Wolff et al.,
1993; Flores et al., 2004).

Os jovens, em fase de desenvolvimento, sdo particularmente sensiveis a
exposicdo aos organoclorados. A exposi¢cao pré-natal a organoclorados persistentes,
além de poder prejudicar o sistema reprodutivo, durante a fase de desenvolvimento,
pode causar uma série de outros efeitos adversos a saude, como: Obito fetal e aborto
espontaneo, diminuicdo de peso e tamanho do recém-nascido, depressao do sistema

imunologico e reducéo da resisténcia 0ssea (Flores, 2004).

2.3.3 Legislacéo a cerca dos POPs

E de grande importancia o controle rigoroso dos efeitos ndo intencionais dos
pesticidas sobre diversas formas de vida, incluindo o homem e 0 meio ambiente. Em
varios paises, foram fixados padrdes e limites maximos permissiveis de tolerancia
desses residuos (Dorigatti, 1987). No inicio da década de 70, os Estados Unidos,

através da EPA (Environmental Protection Agency), proibiram o uso de alguns
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organoclorados como DDT, Aldrina, Heptacloro e Clordano (Hodges, 1977; Turk,
1989; Flores et al., 2004). Em Portugal, no ano de 1988, foram proibidos pela portaria
n°660/88 os organoclorados Aldrina, Clordano, Dieldrina, DDT, Endrina, DDT, BHC,
Heptacloro e Canfeno clorado (Flores et al., 2004). No Brasil, a comercializacao,
distribuicdo e uso desses produtos foram proibidos em 3 de setembro de 1985 (Brasil,
1985).

Nos ultimos anos, uma série de Orgaos internacionais tem se manifestado a
respeito da contaminacdo com organoclorados. Em 1989, a Conferéncia Circumpolar
fez um apelo internacional para o controle da contaminagdo toxica do Artico. Em
1992, a Comissdo Mista dos Grandes Lagos, formada por cientistas dos Estados
Unidos e Canad4, para tratar da contaminacéo dos lagos fronteiricos aos dois paises,
recomendou a seus governos a eliminacdo do cloro como matéria-prima industrial.
Neste mesmo tempo, a Comissdo de Paris, formada por 13 paises da regido do
Atlantico Norte e da unido Européia, concordaram em eliminar as descargas de
substancias toxicas, persistentes e bioacumulativas, particularmente o0s
organoclorados. No ano seguinte, em 1993, a Conferéncia do Mar do Norte, adotou o
acordo da Comisséo de Paris, assim como as metas prévias para a reducdo em 50%
de varios organoclorados. Ainda em 1993, a Conferéncia de Barcelona, que reuniu
21 nacdes do Mar Mediterraneo, concordou em eliminar a descarga de substancias
toxicas. Dois anos depois, em 1995, os paises participantes da Conferéncia do Mar
Norte reuniram-se mais uma vez com o objetivo de fechar um acordo para eliminar a
descarga de substancias perigosas no mar. No dia 06 de dezembro de 2000 o
Greenpeace devolveu, na Argentina, parte do lixo toxico para um industria quimica. A
acao da organizacdo ambientalista faz parte da campanha mundial do Greenpeace
contra a poluicdo toxica. Os residuos foram coletados no maior depdsito de lixo do
pais, localizado num vilarejo com menos de 100 moradores, na provincia de Santiago
Del Estero. Vinte ativistas do Greenpeace, incluindo voluntarios da Argentina e
Inglaterra, devolveram o lixo tOxico para a industria, em San Lorenzo, exigindo que a
empresa se responsabilizasse pelos residuos toxicos e descontaminasse a area.
Analises de laboratério indicaram a presenca de BHC, DDT, Aldrina, Dieldrina,

Clordano e Heptacloro (Flores et al, 2004).

A Finlandia é um dos paises que tem demonstrado preocupacdo com o0 meio

ambiente e ndo tem poupado esforcos para minimizar as descargas de produtos
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nocivos, como 0s organoclorados, para o Mar Baltico. Em abril de 2002, o governo
finlandés aprovou um novo programa que visa o0 melhoramento do estado atual do
Baltico e da sua vida marinha. Segundo este programa, as emissdes de poluentes
serdo reduzidas a metade nos proximos 10 a 15 anos. Em maio de 2002, o World
Wildlife Fund distinguiu o governo finlandés pelo seu programa de protecdo do
Béltico, com o distintivo Gift to the Earth, que € o mais alto reconhecimento concedido

por este fundo internacional para a conservacao da natureza (Flores et al., 2004).

2.3.4 Propriedades dos compostos estudados

Os poluentes organicos persistentes pertencem a classe dos organoclorados.
Apresentam alta persisténcia e estabilidade molecular, além de serem altamente
lipossoluveis, por isso sdo considerados prejudiciais ao seres vivos e ao meio
ambiente. Dentre os organoclorados, destacam-se nove neste trabalho: os isbmeros

BHC a-, B-, y- € 0; heptacloro, heptacloro epdxido cis / trans, clordano cis / trans.

2.3.4.1 Hexaclorobenzeno

Segundo a IUPAC, o nome do hexaclorobenzeno (BHC) é hexachlorobenzene
ou perchlorobenzene. Este composto € uma mistura de varios isdbmeros, incluindo a-
BHC (60-70%), B-BHC (5-12 %) e y-BHC (10-15%) cujas estruturas estéo
representadas na Figura 2. Os BHC sao menos bioacumulativos que outros
organoclorados devido as suas baixas lipofilicidades, enquanto as altas pressdes de
vapor facilitam o transporte para longas distancias na atmosfera. O (y-BHC),
popularmente conhecido como lindano, é utilizado como pesticida e conservador de
madeira, possui tempo de meia-vida (t12) no solo superior a 1 ano e atua como
interferente endocrino ( Felix et al., 2007; Almeida et. al, 2007; UNEP, 2010).

Historicamente, o BHC foi aplicado em diversos segmentos na industria e na
agricultura, como no tratamento de sementes de produtos agricolas como trigo,

cevada, aveia e centeio, para impedir o crescimento de fungos (Felix et al., 2007).
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Figura 2. Férmula Estrutural do (a) a- BHC, (b) B- BHC, (c) y- BHC e (d) -BHC

2.3.4.2 Heptacloro

O nome do heptacloro é 1,4,5,6,7,8,8-heptachloro-3-alpha-4,7,7-alpha-
tetrahydro-4,7-methanoindene, segundo a IUPAC. Este composto é persistente e
relativamente estacionario no solo, porém pode desaparecer pela evaporagéo e pela
oxidacdo lenta em heptacloro-epoxido (um produto ainda mais persistente). Suas
propriedades fisico-quimicas de solubilidade baixa na agua, estabilidade elevada e
volatilidade parcial, tendem a favorecer o transporte a longas distancias. O heptacloro
foi detectado no ar, na 4gua e nos organismos vivos do Artico. Ele é considerado

toxico em ambiente aquatico e perigoso para a vida selvagem (Felix et al., 2007).

O heptacloro foi isolado do clordano em 1946 e foi extensivamente usado,
entre os anos de 1953 e 1974 no controle de pragas do solo, de sementes de milho,
sorgo e outros pequenos grdos. Ele pode contaminar as aguas superficiais e
subterraneas pelo escoamento superficial procedente de solos contaminados, ou de
descargas de residuos liquidos de procedéncia industrial. Quando liberado na agua,
adsorve-se fortemente a sedimentos suspensos e do fundo do corpo d’agua (Felix et
al., 2007).

Este composto organico pode permanecer em areas contaminadas durante
muitos anos. A meia vida do heptacloro em solo foi calculada entre 9 e 10 meses,
guando usado de acordo com as doses recomendadas para a agricultura, e € pouco
provavel que se mobilize em um solo com alto conteldo de matéria organica. Dados
de regides tropicais indicam que a dissipacdo do heptacloro do solo pode ser mais
rapida em regides tropicais do que em regides temperadas (Almeida et. al, 2007;
UNEP, 2010), sendo na ultima, seu ty» de 0,7 a 2 anos (Felix et al., 2007). Sua
estrutura molecular pode ser observada na Figura 3.
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Figura 3. Férmula Estrutural do Heptacloro (C10H5CI7)

2.3.4.3 Heptacloro epoxido Cis / Trans

O heptacloro epoxido é um po6 branco dificilmente inflamavel. Ao contrario do
heptacloro, ndo foi usado como pesticida. O heptacloro ep6xido é obtido por meio de
reacoes produzidas por bactérias e animais, que saturam a molécula de heptacloro,
quebrando sua dupla ligacdo e incorporando um oOxigénio em sua estrutura.
Aproximadamente 20% do heptacloro € convertido em heptacloro epdéxido no meio
ambiente e em organismos, em poucas horas (ATSDR, 2007).

O heptacloro ou heptacloro epoxido podem ser detectados em solo ou no ar de
casas tratadas para controle de cupins. Pode ser detectado também dissolvido em
aguas superficiais ou subterrdneas ou ar proximo de locais onde se concentram
residuos perigosos, ou acumulados em animais que vivam proximos a estes locais
contaminados. Seu uso é proibido atualmente para o controle de insetos em culturas
ou em casas e prédios, no entanto, a EPA (Environmental Protection Agency) ainda
permite o uso de heptacloro para matar formigas em transformadores subterraneos,
embora ndo esteja claro se ainda € utilizado para este fim nos Estados Unidos
(ATSDR, 2007). As estruturas moleculares dos isbmeros do heptacloro epdxido

podem ser observadas na Figura 4.

cr

(a) (b)

Figura 4. Férmula Estrutural do Heptacloro Epoéxido (a) Cis e (b) trans (C10H5CI70)
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2.3.4.4 Clordano Cis/ Trans

O clordano € oficialmente chamado de octachloro-2,3,3-alpha-4,7,7-alpha-
hexahydro-4,7-methanoindene, segundo a IUPAC. Trata-se de um inseticida utilizado
em culturas de arroz, sementes oleaginosas, cana de aclUcar e em frutiferas e as
estruturas dos isémeros cis e trans estdo representadas na Figura 5. E uma
substancia toxica, persistente, bioacumulativa e que pode ser transportada, na
atmosfera, a grandes distancias (Felix et al., 2007), além de contaminar os alimentos,
guando aplicado em plantas, também atinge o solo, sendo por este, absorvido devido
rapida adsorcdo as particulas do solo. Apesar das inUmeras restricbes, ainda é

aplicado em muitos paises do mundo (Felix et al., 2007).

A elevacdo em nivel da toxicidade do clordano em solo é um indicador para o
risco ambiental. Devido ao clordano ndo sofrer lixiviagdo no solo, € pouco provavel
gue atinja aguas subterraneas, contudo, pode atingir corpos d’agua pelo escoamento
superficial em solos urbanos e agricolas, podendo causar efeitos letais especificos em

peixes e passaros que se alimentam de peixes contaminados (Felix et al., 2007).

Cl Cl
Cl Cl

Sl Cl Sy Cl
cl > cl >

Cl of 1y,
g cl

(a (b)

Figura 5. Formula Estrutural do Clordano (a) Cis e (b) Trans (C10H6CI8)

2.3.5 Propriedades Fisico-Quimicas

No que se refere a qualidade do solo em relacéo a pesticidas, os indicadores e
coeficientes expressam as propriedades fisico-quimicas destes poluentes, as quais
estdo relacionadas ao seu comportamento ambiental e determinam a afinidade
natural das substancias por um ou por outro compartimento do ambiente (Felix et al.,
2007; Prata, 2002). O conhecimento de tais propriedades ajuda a entender, por

exemplo, por que a concentracdes, surpreendentemente altas, de produtos quimicos
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toxicos e persistentes como PCBs, DDT e toxafeno se concentram em maiores
guantidades nas regifes mais frias do planeta, proximo aos poélos, onde nunca foram
utilizados. Os critérios da Environmental Protection Agency - EPA apontam o
coeficiente de adsorcéo, a meia-vida no solo e a solubilidade em agua como sendo as
mais relevantes no resultado final para sua classificagdo em relacdo a contaminacao

das aguas (Felix et al., 2007; Ferracini et al., 2001).

Na Tabela 2, sdo apresentados os valores de pressao de vapor, solubilidade,
Coeficiente de Particdo octanol / dgua (log Kow), Coeficiente de Particdo Orgéanica
(log Koc) e tempo de meia-vida, que sdo as principais caracteristicas de alguns POPs

encontradas na literatura.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas dos organoclorados em estudo (Felix et al., 2007).

Massa - ~ Meia-
Composto Molar Solubilidade Presséo de Vapor Log Kow Log Koc v_|da
(g.mol™) (dias)
Heptacloro 3735 180 pg.L™* (25°C) 3e-4 mm Hg (20 °C) 5,44 4,34 >730
BCH 284,79 0,005 mg.L™ (25°C) 1,73e-8 (25 °C) 573 6,08 365 a
' ’ 7305
Heptacloro
Epoxido 389 2
Cis/Trans ' - - - _ —
Clordano 0,056 mg.L* (20°C) 0 554a6 349 730a
409,77 ) g. )
Cis/Trans 2,2€522,9e5(25°C) 5,57 5479

2.3.5.1 Pressao de Vapor

Pressdo de vapor (p) é definida como sendo a pressdo exercida pela
substancia ou composto em um sistema fechado e em equilibrio. E uma medida da
tendéncia de volatilizagcdo em seu estado puro em funcéo direta da temperatura, ndo
expressa diretamente a taxa de volatilizagdo de um ingrediente ativo. E a principal
propriedade na determinagédo do potencial de volatilizacdo de um composto. Quanto
maior a pressao de vapor, maior a tendéncia de o contaminante estar no estado
gasoso (Felix et al., 2007). A pressdo de vapor de um determinado composto ou
substancia € a medida de quéo rapidamente este ira evaporar (Felix et al., 2007).
Este dado € importante, pois relacionado a outros dados, auxilia na compreenséo do
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comportamento de um determinado contaminante, a pressdo de vapor mostra a
tendéncia que o composto tem em volatilizar, seu estado puro, de acordo com a
temperatura (Felix et al., 2007). E possivel entender, portanto, que compostos
apresentam alta presséo de vapor, sdo volateis e, portanto, ndo tendem a ter grande

fixacdo em matriz.

2.3.5.2 Particéo

A particdo do contaminante entre as fases liquida e gasosa do solo é
determinada pela pressédo de vapor da substancia e sua solubilidade em agua. Das
trés fases constituintes do solo, a liquida e a gasosa sdo moéveis e, portanto
determinam a mobilidade do poluente (Felix et al., 2007). Os POPs, por serem semi-
volateis, podem ser transportados pelos ventos na forma gasosa por milhares de
quildmetros, até encontrarem temperaturas mais baixas (Duarte, 2002). Quando isto
ocorre, sdo condensados diretamente na superficie do solo ou nas particulas
presentes em aerossois, que serdo depositadas posteriormente por intermédio da
neve ou das chuvas. A sua semi-volatilidade favorece o seu aparecimento em fase

gasosa e a sua adsorcao em particulas atmosféricas (Felix et al., 2007).

A pressao de vapor e a solubilidade, em geral, diminuem com aumento da
massa molecular. Tais propriedades véao indicar que alguns poluentes podem ser
encontrados tanto na fase gasosa do ar quanto sorvido em particulas organicas
sélidas ou particulas contendo carbono organico em suspensdo no ar. Essa
propriedade € importante por indicar o potencial de volatilizacdo de um poluente. O
clordano, com pressdo de vapor entre 2,2x10° a 2,9x10°> mmHg a 25°C, é o mais
volatil de todos POPs. Assim, quanto maior a pressao de vapor, maior a tendéncia
desse poluente encontrar-se no estado gasoso, ou seja, 0 quao rapidamente ele ira

evapora do solo.

2.3.5.3 Solubilidade

Solubilidade em Agua (Sw) é a medida do quanto uma determinada substancia
ird se dissolver na agua. E expressa como sendo a quantidade méxima de um

composto ou substancia que ir4 se dissolver completamente em um litro de agua.
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Quanto maior o valor, mais solavel em agua (Felix et al., 2007). A solubilidade esta
relacionada a capacidade do composto em ser lixiviado, entdo quanto maior a

solubilidade, mais facilmente sera carreado pela agua.

2.4 LegislacOes nacionais e internacionais sobre o0s

organoclorados em solo

Em ambito internacional, a Declaracdo de Estocolmo, elaborada em
Conferéncia ocorrida na Suécia, patrocinada pela Organizagdo das Nacfes Unidas —
ONU, prestigiada por cerca de 113 paises, incluindo o Brasil, em 1.972, foi o primeiro
instrumento global que obriga os governos a tomarem ac¢des objetivando a eliminagéo
desses poluentes no meio ambiente. A ndo observancia dos requisitos da declaragéo
acima citada implica em sanc¢des politicas e econdmicas aos paises signatarios (ICH,
1995). O documento prevé a eliminacdo de doze POPs, mencionados na Tabela 1,

no item 2.3.

A Holanda, em 1994, publicou uma nova proposta de valores de qualidade de
solo e da agua subterranea, em atendimento a lei de protecdo ao solo criada em 1987
pelo governo federal holandés. A caracteristica principal dessa proposta foi a criacéo
de trés valores distintos (STI) de qualidade para os compartimentos ambientais
citados, sendo o standard “S” o valor de referéncia, que indica um nivel de qualidade
que permite considera-los “limpos”. O “I” € o valor de intervencéo, indicativo de riscos
a saude humana e para o ambiente, havendo a necessidade de implementacdo de
medidas de remediacdo da area avaliada. O “T” € o valor de alerta, um valor médio
entre S e |. Dentre os pesticidas organoclorados em estudo, encontram-se
especificados os compostos a-BHC; B-BHC E y-BHC que apresentam somente
valores para “S” iguais a 0,0005; 0,0002 e 0,00001 mg.kg™, e ainda, valores de “T” e
“I" para a soma dos isémeros BHC, quais sejam 0,2 e 0,4 mg.kg™, respectivamente
(CETESB, 1999a).

A CETESB (1999a) e o CONAMA (2009) utilizam critérios nos moldes
holandeses, para os quais os “STI” correspondem aos valores de Referéncia de
Qualidade (VRQ), de Prevencao (VP) e de Intervencdo (VI). Dentre os pesticidas

organoclorados em estudo, encontram-se especificados somente os 3-BHC e y-BHC
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com valores para VRQ, VP e VI iguais a 0,011; 0,03; 0,1 e 0,001; 0,02 e 0,07 mg.kg™,
respectivamente (CETESB, 1999a).

A Lista Regional de Triagem de Niveis de Contaminantes - Regional Screening
Levels for Chemical Contaminants at Superfund Sites americana estabelecida em
2008 reune, dentre outros dados, os limites maximos permissiveis de varias classes
de contaminantes, em solo industrial e residencial, baseada em dados da Integrated
Risk Information System (IRIS), Provisional Peer Reviewed Toxicity Values (PPRTV),
Agency for Toxic Substances & Disease Registry (ATSDR), Health Effects
Assessment Summary (HEAST) e World Health Organization (WHO) (EPA, 2010).
Esta lista é utilizada como referéncia neste trabalho, por abranger praticamente todos
os compostos estudados, exceto o 6-BHC. A Tabela 3 apresenta os limites maximos

permissiveis para 0s compostos estudados em solos residencial e industrial.

Tabela 3. Limites maximos permissiveis para o0s organoclorados em estudo, em solos
residencial e industrial.

Composto Solo Residfalncial Solo Indu_sltrial
(mg.kg™) (mg.kg™)

a- BHC 0,077 0,27
B- BHC 0,27 0,96
y- BHC 0,52 2,1

6-BHC - -

BHC (técnico) 0,27 0,96
Clordano cis / trans 1,6 6,5
Heptacloro 0,11 0,38
Heptacloro Epéxido Cis / Trans 0,053 0,19

2.5 Regido de estudo

2.5.1 Determinacao do local de coleta

Os municipios de Caieiras, Franco da Rocha, Cubatdo e S&o Vicente — SP
apresentam histérico de contaminagdo por POPs. Dentre estes locais, optou-se por
realizar a coleta de amostras em Caieiras e Franco da Rocha, devido a uma parceria
firmada com a Vigilancia Sanitaria do Estado de Sé&o Paulo e dos referidos
municipios, que apresentaram grande interesse nessas analises, pelo fato de o aterro

industrial estar localizado num ponto central a uma comunidade carente. H& uma
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grande preocupacdo quanto a defesa da saude publica no que diz respeito a

exposicdo desses moradores as areas contaminadas.
2.5.2 Caracterizagcao da area de estudo

Em 2002, a CETESB divulgou o primeiro cadastro entéo elaborado no Brasil de
areas contaminadas. Eram naquele momento, 225 areas cadastradas, contabilizando
passivos ambientais ainda ndo enumerados e apontando para uma mudanca no
interesse da sociedade em conhecer mais profundamente o problema, que remete
aos vinculos entre crescimento urbano, impactos ambientais e qualidade de vida
(Valentim, 2010).

Em 2003, a CETESB, em parceria com a Vigilancia Sanitaria (VGS) dos
municipios de Caieiras e Franco da Rocha iniciaram um trabalho de pesquisa em
agua e solo das regides mencionadas. Estes 6rgdos encontravam-se ante a um
problema de contaminacdo por BHC. A empresa responsavel declarou faléncia, e
descartou seus rejeitos indevidamente, causando a contaminacdo do solo da regiao
que usavam como aterro e, fatalmente, as imediacdes. E sabido que parte destes
contaminantes foi levada para descarte em um terreno isolado, no qual se localizava o
galpdo de marcenaria, de um familiar do dono desta empresa. Houve histérico de

contaminacdao por parte dos trabalhadores desse galpao (CETESB, 2009a).

As andlises realizadas em agua pela CETESB determinaram a presenca de
BHC em &gua, porém o estudo néo foi conclusivo em solo. Desde entdo a populacdo
se encontra em exposicao a estes contaminantes e até o momento ndo havia sido

realizado um estudo efetivo em solo nas regidées mencionadas (CETESB, 2009).

Os municipios de Caieiras e Franco da Rocha podem ser claramente

observados pela localizagdo geografica exposta na Figura 6.
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Figura 6. Localizacéo geogréfica de Caieiras e Franco da Rocha no Brasil

2.5.3 Caieiras

O municipio de Caieiras possui 81.163 mil habitantes, em seus 96 Km?2 de area
territorial. Conhecida como a “cidade dos pinheirais”, por possuir uma grande area
florestal preenchida principalmente por pinheiros, Caieiras tem um PIB — produto
interno bruto, per capita de R$ 11.711,00 (onze mil setecentos e setenta e um reais
(IBGE, 2010). A cidade tem recebido inUmeras empresas ao longo dos anos. Seu
cadastro central de empresas possui 1.577 unidades locais, que empregam 17.388
pessoas (IBGE, 2010). Seus limites sédo Franco da Rocha a norte, Mairipora a leste, a
capital a sul e Cajamar a oeste. Caieiras situa-se a uma altitude média de 785

metros.

2.5.4 Franco da Rocha

Franco da Rocha € um municipio do estado de S&o Paulo localizado na regiédo

metropolitana da capital paulista e microrregido a que da nome. A populacéo
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estimada em 2009 era de 131 366 habitantes e a area é de 133,9 km?, o que resulta
numa densidade demografica de 931,9 hab/km? (IBGE, 2010).

O que é hoje o municipio de Franco da Rocha originou-se principalmente do
desenvolvimento em torno da estacdo de Juquery (atual Mairipord), inaugurada na
Estrada de Ferro Santos a Jundiai em 1867. Como a estagéo ficava no municipio de
Juquery, recebeu o nome do mesmo, embora estivesse a mais de dez quilometros da
sede municipal. O estabelecimento de um hospital psiquiatrico proximo a estacao

ajudou no desenvolvimento do povoado (IBGE, 2010).
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2.6 METODOLOGIAS ESTUDADAS

2.6.1 Extracéo

Tradicionalmente, as extragbes de pesticidas em solo eram realizadas usando
0 método Soxhlet (Lesueur et. al, 2008) uma técnica de extracdo exaustiva. Para
realizar este tipo de extracdo, se utiliza um aparato extrator Soxhlet, no qual o
solvente organico é automaticamente destilado, condensado e forcado a passar
continuamente através de uma camada aquosa. Assim, 0 equivalente a varias
centenas de extracbes com o0 solvente fresco sdo realizadas com um equipamento

que néo requer atencao constante (Dean, 2000; Kramer, 2000).

Esta técnica, entretanto, tem caido em desuso, devido a grande demanda de
solventes, muitos dos quais apresentam alta toxicidade, tempo e custo envolvidos.
Nos ultimos anos vem ocorrendo um desenvolvimento muito rapido de novos métodos
analiticos ambientalmente favoraveis, que tém como pilar a ndo utlizacdo de
solventes ou a reducdo dos mesmos no processo de extracao, objetivando alcancar o
que chamam de “quimica analitica verde”. Outros aspectos, como 0 toxicoldgico e
econdmico sdo observados (Prestes et al.,, 2011). A Tabela 4 demonstra em ordem
cronoldgica os principais métodos de analise de residuos de pesticidas (Prestes et al.,
2011).
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Tabela 4. Ordem cronoldgica dos principais métodos de analise de residuos de pesticidas

Método /

(Década)

Extracéo e limpeza

Caracteristicas

Mills (1960)

O método baseia-se em uma extracdo com
acetonitrila sendo utilizada basicamente na
determinacdo de compostos organoclorados em
amostras ndo-gordurosas. Limpeza em coluna

contendo florisil.

A extracdo é seguida por uma extracdo
com éter de petroleo. Baixa recuperagao

para organofosforados

Storherr

(1960)

Com algumas modificacbes em relagdo ao
método de Mills. A extracdo é realizada com
acetonitrila, porém o éter de petroleo é substituido

por diclorometano. Limpeza com carvéao ativado.

Aplicagéo para organoclorados e

organofosforados em frutas e vegetais.

Organoclora-
dos,
organofosfo-
rados e
nitrogena-

dos

(1970)

Utiliza acetona na etapa de extracdo. Seguido de
uma particao liquido-liquido utilizando
diclorometano ou mistura de diclorometano e éter
de petréleo, a fim de remover a agua. A etapa de

limpeza é realizada com carvéo ativado.

Este foi o primeiro método em que uma
solugdo de cloreto de sddio foi adicionada
ao extrato para promover o efeito salting

out

Luke

(1970)

A extracdo de pesticidas é realizada com acetona.
Adiciona-se cloreto de sédio para saturar a fase
aguosa, resultando  maiores valores de
recuperacdo dos compostos polares. A etapa de
limpeza, quando realizada, é feita com coluna

florisil.

Este método e suas modificagbes ainda
s8o utilizados em anélises de residuos de

pesticidas.
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...Continuacao Tabela 4.

Método /
Extracdo e limpeza Caracteristicas
(Década)
A acetona continua como solvente
Esta época foi marcada pelo desenvolvimento de métodos
mais usado na extragdo, com
gue ndo exigiam a utlizacdo de grandes volumes de
possivel substituicao por
solventes clorados substituidos, por mistura 1:1 de
acetonitrila. Para de melhorar a
- cicloexano e acetato de etila. Além disso, os solventes
recuperacdo de compostos polares
apolares foram substituidos por sais (Na SO , MgSO |,
(1980) 2 4 4

o sulfato de sodio passa a ser
NaCl) durante o processo de particdo a SPE comecou a

amplamente utilizado. Além disso,
ser muito usada, substituindo muitos métodos baseados na

varios procedimentos de limpeza
extragao liquido-liquido.
foram desenvolvidos.

Os avancgos da Quimica Analitica em consonancia com o
Rapidez na execugédo das analises,
1990 — atual conceito de sustentabilidade levaram ao desenvolvimento
miniaturizacdo, automatizacao.
de varias técnicas alternativas de extracao.

Desde o inicio da década de 90, vém ocorrendo um grande desenvolvimento de
meétodos alternativos de extracdo baseados na reducdo do volume de solvente
utilizado, dentre os quais, destacam-se Extracdo em Fase sélida (Solid Phase
Extraction, SPE), a qual também tem sido empregada com frequéncia na etapa de

limpeza do extrato para amostras de alimentos (Prestes et al., 2011).

Outros métodos foram desenvolvidos no mesmo periodo, e tinham como
objetivo a simplificacdo de etapas como, por exemplo, Dispersdo da Matriz em Fase
Solida (Matrix Solid Phase Dispersion, MSPD) que apresenta as vantagens de
utilizacdo de equipamentos simples, consumo moderado de solventes e simplicidade
no preparo da amostra. Este método apresenta porem, algumas desvantagens, tais

como a ndo adequacdo as amostras secas ou com alto teor de lipideos, o alto

32



consumo de solventes e a necessidade, em alguns casos, de etapa de limpeza
adicional (Ramos et. al, 2002; Barker, 2000).

A Microextragdo em Fase Sélida (Solid Phase Microextraction, SPME) destaca-
se principalmente pelo fato de o uso de solventes poder ser completamente
eliminado. Esta técnica possibilita também a re-anélise de uma determinada amostra.
A fibra de adsorgcao pode ser utilizada muitas vezes sem perda de retencdo e pode
ser acoplada diretamente ao sistema cromatografico. A técnica de SPME apresenta,
porém, algumas limitacbes no que concerne a parametros de validagcdo, como
precisao e recuperacao, que apresenta percentual relativamente baixo. A otimizacéo
do método € morosa e quanto a obtencdo de materiais, ha poucas fibras disponiveis

comercialmente (Valsamaki et.al, 2006; Correia et. al, 2001).

A Extracdo com Membrana Assistida por Solvente (Membrane-Assited Solvent
Extration, MASE) € uma técnica que possibilita a introducéo direta de amostras nao
tratadas e andlise de amostras complexas, requer menor quantidade de solvente, seu
procedimento elimina interferentes e apresenta elevado grau de pré-concentracdo do
analito, além da facilidade de automacdo. Como desvantagens, podem ser citadas a
baixa eficiéncia, a sensibilidade a contaminantes sélidos que podem obstruir 0s poros
da membrana, ocasionando um aumento no tempo de analise para o preparo de

amostra e tempo prolongado de analise (Ling e Teng, 1997; Hyotylainen et. al, 2002).

A Extracdo Acelerada por Solventes (Pressurized Liquid Extraction, PLE)
apresenta como vantagens principais a automagao do processo de extracédo, o tempo
reduzido de extracao, a utilizacdo de pequenas quantidades de solventes e um curto
tempo de extragcdo. No entanto, apresenta desvantagens como, por exemplo, a
pouca seletividade na extracdo, a necessidade de etapa de limpeza do extrato, e a
inviabilidade de utilizacdo para compostos termolabeis (Holstege et.al, 1994;
Papadakis et. al, 2006).

Com a Extracdo Assistida por Micro-ondas (Microwave Assisted Extraction,
MAE) € possivel realizar extracdo simultanea de diversas amostras, apresenta
facilidade de operacéo, utiliza pequenas quantidades de solventes e curto tempo de
extracdo. Porém, sua extracdo € pouco seletiva, necessita de etapa de limpeza do
extrato e ndo pode ser utilizada para compostos termolabeis (Holstege et. al, 1994;
Camel, 1998; Papadakis et. al, 2006).
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Estes sdo exemplos de métodos que apresentam, dentre outras caracteristicas,
elevada eficiéncia, entretanto, geralmente demandam investimento consideravel em

instrumentacédo (Prestes et. al, 2011).

Lesueur e colaboradores realizaram, em 2008, um trabalho de comparacao
entre quatro métodos de extragdo para analise de vinte e quatro pesticidas em
amostras de solo. Os métodos de extracdo testados foram Extragdo por Solvente
Ultrasonico (Ultrasonic Solvent Extraction, USE), Extracdo Acelerada por Solventes
(Pressurized Liquid Extraction, PLE), método segundo norma européia DIN 12393 e
QUEChERS (Quick, easy, cheap, effective, rugged and safe method). Os melhores
resultados, porém, para os testes de recuperacdes dos padrdes foram obtidos
utilizando-se 0 método QUEChERS, com média de 72,7%, seguido do método da
norma européia DIN 12393- com média de 65,7; PLE com média de 63,5% e USE
com média de recuperacao de 57%. Os maiores LD foram alcan¢cados com o método
da norma européia DIN 12393, enquanto que os menores LD foram alcancados com
os métodos QueChERS e PLE.

2.6.1.1 QUEChERS

O método de extracdo QUEChERs foi introduzido por Michelangelo
Anastassiades em 2003, e foi desenvolvido inicialmente para extracdo multirresiduo
de pesticidas aplicada em alimentos. Assim como outras técnicas, 0 QUEChERS
surgiu a fim de atender as necessidades do analista, contudo esta técnica se destaca
por executar uma maior demanda de amostras em menor tempo, Com menor custo e

gasto de solventes (Anastassiades et.al, 2003).

A elaboracdo do método teve como base uma revisdo das condicbes
comumente utilizadas em analise multirresiduo de pesticidas e foi proposto um
método de preparo de amostra, baseado nas seguintes etapas: extragdo com
acetonitrila, seguida da particdo, promovida pela adicdo de sais (sulfato de magnésio,
MgSOQOy, e cloreto de sodio, NaCl). Juntamente com o QUEChERS, foi proposto um
novo método de limpeza denominado Extracdo em Fase Solida Dispersiva (Dispersive
Solid Phase Extraction, D-SPE) (Prestes et. al, 2011). Prestes (2011) faz uma revisao

do método, abrangendo as vantagens dos materiais e procedimentos estabelecidos,
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bem como algumas modificagcfes realizadas no método que séo descritos nos topicos
2.7.11.1a27.1.2.

2.6.1.1.1 Escolha do Solvente

Os solventes mais comumente utilizados em analises multirresiduo de
pesticidas sdo acetonitrila, acetona e acetato de etila. Eles apresentam altos valores
de recuperacao para uma ampla série de pesticidas. Cada um deles apresenta suas

vantagens e desvantagens em termos de seletividade e em questdes praticas.

A utilizacdo da acetonitrila como solvente possibilita a extracdo de uma menor
guantidade de co-extrativos lipofilicos provenientes da amostras, como por exemplo,
ceras, gorduras e pigmentos. A acetonitrila proporciona a extracdo de uma ampla
faixa de pesticidas com diferentes polaridades e, quando acidificada, permite
recuperacOes satisfatorias de pesticidas que geralmente apresentam problemas de
estabilidade. Uma outra vantagem é de que este solvente é mais adequado para
GC-MS (Cromatografo a Gas - Espectrometro de Massas) e LC-MS/MS
(Cromatografo Liquido / Espectrometria de Massas Tandem) do que acetato de etila

ou acetona (Anastassiades et. al, 2003; Prestes et. al, 2011).

2.6.1.1.2 Escolha do tipo de agitacdo a ser empregada

A maioria dos métodos multirresiduo de preparo de amostras utiliza “blenders”,
como o Ultraturrax, durante o processo de extracdo. O procedimento de agitacéo
manual ou com auxilio de Vortex possui varias vantagens em relacdo a agitacao
mecanica, tais como, possibilidade de realizar a extracdo em campo; a extracao
ocorre em um unico frasco fechado ndo expondo o analista; rapidez, uma vez que
nao ha necessidade de lavagem do homogeneizador no intervalo entre as extragoes.
Portanto, no método QUEChERS a agitacdo pode ser feita manual ou utilizando
Vortex (Anastassiades et. al, 2003; Prestes et. al, 2011).

2.6.1.1.3 Escolha dos sais para extracéo e particao

A adicao de sais para promover o efeito salting out € utilizada em varios métodos

multirresiduo. Dependendo da natureza do solvente utilizado na etapa de particao
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obtém-se melhores percentuais de recuperacéo para analitos polares, uma vez que a
adicao de sais diminui a solubilidade destes compostos na fase aquosa, bem como a

quantidade de agua na fase organica e vice-versa.

Nos meétodos multirresiduos que utilizam acetona, a particdo € controlada
através de uma combinacdo de NaCl e solventes apolares, porém tem como
desvantagens a diluicdo do extrato e o consumo de um maior volume de solvente. Os
métodos multirresiduo que utilizam acetonitrila, desenvolvidos até entdo, nao
empregam adicdo de nenhum tipo de solvente apolar no processo de particdo. Na
extracdo com acetonitrila, a adicdo de sais € muito conveniente uma vez que é rapida,
tem baixo custo, tem grande vantagem de n&o diluir o extrato da amostra e

proporciona a separacao das fases organica e aquosa.

A utilizacdo de sais secantes, como sulfato de sédio (Na;SO,), tem a finalidade
de melhorar a recuperacdo de pesticidas polares. A escolha do MgSO; no
desenvolvimento do método QUEChERS foi devido a maior capacidade de remover
agua quando comparado a outros sais. Além de reduzir o volume de fase aquosa,
sua hidratacdo € uma reacao exotérmica, tendo como resultado o aguecimento entre
40 e 45 °C da amostra durante as etapas extracao/particdo, favorecendo a extracao,
especialmente dos compostos apolares (Anastassiades et. al, 2003; Prestes et. al,
2011).

2.6.1.1.4 Escolha do sorvente para etapa de limpeza

Tradicionalmente a etapa de limpeza emprega SPE, a qual utiliza cartuchos ou
colunas que contém entre 2,5 e 1 g de sorvente. Esta técnica envolve operacéo
manual, uso de diferentes solventes para lavagem do sorvente, etapas de
evaporacao e secagem. Muitos fatores afetam a precisdo quando se trabalha com
SPE, entre eles o0 ajuste do sistema de vacuo e o fluxo dos solventes. Esta técnica
quando automatizada requer manutencdo frequente, além dos sistemas hoje

disponiveis apresentarem um custo consideravel.

O método de limpeza que emprega D-SPE permite que a limpeza e reducédo de
agua residual sejam efetuadas de forma rapida e simultdnea. Esta etapa de
remocdo de agua proporciona um extrato final de menor polaridade, facilitando
assim a precipitacao de co-extrativos polares. O sorvente PSA, “primary secondary
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amine” retém as interferéncias da matriz, sendo que depois da agitacdo manual e

centrifugagdo o extrato esta pronto para ser injetado em sistema cromatografico.

A estrutura bidentada do PSA tem um elevado efeito quelante, devido a
presenca dos grupos amino primario e secundario. Como resultado, a retencdo de
acidos graxos livres e de outros compostos polares presentes na matriz € muito
forte. Uma limpeza eficiente garante uma maior vida util para insersores e colunas
cromatograficas, reduzindo assim a contaminacdo do sistema cromatografico e

minimizando o efeito matriz (Anastassiades et. al, 2003; Prestes et. al, 2011).

2.6.1.2 Modificagcbes do método QUEChERS

Desde sua primeira versdo, o método vem sofrendo adaptacdes e sendo

empregado na extracao de outros tipos de matrizes.

De acordo com Lehotay e Anastassiades, a adicdo de uma etapa de
tamponamento foi a primeira modificacdo proposta para o método, com o objetivo de
melhorar os percentuais de recuperacdo (70-120%). Lehotay et. al, em 2005,
desenvolveram o método “QUEChERS acetato”, no qual o efeito tamponante (pH 4,8)

é promovido pela adi¢cdo de acetato de sodio.

Anastassiades et. al propuseram o método “QUEChERS citrato”, em 2007, que
utiliza uma mistura de citrato de sodio diidratado e hidrogenocitrato sesquihidratado

como responsaveis pelo efeito tamponante (pH 5,0-5,5).

Em 2008 Lesueur et al. empregou 0 método de extracdo QUEChERS na andlise
de pesticidas em solo, baseando-se no método proposto inicialmente por
Anastassiades, porém aplicou algumas modificacdes. O método de extracdo em solo
objetivou a determinacdo de 24 pesticidas, dentre os quais podem ser citados 0s
organoclorados lindano e dieldrin. Para isso, foram aplicados 20 mL de acetonitrila
em 10g de amostra de solo e procedeu-se agitacdo, em seguida adicionou-se 4g de
sulfato de magnésio, 1g de cloreto de sodio, 1g de citrato de sodio, 0,59 de
hidrogenocitrato de sédio sesquiidratado. Agitou-se e centrifugou-se, posteriormente
efetuou-se a etapa de limpeza, adicionando-se ao sobrenadante, 150mg de bondesil
PSA e 950mg de sulfato de magnésio, agitou-se e centrifugou-se. Retirou-se entdo o
sobrenadante o qual estava pronto para andlise. O meétodo apresentou Otimos

resultados nos testes de recuperacéo.
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A técnica de extracdo QUEChERS tem se destacado por ser de facil e rapida

execucao além de ser relativamente barata, robusta e eficiente (Lesueur et. al, 2008).

2.6.2 Cromatografia Gasosa

A técnica de cromatografia foi utilizada pela primeira vez por Ramsey, em 1905
para separar misturas de gases e vapores. Porém, s0 em 1952, Martin e James
introduziram a técnica de cromatografia a gas, até hoje considerada uma das técnicas
mais Uteis para andlises de gases e compostos organicos volateis ou derivados com

igual caracteristica (Cienfuegos e Vaitsman, 2000).

A Cromatografia Gasosa — GC (Gas Chromatography) é uma técnica utilizada
para separacdo e analise de misturas de substancias volateis. A amostra é
vaporizada e introduzida em um fluxo de um gas adequado denominado fase movel
(FM) ou gés de arraste. Este fluxo de gas juntamente com a amostra vaporizada
passa por um tubo contendo a fase estacionaria (F E), coluna cromatografica, onde
ocorre a separacao da mistura. A Fase Estacionaria pode ser um solido adsorvente
(Cromatografia G&s-Sélido) ou, mais comumente, um filme de um liquido pouco
volatil, suportado sobre um sélido inerte (Cromatografia Gas-Liquido com Coluna
Empacotada ou Recheada) ou sobre a prépria parede do tubo (Cromatografia Gasosa
de Alta Resolucao) (Ciola, 1985). A Figura 7 esquematiza um sistema cromatografico
simples, composto por um cilindro de gas de arraste, controladores de pressédo e

vazao, injetor, forno com colunas, detector e registrador.

CONTROLE INJETOR DETECTOR AMPLIFICADOR
DE PRESSAO
Ji)
1
CONTROLE
DE YASAO
DE GAS
[ /,/’/ \ \\
I I
FORNO DA \ ] PROCES-
COLUNA *k\\ /./ SADOR DE
COLUNA DADOS
GAS DE
ARRASTE

Figura 7. Esquema ilustrativo de um cromatografo a gas
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Ao passar pela FE, os compostos da amostra sdo separados de acordo com sua
afinidade com a coluna cromatogréafica, ou seja, de acordo com seu tempo de
retencdo (TR) e também sob influéncia da temperatura aplicada ao sistema

(Cienfuegos e Vaitsman, 2000).

Apés separagdo, sdo imediatamente expostas ao detector, que identificam e
guantificam as amostras analisadas, gerando um cromatograma. O cromatograma €&
um registro grafico dos sinais emitidos pelo detector. Pode-se, portanto, concluir que
a teoria da cromatografia esta baseada em duas caracteristicas principais: a posi¢cao
do pico e a velocidade de alargamento deste, durante a corrida (Cienfuegos e
Vaitsman, 2000).

No desenvolvimento de um método cromatografico, parametros como
temperatura de ebulicdo do(s) composto(s) de interesse e do solvente, fluxo do gas
de arraste e pressao devem ser cuidadosamente observados, pois a variagdo destes
implica na eficiéncia do método em questao (Cienfuegos e Vaitsman, 2000).

2.6.2.1 Estudo da Conformidade do Sistema

Para garantir que todo o método analitico adotado fornecga resultados com
precisdo e exatiddo aceitaveis e confiaveis é necessaria a realizacdo de um estudo
prévio do mesmo, como por exemplo, testes experimentais de conformidade do
sistema cromatografico que inclui a avaliagdo dos seguintes parametros: fator ou
tempo de retencédo (k), fator de separagéao (a), resolugédo (RS), numero de pratos (N) e
fator de assimetria (As) (Langas, 2004).

2.6.2.2 Tempo de retencgéo

O tempo de retencdo € o tempo relativo em que o analito permanece na fase
estacionaria (F. E.). Ele esta diretamente relacionado com o grau de afinidade entre o
analito e a coluna cromatografica. O fator de retencao é definido matematicamente

pela Equacéo 1 (Ciola, 1985).

t = tl - t2 (1)

39



Em que t; é o tempo em que as moléculas do analito ficam na fase mével e t, é
o tempo gasto desde a injecdo do analito no sistema cromatografico até a saida do

pico referente ao mesmo (Ciola, 1985).

2.6.2.3 Célculo do Fator de Retencéao (K)

O Fator de Retencédo é determinado pelo tempo de retencdo da substancia (a)
subtraido pelo tempo de retencédo do composto nao retido (b), dividido pelo tempo de
retencdo do composto néo retido (b). Esses valores sao obtidos considerando-se a
Equacéo 2. (Cienfuegos e Vaitsman, 2000).

Rf:

ab
b (2)

2.6.2.3.1 Influéncia da estrutura molecular nos valores de K

O grau de afinidade entre o composto e a FE baseia-se em conceitos quimicos
de forgas intermoleculares e polaridade molecular. FE polares reterdo mais
concisamente compostos polares, por meio de interagbes do tipo dipolos
permanentes (Figura 8 b) ou pontes de hidrogénio (Figura 9) . No caso de fases
estacionarias apolares, obviamente, ocorrera maior afinidade por compostos apolares,

regida por interacdes de dipolo induzido (Figura 8 a) (Ciola, 1985).

(Analito) >C: C<
a
b

(F.E) >a

N .
+ d-

Figura 8. Interacdo entre analito e fase estacionaria por (a) dipolo-induzido e (b) dipolo-
permanente.
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(Analito) —\c—c\/
/ OH._
a ‘H
(FE)
—O—Ti
CHs,

Figura 9. Interacdo entre analito e fase estacionéaria por (a) ponte de hidrogénio.

2.6.2.3.2 Influéncia da temperatura nos valores de K

O fator de retencdo, como outras constantes fisico-quimicas, varia com a

temperatura de acordo com a Equacéo 3.

K = k,.e AH/RT (3)

Onde k, € uma constante; AH, calor de dissolucdo (ou adsorcdo); T a

temperatura; e R, a constante dos gases perfeitos.

Como a dissolucdo ou adsorcdo sdo fenbmenos exotérmicos, K diminui
exponencialmente com o aumento da temperatura, como expressa a Equacéo 4
(Ciola, 1985).

Ink =Ink, — 22 (@)

RT

2.6.2.3.3 Calculo do Fator de Separagao (a)

O Fator de Separagéo dimensiona a separacao relativa entre dois componentes
consecutivos em um cromatograma, como expressa matematicamente a Equacgéo 5
(Ciola, 1985).
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a = kZ/Kl (5)

Onde a é o fator de separagéo, K; € o fator de retencéo do pico 2 e K; é o fator

de retencéo do pico 1.

2.6.2.3.4 Resolucéo (Rs)

No desenvolvimento de um método em cromatografia gasosa, a determinacéo
da resolucéo necessaria para a separacao € fator critico. A capacidade do sistema
cromatografico em separar dois componentes (par critico), por exemplo, ndo depende
apenas dos tempos de retencdo absolutos, mas também da largura dos respectivos
picos na linha de base que representa a eficiéncia de separacdo da coluna. A

resolucdo R é determinada pela Equacéo 6 (Cienfuegos e Vaitsman, 2000).

tyo—t
R — r2 ri (6)
W,+ W,

Onde t; e t, €& representam o0s tempos de retencdo de dois analitos
consecutivos, e Wy e W, correspondem as larguras dos respectivos picos na linha de
base.

2.6.2.3.5 Numero de Pratos Teoéricos

De acordo com a definicdo de coeficiente de particdo (k), uma substancia que
entre na coluna juntamente com o gas de arraste se dissolvera na fase liquida até que
se estabeleca um equilibrio, de acordo com os valores da concentracdo nas fases
estacionaria e movel. Durante a passagem da substancia pela coluna, este equilibrio
é rompido pelo efeito de transporte e deve ser restabelecido consecutivamente. Do
ponto de vista tedrico, considerar este processo em varios estagios de equilibrio é
dividir a coluna em um numero de secfes iguais entre si e, em cada uma destas
secoes, o equilibrio vapor-liquido deve ser restabelecido. A cada uma destas secfes

deu-se 0 nome de “Prato Teorico” (Cienfuegos e Vaitsman 2000).
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O poder de separacdo de uma coluna dependera, dentre outros fatores, da troca
entre a amostra e a fase liquida, isto €, quanto mais etapas de equilibrio existam,
maior sera o poder de separacdo. Pode-se entdo dizer que coluna eficiente € aquela
que possui um grande numero de pratos tedricos por metro (Cienfuegos e Vaitsman,
2000). O valor do numero de pratos tedricos é obtido a partir do cromatograma, pela
Equacéo 7:

N = 16 (tr/Wb)? @)

Onde tr é o tempo de retencdo e Wb a largura do pico na linha de base.

2.6.3 Deteccao por captura eletrénica (ECD)

A técnica de deteccao por Captura de Elétrons (ECD) foi introduzida em 1960,
e aliada a técnica de cromatografia gasosa, consolidou-se no campo de analise de
compostos halogenados, devido a sua alta seletividade e especificidade (Maggs et. al,
1971). Este método de andlise consiste em gerar elétrons livres pela exposicédo da
amostra & pequena fonte de material radioativo (°*H e ®*Ni). Os elétrons produzidos
neste processo sao coletados no anodo, gerando corrente, que € amplificada por um
eletrbmetro, resultando a linha de base. Se a amostra possuir afinidade por elétrons,
ao passar pelo detector, pode “capturar’ alguns, causando diminuicdo na corrente

produzida e gerando um sinal proporcional a sua concentracao (Skoog et. al, 1998).

O ECD (Figura 10) é seletivo, possuindo grande sensibilidade para moléculas
eletronegativas como halogenetos organicos, aldeidos conjugados, nitrilas, nitratos e
organometalicos. E praticamente insensivel a hidrocarbonetos, alcoois e cetonas

(Cienfuegos e Vaitsman, 2000).

O detector pode funcionar por duas formas: por meio de corrente continua ou
por corrente pulsada. A principal diferenca entre elas € que sob corrente continua, os
elétrons adquirem maior energia cinética (determinada pela forca do campo elétrico)
do que as moléculas do gas de arraste, enquanto que sob corrente pulsada, o periodo
de pulso fornecido é grande, se comparado a largura, favorecendo um equilibrio

térmico entre os elétrons e as moléculas de gas. Consequentemente, as respostas
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anOmalas obtidas, até entdo, pela corrente de pulso continua, sdo eliminadas pelo

pulso de corrente (Maggs et. al, 1971).

Salda de fluze

—_—

Eletrodo Caletor

Smal de corrente

T

Da coluna

Figura 10. Esquema de Detector por Captura Eletrénica (ECD)

Uma importante aplicagdo do ECD consiste na determinacdo de pesticidas
organoclorados, devido a sua alta sensibilidade e especificidade. Contudo sua
linearidade € geralmente compreendida dentro de um intervalo de duas ordens de
magnitude (Skoog et. al, 2000).

2.6.3.1 Mecanismo de detecc¢éo

A deteccdo por captura de elétrons é baseada na eletronegatividade das
substancias eluidas, ou seja, a habilidade das mesmas em formarem ions negativos
para capturar elétrons. fons negativos tém varios graus de estabilidade, que s&o
expressas através de sua eletroafinidade relacionada com os fétons ionizantes. A
eletroafinidade de um atomo ou molécula depende de sua configuragcéo eletrénica, ou
seja, quanto mais ocupado de elétrons o orbital de um ion negativo estiver, mais
estavel este ion estard. Geralmente, atomos com orbitais ocupados néo formam ions
negativos, enquanto atomos com uma Unica vacancia em seu orbital mais externo,
Ihes conferem forte eletroafinidade. A Tabela 5 mostra a eletroafinidade de alguns

atomos e moléculas.
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Tabela 5. Eletroafinidade de alguns 4tomos e moléculas (Sevéik, 1976).

lon Eletroafinidade (eV) fon Eletroafinidade (eV)
H~ 0,80 Hy 0,90
He~ 0,00 0, 0,44

(o 1,25 OH~ 1,78

N~ 0,50 NO~ 0,91

0~ 1,46 NO; 3,90

P~ 1,33 CH™ 1,60

S~ 2,15 CN~ 3,10

Ccl~ 3,70 SF; 3,39

I~ 3,23 SH™ 2,50

O mecanismo de captura de elétrons depende fortemente da energia de colisdo
do elétron, de acordo com o processo de termalizacdo. O processo de termalizacdo
consiste na perda de energia gradual do gas de arraste, provocada pela emissao de
particulas priméarias (fétons, elétrons), emitidas por uma fonte adequada (**Ni ou *H)
para colidir com o0 mesmo. Este processo depende do tipo de particula emitida pela

fonte e também do tipo de gas de arraste (Sevéik, 1976).

Em cromatografia, o gas de arraste geralmente utilizado é o nitrogénio, gas
diatdbmico, considerado mais eficiente do que os gases monoatdbmicos no que se
refere ao processo de termalizacdo. A colisédo entre 0 gas e a particula emitida pela
fonte pode provocar uma ionizagdo (Equacdo 8) ou a formacdo de um estado
excitado, entretanto a probabilidade de formacdo de um estado excitado €
insignificante, comparada a de ionizacdo de uma molécula diatbmica (Equacéo 9) .

B+ N, » B'+Nj+e (8)
B+ Ny - B'+N; 9)

Num dado instante, elétrons com varias energias estdo presentes no detector,
ocupando grande volume, alguns dos quais sao capazes de ionizar atomos ou
moléculas diretamente, e algumas dessas ionizacdes sao realizadas por captura de
elétrons. A captura eletronica provoca reducao da velocidade de transporte de carga,
diminuindo a corrente de ionizagcdo no campo elétrico. Alguns mecanismos de captura

de elétrons podem ser observados nas Equagfes 10 a 13.
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e+4d > A+ h (20)

e+A+B - A=+ B (11)
e + NO,(ORG) = NO,(ORG™)* 5 NO,(ORG™) + y (12)
e + CL(ORG) — CL(ORG™)* — Cl~ + ORG (13)

As reacdes envolvem a captura de elétrons de um atomo, e a probabilidade de
iSso ocorrer € baixa, se comparada com as reac¢des 10 a 13, que envolvem moléculas
(Sevéik, 1976).

2.6.3.2 Sensibilidade e Seletividade do ECD

A sensibilidade e a seletividade do ECD estdo diretamente relacionadas
capacidade de producéo de sinal, isto é, a eletroafinidade das substancias em analise

no detector. Esta técnica é utilizada para analise de tracos.

A sensibilidade do detector depende do campo elétrico produzido entre os
eletrodos. Entretanto, a pequena distancia entre eles, pode provocar muitas
mudancas de intensidade do campo elétrico, podendo produzir ionizacbes diretas
(Sevéik, 1976).

2.6.4 Espectrometria de massas

F. W. Aston, através da criacdo do espectrografo de massas (Figura 11),
descobriu a causa das diferencas de massa de certo nimero de is6topos néo
radiativos. Introduzindo o g4s nebnio em seu instrumento, ele observou quatro linhas
correspondentes a razbes massa/carga de 10, 11, 20 e 22. O primeiro par
correspondendo a ions duplamente carregados e o0 segundo par, a ions
monoionizados. Também A. J. Dempster, trabalhando nos EUA, desenvolveu seu
espectrometro de massas e foi capaz de medir precisamente abundancias isotépicas
de varios elementos. O primeiro experimento de andlise de compostos organicos foi
realizado em 1940 por Hoover e Washburn que analisaram uma mistura de

hidrocarbonetos (Beynon e Morgan, 1978).
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Figura 11. O 1° Espectrdmetro de massas (Challoner, 2010).

A partir dessas experiéncias pioneiras iniciou-se a ciéncia da espectrometria de
massas, emergindo com instrumentos setoriais e posteriormente com o
desenvolvimento de instrumentos quadrupolares, de tempo de vbo, de ressonancia

ciclotrbnica, entre outros (Bustillos et. al, 2003; Asamoto, 1991; March, 1997).

Basicamente, todos os espectrOmetros de massa possuem uma fonte e
acelerador de ions, analisador de massas e detector de ions (Figura 12). Neles, uma
amostra de pressdo de vapor moderada é introduzida num sistema de injecéo
operado sob vécuo (10® a 107 torr) e temperatura superior a 300 °C. Apés
vaporizacdo, a amostra com moléculas, M, do analito € levada a fonte de ionizacao
onde sofre impacto por feixe de elétrons de alta energia, produzindo o ion positivo M*,

chamado ion molecular.

O ion molecular é produzido em diferentes estados de energia. A energia
interna € dissipada por reacbes de fragmentacdo e os fragmentos de menores
massas sdo ionizados e convertidos a ions. O ion M* permite determinar diretamente
0 peso molecular do composto ou nimero inteiro mais proximo deste e os demais
ions com razdes massa-carga (m/z), fornecem informa¢Bes importantes para a

elucidacao da estrutura.
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Figura 12. Cromatdgrafo a Gas acoplado a Espectrdmetro de Massas

Um aspecto a se destacar no que se refere aos espectrdmetros de massas é a
forma pela qual as moléculas do analito sdo ionizadas, uma vez que estas devem ser
ionizadas por campos eletromagnéticos, sejam eles estaticos ou dinamicos. Os
varios métodos de ionizagdo existentes foram desenvolvidos com o intuito de ampliar
a gama de compostos que poderiam ser levados a fase gasosa e ionizados,
independente de sua forma fisica, peso molecular ou caracteristica de volatidade e
etc (Dempster, 1921; Nier, 1947; Munson e Field, 1966; Barber et. al, 1981; Dole et.
al, 1968; Yamashyta e Fenn, 1984; Horning et. al, 1973; Horning et. al, 1974,
Torgeson et. al, 1974).

Entre os principais métodos existentes, destacam-se a ioniza¢do por impacto
de elétrons que constitui um importante método de ionizacdo empregado na andlise
de moléculas organicas. A Figura 13 representa esquematicamente uma fonte de
ions por impacto de elétrons acoplada a um analisador de massas quadrupolar

bidimensional.
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Figura 13. Representagéo esquemaética de fonte de ions por impacto de elétrons acoplada a
um analisador de massas quadrupolar bidimensional.

As fontes de ionizacdo por impacto de elétrons possuem um filamento,
geralmente de tungsténio ou rénio, o qual aquecido sob vacuo de 10° a 10°® mbar
emite elétrons que sdo acelerados a camara de ionizacdo por uma diferenca de
potencial de 70 eV, embora diferentes energias de ionizagcdo possam ser utilizadas
(Figura 13) (Hilderbrand, 2000; O"Connor, 1999 e 1998; Takayama, 1995). O feixe de
elétrons produzido é entdo colimado passando por uma fenda da camara de ionizagéao
e colide com as moléculas vaporizadas da amostra (Ashcroft, 1997). Quando as
moléculas neutras do gés interagem com esse feixe, um elétron € removido da
molécula com a deposicdo concominante de mais de 100 kcal de energia interna
dentro do novo cation radicalar produzido. Quando o excesso de energia interna é
redistribuido através do ion molecular, suficiente excitacdo sera depositada nos varios
graus de liberdade vibracionais, resultando em clivagem de uma ligacao (Nier, 1947).
No processo de ionizacdo por impacto de elétrons formam-se tanto ions negativos
como positivos e ambos possuem configuracbes analogas pois sdo dotados de
elétrons desemparelhados. Entretanto o rendimento na formacéo dos ions positivos é
da ordem de 104 vezes maior que para ions negativos, e por esse motivo, 0os estudos
em geral, sdo concentrados em ions positivos no modo de impacto de elétrons
(Gottlieb, 1968).

Acoplada ao Cromatégrafo a gas, liquido ou plasma, o Espectrdmetro de
Massas funciona como detector de alta seletividade e sensibilidade (Bustillos et. al,
2003).
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2.6.4.1 Fragmentacao na fonte de ions por impacto de elétrons

A quimica organica convencional trata de reacdes iniciadas por reagentes
qguimicos, calor ou energia radiante. A espectrometria de massas por sua vez, trata
dos efeitos do bombardeio de moléculas organicas com feixes de elétrons ionizados a
uma pressao de vapor de aproximadamente 10-5 mmHg, tratando-se portanto, de
processos unimoleculares. Neste processo, somente uma pequena parte da energia
necesséria para a fragmentacéo é transferida como resultado do impacto (Silverstain
et. al, 1963).

2.6.4.2 A formacgéo do espectro de massas

Um espectro de massas pode fornecer vérios tipos de informac¢fes quanto a
natureza de um composto quimico. Isso advém do fato de que um grafico de
espectro de massas no qual a abcissa indica a razdo massa/carga e a ordenada
indica a abundancia relativa, fornece informacdes isotopicas de elementos,
informacdes estruturais advindas do estudo de fragmentos da molécula e, em alguns
casos, a massa molecular, caso o ion molecular esteja presente. No entanto,
algumas destas informacdes nao séo utilizadas pelos analistas que, em muitos casos,
procuram apenas pelo ion molecular. Porém, dependendo da estabilidade da
molécula sob bombardeamento de elétrons energéticos, ndo é possivel observa-lo
(Smith e Busch, 1999). Cabe ressaltar que a simples verificagdo dos dados relativos
a concordancia dos espectros-padrao existentes nos bancos de dados de livrarias
espectrométricas e o espectro da molécula alvo, pode induzir a erro, pois 0 espectro
de massas da molécula alvo pode néo estar presente no banco de dados ou podem
ocorrer identificacBes errbneas em funcado da presenca de moléculas interferentes.
Dados preliminares tais como, a procedéncia da amostra, método de amostragem,
extracdo, entre outros, sdo muitas vezes fundamentais na identificacdo do composto

de interesse.

As linhas espectrais num espectro de massas correspondem a reacdes de
fragmentacao das moléculas submetidas ao bombardeamento eletrénico. A Figura 14
ilustra algumas reacdes de fragmentacdo que frequentemente ocorrem na fonte de

impacto de elétrons.
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Formagiodoionmolecular ABCD+e  ——» ABCD' +2e

. . N .
Fragmentacéo ABCD —_— A + BCD
- > A +BD—>BC+ D
B+ A
. +
. . D+ AB — N
A+ B
: . D + C
L > AB +CD — e
cC + D
< : BC + AD
Rearranjo seguido por fragmentagio ABCD — ADBC — . +
AD + BC

Colisio seguida por fragmentacio ABCD' + ABCD —(ABCD) %> BCD + ABCDA

Figura 14. Algumas reacdes de fragmentacao na fonte de impacto de elétrons (Skoog et. al,
1998)

2.6.4.3 Funcdes de Varredura

Funcao de varredura é uma representacéo visual da sequéncia de segmentos
de programa no “software” que controla a operacdo do sistema quadrupolar,
mostrando a variagéo temporal de todos os potenciais aplicados aos eletrodos do filtro

quadrupolar.

O tipo de varredura a ser aplicado pode ser selecionado pelo operador, de
acordo com o objetivo da analise, podendo ser escolhidos os modos: varredura
(SCAN) e Monitoramento de lons Selecionados (Select lon Monitoring, SIM) e ainda,
€ possivel valer-se de um artificio do software designado Monitoramento de Corrente
de ion (Monitoring lon Current, MIC).

2.6.4.3.1 Funcgéo de Varredura SCAN

A funcéo de varredura SCAN consiste na determinacdo de uma faixa de massas
a ser analisada, pré-determinada pelo operador, para qual o detector aplicara
potenciais de corrente direta (Direct Current, DC) e radio frequéncia (Radio
Frequence, RF) adequados (Bustillos et. al, 2003). Este tipo de varredura é
recomendado para uma primeira andlise, pois através dela € possivel fazer um
“scaneamento” de todas as substancias presentes na amostra. Essa funcdo é
também indispensdvel como etapa inicial na elaboracdo de um método
cromatografico, quando se utiliza a técnica de GC/MS, ou qualquer outra técnica de

deteccdo aliada a cromatografia. Dessa forma é possivel realizar-se a injecdo de

51



padrao em concentragdo adequada, identificando seu tempo de retengédo, como mais
um fator de confirmacdo para o desenvolvimento subsequente do método e

quantificacdo dos analitos de interesse (Bustillos et. al, 2003).

2.6.4.3.2 Modo de Varredura SIM

O modo de varredura SIM se baseia na escolha, pelo operador, dos ions a
serem monitorados pelo detector de massas. Dessa forma o detector aplicara
determinadas Dc e RF para o monitoramento dos ions de interesse, aumentando
significativamente sua sensibilidade. Os ions escolhidos geralmente sdo o0s que
apresentam maior intensidade no composto que se deseja analisar. E possivel
adquirir essas informagfes através da biblioteca NIST (National Institute of Standards
and Technology) ou de uma primeira analise no modo SCAN dos padrées dos

analitos em questéo.

Esse modo de varredura € muito utilizado para quantificacdo e andlise de
tracos, por proporcionar a analise menores limites de deteccdo e quantificacdo
(Bustillos et. al, 2003).

2.6.4.3.3 Modo de Varredura MIC

O modo de varredura MIC consiste em um artificio disponivel no software,
através do qual é possivel selecionar os ions de interesse a serem analisados em um
cromatograma obtido pelo modo de varredura SCAN. O MIC funciona, portanto,
como uma “lente de aumento”, ou seja, dentre todos os ions monitorados pelo modo

SCAN, este artificio exibira os ions selecionados pelo operador (Bustillos et. al, 2003).
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2.6.5 Validacao de Método

A validacdo de uma metodologia parte da necessidade de se garantir a
confiabilidade dos dados gerados, através de sua comparabilidade, rastreabilidade e
confiabilidade, e esta sendo cada vez mais reconhecida e exigida. Dados analiticos
nao confiaveis podem conduzir a decisdes desastrosas e a prejuizos financeiros
irreparaveis. Para garantir que um novo meétodo analitico gere informacgdes confiaveis
e interpretaveis sobre a amostra, ele deve passar por uma avaliacdo denominada
validacdo. A validagdo de um método é um processo continuo que comega no
planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento (CODEX, WHO, 1992).

A validacéo deve garantir, por estudos experimentais, que o metodo atenda as
exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados
(ANVISA, 2003).

2.6.5.1 Legislacéo
A fim de mostrar competéncia técnica , os laboratérios que executam as
analises devem submeter-se a uma acreditacdo por um 0Orgao vigente de ambito

nacional ou internacional.

Existem razdes legais, técnicas e comerciais que justificam a implantagdo da
validacdo de métodos analiticos de separacdo, apesar de ndo haver uma norma

estabelecida de ambito nacional ou internacional.

No Brasil, h4 duas agéncias para verificar a competéncia de laboratérios de
ensaio, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o INMETRO (Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial). Estes o6rgaos
disponibilizam guias para o procedimento de validacdo de métodos analiticos,
respectivamente, a Resolucdo ANVISA RE n° 899, de 29/05/2003 (ANVISA, 2003), e
o documento INMETRO DOQ-CGCRE-008 (2010). Suas similaridades e diferencas

podem ser melhor visualizadas na Tabela 6.

E importante esclarecer que resolu¢ées sdo documentos com poder de lei, que
devem ser obedecidas e guias sdo documentos que sugerem uma linha a ser seguida

e sao, portanto, abertos para interpretagdo. Os guias sdo recomendacgdes e sao
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intencionalmente vagos para deixar aos analistas a flexibilidade de adapta-los de
acordo com o método a ser usado (Ribani et. al, 2004). Os parametros para
validacdo de métodos tém sido definidos em diferentes grupos de trabalho de
organizacdes nacionais ou internacionais. Infelizmente algumas definicbes séo
diferentes entre as diversas organizagbes. Uma tentativa para harmonizar estas
diferencas foi feita para aplicagcbes farmacéuticas, através da ICH “International
Conference on Harmonization” (ICH, 1995a; ICH, 1995b), na qual representantes das
industrias e agéncias reguladoras dos EUA, Europa e Japao definiram parametros,
requerimentos e, em alguns casos, também metodologias para validacdo dos

métodos analiticos.

A IUPAC “International Union of Puré and Applied Chemystry” também redigiu
um documento técnico que define um guia para validacdo de métodos analiticos que
tem sido utilizado pela ISO (Thompson, 2002). A norma internacional ISO/IEC 17025,
que € uma norma especifica para laboratérios de ensaio e de calibracdo, apresenta a
“validacdo de métodos” como um dos requisitos técnicos importantes na qualidade
assegurada dos laboratorios de ensaio, bem como a documentacdo do trabalho de
validagcédo (ISO/IEC, 1999). O US-FDA “United States Food Administration” também
tem proposto guias sobre validacdo de métodos (CDER, 1993; CDER, 1987).

Assim, orgados como ICH, IUPAC, ISO, ANVISA, INMETRO e outros exigem o
item “validacdo de métodos analiticos” como um requisito fundamental na acreditacéo
para a qualidade assegurada e demonstracdo de competéncia técnica (CDER, 1987,
ICH, 1995; Thompson, 2002; Ribani et.al, 2004).

O que se pode observar € que ndao ha um procedimento normatizado que
estabeleca como executar a validacdo de meétodos instrumentais de separacao.
Como estes organismos Sao responsaveis por acompanhar e credenciar a
competéncia de laboratorios de ensaios, é importante ressaltar que as diferentes
terminologias e até algumas caracteristicas de desempenho do método tém, em sua
maior parte, o mesmo significado, porém descrito de uma maneira distinta, para

aplicacdes diferentes.
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2.6.5.2 Processo de Validacao

E essencial que os estudos de validacéo sejam representativos e conduzidos
de modo que a variacdo da faixa de concentracdo e os tipos de amostras sejam
adequados. Um método para um composto majoritario requer um critério de
aceitacdo e uma abordagem diferente de um método desenvolvido para analise de
tracos. A frequéncia com que o método sera utilizado (muitas vezes em um dia,
uma vez em um dia para um estudo rapido, uma vez em um més, etc.) também
influencia o tipo de estudo de validacdo necessério. Os parametros analiticos
devem ser baseados na intencdo do uso do método. Por exemplo, se um método
sera usado para analise qualitativa em nivel de tracos, ndo ha necessidade de
testar e validar a linearidade do método sobre toda a faixa linear dinamica do
equipamento. O objetivo do método pode incluir também os diferentes tipos de
eguipamentos e os lugares em que o método sera utilizado, ou seja, se 0 método é
desenvolvido para ser utilizado em instrumento e laboratorio especificos, ndo ha
necessidade de usar instrumentos de outras marcas ou incluir outros laboratorios
nos experimentos de validacdo. Desta forma, os experimentos podem ser limitados

para o que realmente é necessario (Ribani et. al, 2004).

Tabela 6. Parametros de validacdo do INMETRO e ANVISA (Ribani et. al, 2004)

INMETRO ANVISA
Especificidade/Seletividade Especificidade/Seletividade
Faixa de trabalho e Faixa linear de trabalho  Intervalos da curva de calibracao
Linearidade Linearidade
Curva Analitica Curva de Calibracao
Limite de Deteccéo (LD) Limite de Deteccéo (LD)
Limite de Quantificacdo (LQ) Limite de Quantificacao (LQ)
Sensibilidade (inclinacdo da curva) -
Exatidao e tendéncia (bias) Exatidao
Precisédo Precisao
Repetitividade Repetitividade (precisao intra-corrida)
Preciséo Intermediaria Precisdo intermediaria (precisao inter-

corrida)

Reprodutibilidade Reprodutibilidade (preciséo inter-laboratorial)
Robustez Robustez

Incerteza de medicéo -
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2.6.5.3 Parametros Analiticos para Validacdo de Métodos

Os parametros analiticos normalmente encontrados para validacao de métodos
de separacao sao: seletividade; linearidade e faixa de aplicacéo; precisdo; exatidao;
limite de deteccéo; limite de quantificacdo e robustez. Estes termos sédo conhecidos
como parametros de desempenho analitico (Swartz e Kruel, 1998), caracteristicas de
desempenho (INMETRO, 2010; Thompson et. al, 2002) e, algumas vezes, como

figuras analiticas de mérito (Swartz e Kruel, 1998; Ribani et. al, 2004).

Neste trabalho, serdo utilizados alguns dos parametros analiticos propostos:
Precisdo, Exatiddo, Recuperacéo, Limite de Deteccéo (LD), Limite de Quantificacao

(LQ), Linearidade, Linearidade e Robustez.

2.6.5.3.1 Especificidade e Seletividade

O termo especificidade, muitas vezes é utilizado como sinébnimo de
seletividade, este define a capacidade do método em detectar o analito de interesse
na presenca de outros componentes da matriz (Brito et.al, 2003). Estes termos séo
frequentemente confundidos, entretanto € possivel entender as definicbes de ambos,
considerando que um método instrumental de separacdo que produz resposta para
uma unica substancia de interesse, normalmente um dado elemento, pode ser
chamado especifico e um método que produz resposta para varios compostos
quimicos, com uma caracteristica em comum, pode ser chamado seletivo (Ribani et.
al, 2004).

Na prética, diferentes testes de especificidade e seletividade tentam abordar o
mesmo problema: se o que é medido € o que realmente pensa-se ser medido.
Entender os diferentes mecanismos que causam interferéncias pode ajudar na
estruturagcéo dos testes e achar solucdes para os problemas encontrados (INMETRO,
2010).

Em analises qualitativas € necessario demonstrar a capacidade de selecdo do
método entre compostos com estruturas semelhantes que possam estar presentes na
amostra. Isto deve ser confirmado pela obtencdo de resultados positivos
(preferivelmente em relagdo ao material de referéncia conhecido) em amostras

contendo analito, comparativamente com resultados negativos obtidos em amostras
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que n&o contenham o analito de interesse, mas compostos estruturalmente
semelhantes (INMETRO, 2010).

Em analises quantitativas e analises de impurezas, a especificidade pode ser
determinada pela comparacéo dos resultados obtidos de amostras contaminadas com
qguantidades conhecidas do analito de interesse, compostos estruturalmente
semelhantes e amostras ndo contaminadas, a fim de demonstrar que o resultado do
teste ndo é afetado por esses materiais. Quando a impureza ou o padrdao do produto
de degradacao ndo estiverem disponiveis, pode-se comparar os resultados do teste
das amostras contendo impurezas ou produtos de degradacéo com resultados de um
segundo procedimento bem caracterizado, como por exemplo, um outro método ja
validado (ANVISA, 2003).

Em métodos cromatograficos, segundo a IUPAC, o termo seletividade € mais
apropriado para ser utilizado, pois existem poucos métodos especificos, ou seja, que
respondem a um unico analito de interesse. Em métodos cromatograficos devem-se
tomar algumas precaucdes necessarias para garantir a pureza dos picos. A utilizacéo
de testes de pureza de pico € interessante para demonstrar que o pico é atribuido a

um s6 componente (Ribani et.al, 2004).

2.6.5.3.2 Especificidade

Testes de especificidade necessitam de uma pesquisa cuidadosa do
conhecimento disponivel na area de aplicacdo, para que se encontrem todos 0s
componentes que precisam ser testados. Assim sendo, 0 analito, a matriz com ou
sem analito, matérias-primas do processo, impurezas dos materiais iniciais ou do
processo, subprodutos e produtos de degradacdo ou metabdlitos e reagentes em
branco devem ser analisados. As vezes se faz necesséario expor todos os
componentes e a matriz a condicbes extremas (calor, acido, alcali, oxidagéo,
radiacdo, UV/Visivel, luz fluorescente) para determinar possiveis produtos de
degradacao (ANVISA, 2003; INMETRO, 2004).

Muito esforco foi dedicado para resolver os problemas de especificidade
frequentemente encontrados com as técnicas mais comuns de espectrofotometria de
UV/Visivel ou de cromatografia liquida. Comparacbes de resultados, variando as

condicdes de medicao e analise de pureza de sinal, podem ser usadas para verificar
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gue nenhum outro componente conhecido ou desconhecido esteja sendo determinado
junto com o analito. Algumas vezes deve-se usar técnicas adicionais, como
cromatografia de camada fina (CCF) ou espectroscopia de massas (EM), apés a
separacao e a coleta do analito. Em particular, isso € necessario em meéetodos usados
para avaliar estabilidade. Para este propdsito, as amostras utilizadas nos ensaios de
condi¢cbes extremas sao estudadas cuidadosamente para provar que nenhum produto
de degradacédo conhecido ou desconhecido possa perturbar o sinal do analito (Ribani
et.al, 2004; INMETRO, 2010).

Como exemplo, para técnicas cromatograficas, além das comparac¢des visuais
de cromatogramas, diferentes parametros devem ser calculados nos cromatogramas
para descrever a especificidade do método. Os parametros mais importantes sao:
resolucdo, retencdo relativa (fator de separacédo), fator de capacidade (fator de

retengdo), fator de simetria e nimero de pratos teéricos (INMETRO, 2010).

2.6.5.3.3 Seletividade

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no desempenho
da medicdo pelo detector selecionado, sem causar um sinal visivel no teste de
especificidade. Os interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, e a magnitude do

efeito também pode depender da concentracdo (INMETRO, 2010).

Varios testes e suas estatisticas correspondentes podem ser utilizados para o
estudo da seletividade dependendo da disponibilidade do analito, da matriz da
amostra sem analito ou um grupo satisfatério de amostras de referéncia disponiveis,
podem ser aplicados os testes F (Snedecor) de homogeneidade de variancias e o
teste t (Student) de comparacdo de médias, ou entdo realizada a analise dos desvios
em relacdo aos valores de referéncia. Normalmente, parte-se da hipdtese em que a
matriz ndo afeta o sinal do analito em niveis de concentra¢gdes elevados ou acima da
faixa. Preparam-se dois grupos de amostras de teste, um com a matriz e 0 outro
sem, ambos 0s grupos com a concentracdo do analito idéntica em cada nivel de
concentracdo de interesse. O numero de amostras paralelas em cada nivel de
concentracdo deve ser maior ou igual a 7 (sete) para permitir o uso adequado dos

modelos estatisticos e proporcionar uma comparacgao valida. Primeiro, faz-se o teste
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F para verificar se as variancias das amostras podem ser consideradas iguais,
calculando-se o valor de F como representado pela Equagéo 14.

F = z—: (14)

Onde: s; e s, sdo as variancias de cada amostra, com a maior variancia no
numerador. Ao mesmo tempo, obtém-se o valor de F, com (n-1) graus de liberdade
no numerador e (n-1) graus de liberdade no denominador; usualmente, adota-se um

nivel de confianca de 95%. Tem-se dois casos:

() Se o teste F ndo é significante, isto €, se F calculado for menor que o F
tabelado, a matriz ndo tem um efeito importante sobre a precisdo do método na faixa
de concentracdo em estudo. Neste caso, os desvios-padrédo dos grupos de testes
podem ser agrupados e a significancia das diferencas das médias dos dois conjuntos
de amostras podem ser testados com a distribuicdo t de Student. Neste caso,

calculam-se:

X1 € X, = médias das respostas dos analitos em amostras “com matriz” e “sem

matriz’ na mesma faixa de concentracao;

S1 e S, = desvios-padrdo das respostas dos analitos dos dois grupos de

amostras, bem como o valor de tcaicuado, COMO pode ser observado na Equacéo

15.
_ Ixi-x3
tcalculado — 1 1 (15)
2 - 4 =
ni np
(n—1)51+(n—1)52 -
Onde S = e n, e n, sdo os tamanhos das amostras.

(n+n-2)
O valor t € obtido a partir da tabela da distribuicdo de Student para (n +n — 2)
graus de liberdade e a confianca desejada.

(I Se o teste F é significante, a matriz tem um efeito importante sobre a preciséao
do método na faixa de concentracdo em estudo, as varidncias podem ser

consideradas desiguais e o t é calculado conforme a Equagéo 16.
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1 =21 (16)
nig np

calculado=

Neste caso, para a obtengao do t tapeiado, 0 NUMero de graus de liberdade (v) €

calculado conforme a Equacéo 17.

2 2
51/ +52
ny n;

v = - » - 2 a7
(o) ()

nq+1 = np+1

No caso de somente uma faixa relativamente estreita de concentracdes
interessarem, ou se O erro analitico devido a uma possivel dependéncia com
concentracéo for desprezivel, o teste t com dados pareados pode ser utilizado para

verificar efeitos de matriz, como mostra a Equacaol8.

xgVn
Lcalculado = C;_d (18)
onde:
¥ = Z (d;d) o s = Z[(dn—_dl)—f]

Nas equacOes, x = média das diferencas entre as respostas dos pares de
analitos; d, d = respostas do analito para o par de amostras “com matriz’ e “sem
matriz’; s = desvio padrdo das diferencas e n = nimeros de pares. O valor de t
tabelado € obtido da distribuicdo t de Student com (n-1) graus de liberdade e a
confianga desejada.

Se o valor de t calculado for menor que o t tabelado, pode-se concluir que a
matriz ndo afeta o ensaio. Se o valor de t for maior que o esperado, pode-se concluir
que a matriz tem um efeito estatisticamente significante sobre o resultado do ensaio.

Se a matriz sem o0 analito ndo estiver disponivel, a seletividade pode ser
testada comparando-se as inclinacbes das curvas de adicdo padrdo. Isto € feito

preparando-se dois grupos de amostras que contenham a mesma adicdo de analito
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para cada nivel de concentracdo. Um grupo inclui a matriz da amostra (contendo um
nivel basico do analito) e o outro grupo ndo inclui a matriz da amostra. Os resultados
destas amostras podem ser representados em um mesmo grafico em funcdo da
concentracdo de analito adicionado. Se as inclinacbes destas duas curvas de
regressao linear forem as mesmas, o Unico efeito de matriz presente é a interferéncia

natural causada pelo nivel basico do analito.

2.6.5.3.4 Precisao

A precisao € geralmente expressa como desvio padrdo ou desvio padréo
relativo. A repetitividade e a reprodutibilidade séo geralmente dependentes da
concentracdo do analito e, deste modo, devem ser determinadas para um diferente
namero de concentracfes e, em casos relevantes, a relacdo entre a precisdo e a
concentracdo do analito deve ser estabelecida. O desvio padrao relativo pode ser
mais util neste caso, pois foi normalizado com base na concentragdo e deste modo
ele é praticamente constante ao longo da faixa de interesse, contanto que esta nao
seja muito grande (ICH, 1995a; INMETRO, 2010, Ribani et. al, 2004).

A precisao é avaliada pelo desvio padrao absoluto (o), que utiliza um numero
significativo de medi¢des, normalmente maior que 20. Na pratica, em validagdo de
meétodos, o numero de determinacdes é geralmente pequeno e o que se calcula é a

estimativa do desvio padréao absoluto (s), como mostra a Equacao 19.

(19)

X € a média aritmética de um pequeno numero de medicbes (média das
determinacdes), sendo uma estimativa de p, a média verdadeira (média da
populacdo); x; € o valor individual de uma medi¢do e n é o numero de medicdes. A
precisdo também pode ser expressa pelo intervalo de confianca da média, que é
uma faixa de valores no qual existe uma determinada probabilidade de se encontrar
certo valor de uma variavel, calculada como mostra a Equacdo 20 (Ribani et. al,
2004).
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Intervalo de confianca da média = X (20)

£t

Em que: t,1= valor critico da distribuicdo de Student com n-1 graus de
liberdade. O valor t é tabelado e apresenta valores para diferentes niveis de
confianca. Outra expressdo da precisdo é atraveés da estimativa do desvio padréo
relativo (RSD), também conhecido como coeficiente de variacdo (CV) expresso na
Equacao 21.

RSD (%) ou CV (%) = =.100  (21)

Normalmente, métodos que quantificam compostos em macro quantidades
requerem um RSD de 1 a 2%. Em métodos de andlise de tracos ou impurezas, sao
aceitos RSD de até 20%, dependendo da complexidade da amostra (Huber, 1998;
Ribani et.al, 2004). Uma maneira simples de melhorar a precisdo é aumentar o
namero de replicatas. A precisdo em validacdo de métodos é considerada em trés
niveis diferentes: repetitividade, precisao intermediaria e reprodutibilidade.

2.6.5.3.5 Exatidao

Exatiddo do método é definida como a concordancia entre o resultado de um
ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro. A exatidao,
quando aplicada a uma série de resultados de ensaios, implica huma combinacao de

componentes de erros aleatorios e sistematicos (tendéncia) (Ribani et. al, 2004).

Representa o0 grau de concordancia entre o0s resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro (INMETRO, 2010; ICH, 1995b). E importante observar que um valor
exato ou verdadeiro é o valor obtido por uma medicdo perfeita e este valor é
indeterminado por (ISO, 1993).

A exatiddo é sempre considerada dentro de certos limites, a um dado nivel de
confianga (ou seja, aparece sempre associada a valores de precisdo). Estes limites
podem ser estreitos em niveis de concentracdo elevados e mais amplos em niveis

de tracos.
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O numero de ensaios varia segundo a legislacdo ou diretriz adotada e
também com as caracteristicas da pesquisa. A ICH (1995) estabelece que um
minimo de nove determinac¢des envolvendo um minimo de trés diferentes niveis de
concentracdo deve ser obedecido. Por exemplo, ensaios em triplicata para trés
niveis de concentracdo. Esta recomendacdo € também adotada pela ANVISA
(2003; Ribani et. al, 2004).

Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método séo:
materiais de referéncia; comparacdo de métodos; ensaios de recuperacado; adicao

padrao.

2.6.5.3.6 Recuperacgéao

A recuperacdo do analito pode ser estimada pela analise de amostras
adicionadas com quantidades conhecidas do mesmo (Spike). As amostras podem ser
adicionadas com o analito em pelo menos trés diferentes concentragdes, por
exemplo, préximo ao limite de deteccéo, proximo a concentracdo maxima permissivel
e em uma concentracao proxima a media da faixa de uso do método.

A limitacdo deste procedimento € a de que a substancia adicionada ndo est4,
necessariamente, na mesma forma que a que se encontra presente na amostra. 1Sso
pode implicar, por exemplo, na presenca de substancias adicionadas em uma forma
que proporcione melhor deteccdo, ocasionando avaliacbes excessivamente otimistas
da recuperacdo. Pelo fato de outros componentes da matriz poder interferir na
separacao, deteccdo ou na quantificacdo da substancia, efeitos dos componentes da

matriz devem ser investigados (Ribani et. al, 2004).

A recuperacao (ou fator de recuperacado), R, é definida como a proporcéo da
quantidade da substancia de interesse, presente ou adicionada na por¢cao analitica

do material teste, que é extraida e passivel de ser quantificada (INMETRO, 2010).

A informacao de recuperacdo pode ser estimada de a partir de um material de
referéncia certificado - CRM (certified reference material) em que a quantidade de
substancia € previamente conhecida, quando disponivel, ou de um composto
substituto. O substituto é definido como um composto ou elemento puro adicionado
ao material teste, no qual o comportamento quimico e fisico € representativo da

substancia de interesse na forma nativa (Ribani et. al, 2004). Diz-se que o
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composto € um substituto porque este é transferido para a amostra e pode nao
estar efetivamente no mesmo equilibrio que se encontra a substancia na forma
nativa, entdo determina-se a recuperacao do substituto, fazendo uma “correcéao de
recuperacao” para a substancia de interesse (Thompson, 1999; Ribani et. al, 2004).

Os compostos substitutos, adicionados nas amostras, podem ser de varios tipos:

hY bY

= padrdo da substancia adicionado a matriz isenta da substancia ou a amostra
(fortificacado, incorporacédo, dopagem, enriquecimento); o US-FDA reconhece duas
categorias de padrbes de referéncia: compendiais e ndo compendiais. Os padrées
de referéncia compendiais sao obtidos de fontes como a USP e ndo necessitam de
caracterizagcdo posterior. Os padroes de referéncia ndo compendiais sao
substancias com elevado teor de pureza, que podem ser obtidas através de um
esforco razoavel e devem ser cuidadosamente caracterizados para garantir sua
identidade, poténcia e pureza. E recomendavel que fatores de correcédo de pureza

sejam incluidos em qualquer célculo existente no método.

= uma versao da substancia modificada isotopicamente e composto quimicamente
diferente da substancia de interesse, mas representativo de seu comportamento.
Algumas vezes este composto é denominado padrao interno (Cuadros-Rodriguez
et. al, 2001, Leite, 2002; Ribani et. al, 2004).

E importante considerar como a eficiéncia do método varia em funcdo da
concentracdo da substancia. Na maioria dos casos, a dispersdo dos resultados
aumenta com a diminuicdo da concentracdo e a recuperacdo pode diferir
substancialmente a altas e baixas concentragbes. Por esse motivo, a recuperacao
deve ser avaliada na faixa de concentracdo esperada para 0 composto de
interesse. Para analises em nivel de residuos, o GARP (1999) recomenda que se
trabalhe nos niveis de adicéo de 1, 2 e 10 vezes o valor de limite de quantificacéo.
Para componentes em maiores concentragdes, 0s niveis de adicdo podem ser 50,
75, 100, 125 e 150% do nivel esperado para a substancia (Snyder et. al, 1997;
Ribani et. al, 2004).

As medicdes de recuperagdo sdo as mais comuns devido a dificuldade em se
obterem Materiais de Referéncia Certificados (Cerfied Reference Materials, CRM)

(que, para certas aplicacdes, nem existem) e sdo expressas em termos de
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porcentagem da quantidade medida da substédncia em relacdo a quantidade
adicionada na matriz (branco ou placebo), em um determinado niumero de ensaios
(Burns et. al, 2002).

Os intervalos aceitaveis de recuperacao para andlise de residuos geralmente
estdo entre 70 e 120%, com precisdo de até £ 20% (Augusto et. al, 2010). Porém,
dependendo da complexidade analitica e da amostra, este valor pode ser de 50 a
120%, com preciséo de até + 15% (GARP, 1999).

2.6.5.3.7 Limite de Deteccéo (LD)

O limite de deteccao (LD) representa a menor concentracao da substancia em
exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando

um determinado procedimento experimental (Ribani et. al, 2004; ICH, 1995b).

O limite de deteccdo do método (LDM) é definido como a concentracéo
minima de uma substancia medida e declarada com 95 a 99% de confianca de que
a concentracdo do analito € maior que zero. O LDM é determinado através de
analise completa de uma dada matriz contendo o analito. O limite de deteccdo do
equipamento (LDE) € definido como a concentracdo do analito que produz um sinal
de trés a cinco vezes a razéo sinal/ruido do equipamento e o LD pode ser calculado
de trés maneiras diferentes: método visual, método relacéo sinal-ruido e método

baseado em parametros da curva analitica (INMETRO, 2010; Ribani et. al, 2004).

] Método Visual

E utilizado para determinar o limite de deteccéo utilizando a matriz com adic&o
de concentracbes conhecidas da substancia de interesse, de tal modo que se
possa distinguir entre ruido e sinal analitico pela visualizacdo da menor

concentracgéo visivel (detectavel).

Este procedimento também pode ser feito através do instrumento utilizando

parametros de deteccdo no método de integracao (Ribani et. al, 2004).
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" Método da relagéo sinal-ruido

Este método pode ser aplicado somente em procedimentos analiticos que
mostram o ruido da linha de base. Para determinar a relacdo sinal-ruido, € feita a
comparacdo entre a medicdo dos sinais de amostras em baixas concentragdes
conhecidas do composto de interesse na matriz e um branco (matriz isenta do
composto de interesse) destas amostras (GARP, 1999; Ribani et. al, 2004). Assim,
€ estabelecida uma concentracdo minima na qual a substancia pode ser facilmente
detectada. A relagdo sinal-ruido pode ser de 3:1 ou 2:1, proporc¢des geralmente

aceitas como estimativas do limite de deteccéao.
= Método baseado em parametros da curva analitica

O limite de deteccéo (LD) pode ser expresso como demonstra a Equacao 22.

LD =33.¢ (22)

Onde s é a estimativa do desvio padrdo da resposta, que pode ser a
estimativa do desvio padréo do branco, da equacao da linha de regresséo ou do
coeficiente linear da equacdo e S é a inclinacdo ou coeficiente angular da curva
analitica (Ribani et. al, 2004).

2.6.5.3.8 Limite de Quantificagcdo (LQ)

O limite de Quantificacdo € a menor concentracdo do analito que pode ser
determinada com um nivel aceitavel de precisdo e veracidade (trueness). Pode ser
considerada como sendo a concentragdo do analito correspondente ao valor da média
do branco mais 5, 6 ou 10 desvios-padrdao. Algumas vezes é também denominado
“Limite de Determinacdo”. Na prética, corresponde normalmente ao padrdo de
calibracdo de menor concentracdo (excluindo o branco). Este limite, apos ter sido
determinado, deve ser testado para averiguar se as exatidao e precisdo conseguidas
sdo satisfatorias (INMETRO, 2010).

Os critérios de LD podem ser usados para o LQ, utilizando a relagdo 10:1, ou
seja, 0 LQ pode ser calculado utilizando o método visual, a relacao sinal-ruido ou
relacdo entre a estimativa do desvio padrdo da resposta (s) e a inclinacdo da curva

analitica (S), em niveis proximos do LQ, a partir da Equacao 23.
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LQ = 10.§ (23)

O método mais utilizado é o da relacdo sinal/ruido para técnicas analiticas em
geral, porém em técnicas analiticas de separacdo, como as cromatograficas e
eletroforéticas, a medicdo do ruido nao é trivial e as vezes subjetiva, devido a curva
ser construida com as areas e ndo somente com o sinal do detector. Além disso,
tanto o LD quanto o LQ podem ser afetados pelas condi¢cdes cromatograficas.

A fim de sanar este problema de calculo de LD e LQ, é utilizado o método
baseado nos parametros da curva analitica, que é estatisticamente mais confiavel. A

curva analitica deve conter a concentracdo correspondente ao LQ (Ribani, et.al,
2004).

2.6.5.3.9 Linearidade e Faixa de Trabalho

Linearidade é a capacidade de o método analitico produzir resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito em amostras, em uma
dada faixa de concentracdo. A quantificacdo requer que se conheca a dependéncia
entre a resposta medida e a concentracdo do analito. A linearidade é obtida por
padronizacao interna ou externa e formulada como expressdo mateméatica usada para
o calculo da concentracdo do analito a ser determinado na amostra real. A equagéo

da reta (24) relaciona as duas variaveis (Ribani et. al, 2004).
y =ax + b (24)

Onde y é a resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc); “x” é a
concentracdo; “a” € inclinacdo da curva analitica que corresponde a sensibilidade, e

7 7

“b” é a intersecdo com o eixo y, quando “x” é igual a O (zero).

A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos resultados
dos ensaios em funcdo da concentracdo do analito ou entdo calculados a partir da

equacdao da regressao linear, determinado pelo método dos minimos quadrados.

O coeficiente de correlacdo linear (r) é frequentemente usado para indicar o
guanto pode ser considerada adequada a reta como modelo mateméatico. Um valor

maior que 0,90 €&, usualmente requerido. O método pode ser considerado como livre

67



de tendéncias (unbiased) se o corredor de confianca da reta de regresséo linear
contiver a origem (INMETRO, 2010; Ribani et. al, 2004).

A correlacdo entre o sinal medido (area ou altura do pico) e a massa ou
concentracdo da espécie a ser quantificada muito raramente € conhecida
inicialmente. Na maior parte dos casos, a relacdo matematica entre o sinal e a
concentragdo ou massa da espéecie de interesse deve ser determinada
empiricamente, a partir de sinais medidos para massas ou concentracdes
conhecidas dessa espécie (Augusto et. al, 2010). Essa relacdo matematica, muitas
vezes, pode ser expressa como uma equacao de reta chamada de curva analitica.
Um exemplo de curva analitica pode ser visto na Figura 15. Embora somente dois
pontos definam uma reta, na pratica as linhas devem ser definidas por no minimo
cinco pontos que nao incluam, o ponto zero na curva, devido aos possiveis erros
associados (Ribani et. al, 2004).

2500
//;
2000

. 1500 -

Resposta (mALl

200 400 &00 BOO 1000

Concantragde (ng L)

Figura 15. Curva Analitica Classica

Em qualquer técnica instrumental, a relacdo linear simples, descrita pela
Equacédo 24, so é valida em um determinado intervalo de massa ou concentracéo da
espécie medida. Este intervalo de massas ou concentragcdes, no qual se pode
construir uma curva analitica linear, é a faixa linear dindmica. Ainda que as causas
para a perda de linearidade sejam caracteristicas de cada técnica, este € um
fendmeno que pode ocorrer com qualquer conjunto de dados. Assim, o calculo dos
coeficientes de regressdo de uma curva analitica deve ser acompanhado de uma
cuidadosa inspecao, para verificar se todos os pontos a serem usados estao dentro

da faixa linear dinamica correspondente (Barros Neto et. al, 2002; Ribani et. al, 2004).

Como os desvios da linearidade sao muitas vezes dificeis de serem detectados

visualmente, pode-se verificar a sua adequacdo por meio do calculo dos residuos
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entre os valores medidos e os valores calculados a partir da equagao de regresséo.
Calcula-se o valor de t segundo a Equagao 25.

residuo (25)

calculado= W

Alguns procedimentos analiticos ndo demonstram linearidade mesmo apos
qualquer transformacdo. Nesses casos, a resposta analitica pode ser descrita por
uma funcdo adequada da concentracdo do analito na amostra. A faixa linear de
trabalho de um método de ensaio é o intervalo entre os niveis inferior e superior de
concentragcdo do analito no qual foi demonstrado ser possivel a determinagdo com a
precisdo, exatiddao e linearidade exigida, sob as condi¢cdes especificadas para o
ensaio (INMETRO, 2010; Ribani et. al, 2004).

2.6.5.3.10 Robustez

Entende-se por método, tanto o método programado no equipamento de
analise quanto o procedimento analitico adotado como um tempo, compreendendo
desde a extracdo até a analise. A robustez de um método mede a sensibilidade que
este apresenta frente a pequenas variacdes. Um método € considerado robusto
quando ndo é afetado por pequenas variacdes em seus parametros. A robustez de
um método cromatografico € avaliada, por exemplo, pela variacdo de parametros
como a concentracdo do solvente organico, pH e forca ibnica da fase movel em
HPLC, programacgdo da temperatura, natureza do gas de arraste em GC, bem como o
tempo de extracao, agitacao e etc. As mudancas introduzidas refletem as alteracdes
que podem ocorrer quando um meétodo € transferido para outros laboratorios,

analistas e equipamentos (Ribani et.al, 2004).

Para o teste de robustez, o INMETRO (2010) recomenda o teste de Youden,
gue permite, além de analisar a robustez do método, também ordenar a influéncia de
cada uma das variacfes nos resultados finais. S&o realizados oito ensaios com uma
combinacdo fatorial dos efeitos e verifica-se qual € o efeito ou combinacdo de efeitos

que apresentam variacdes (Ribani et. al, 2004).

A IUPAC utiliza o mesmo conceito de robustez para a palavra “ruggedness”. A

USP também utiliza o termo “ruggedness”, mas com uma definicdo diferente, que
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lembra reprodutibilidade dos resultados dos testes obtidos pelas analises de algumas
amostras sob uma variedade de condi¢cdes normais de teste, tais como diferentes
analistas, diferentes laboratorios, diferentes instrumentos, diferentes lotes de

reagentes, diferentes dias e etc.

Em trabalhos nos quais ha mudancas de fornecedores, marcas ou
equipamentos ao longo do desenvolvimento e validagdo das metodologias, sem
alteracdo significativa nos resultados, pode-se dizer que o método possui uma
robustez intrinseca, pois manteve sua resposta em meio a mudancas de ambiente de
andlise (Ribani et.al,2004).

De acordo com o DOQ-CGCRE-008, o parametro robustez € analisado por meio
de 8 ensaios, separados para determinar os efeitos da variacdo das 7 diferentes
etapas, no procedimento analitico. As oito medicbes podem ser realizadas numa
ordem aleatéria. O teste de Youden pode ser realizado adotando-se o0s sete
parametros e suas variagdes, denominando os fatores nominais por letras maiusculas
de A a G e a respectiva variagdo pela letra minascula correspondente. Prepara-se

entdo uma tabela idéntica a Tabela 7:

Tabela 7. Matriz de fatores para a determinacéo da robustez do método.

Valor do fator Combinacéo ensaiada

1 2 3 4 5 6 7 8

Aoua A A A A a A a a
Boub B B B b B B b b
Couc C C C c C C C c
Doud D D D d d D D D
Eoue E E E e e E e E
Fouf F F F F F F f F
Goug G G G G g G G g
Resultado S T U \ w X y z

Para a combinacado 1 ensaiada, o resultado sera s, e assim sucessivamente até
que todas as 8 combinac¢des tenham sido ensaiadas. Para determinar a variacao de
um fator, deve-se encontrar os 4 valores correspondentes as letras maiusculas e as 4
minusculas e comparar as médias dos dois grupos. Por exemplo, ao calcular as

alteracOes de C para c, usar os resultados como mostram as Equacdes 26 e 27.
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s+u+w+y

26

2 (26)
t+v+x+z

1 (27)

No caso acima, o efeito do fator C/c € entdo calculado como mostra a Equacao 28.

stu+w+y t+v+x+z
4

Efeito C/c = (28)

Calculam-se todos os 7 pares para obter 7 diferencas, que podem ser
ordenados para revelar aqueles com efeito significativo no resultado.

ApoOs analise critica dos resultados obtidos, faz-se um controle mais rigoroso
dos fatores de maior influéncia. Se nao houver, portanto, diferenca significativa,
calcula-se a média e o desvio padrao dos oito resultados de s a z. O desvio padrao é
uma estimativa realista da precisdo do método (Ribani et. al, 2004).

2.6.5.3.11 Incerteza de Medicéo

Os estudos de validacao produzem dados de desempenho global do método e
fatores de influéncia individuais que podem ser aplicadas a estimativa da incerteza
associada aos resultados dos métodos em rotina (INMETRO, 2010).

7

Segundo o guia EURACHEM (2002), o termo incerteza de medicdo € “um
parametro associado ao resultado de uma medicdo, que caracteriza a dispersao de
valores que poderiam ser razoavelmente atribuidos ao mensurando”. Determinar a
incerteza de um meétodo €, portanto, estimar quantitativamente os limites dentro dos
quais os desvios do valor de um mensurando séo previstos de se situar, podendo ser
expresso como um desvio padrdo ou um multiplo do mesmo. De acordo com o
Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM, 2009), o termo incerteza de medigéo é
um “parametro ndo negativo que caracteriza a dispersao dos valores atribuidos a um

mensurando, com base nas informacdes utilizadas”.

Para a avaliacdo da estimativa de incerteza de um método € necessario

identificar as fontes de incerteza que atuam sobre as grandezas de entrada. Para
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efetuar o célculo das incertezas, deve-se atribuir um valor mensuravel a cada uma
dessas grandezas de entrada para que seja possivel quantificar a contribuicdo de
cada uma. Ap6s o calculo individual da contribuicdo de cada incerteza, essas sao
combinadas, obtendo-se um valor global que tem influéncia no resultado. E
necessario considerar todas as etapas do processo para a identificacdo das fontes de
incerteza. Como exemplo, podem ser avaliadas as etapas de amostragem,
armazenamento, preparacdo das amostras, calibracdo de instrumentos, pureza dos
reagentes, efeitos da matriz, experiéncia do analista, entre outros (Souza, 2011; Guia
EURACHEM, 2002).

Neste trabalho, a incerteza da medicao foi calculada a partir das incertezas
associadas a curva analitica, a massa da amostra de solo, a recuperacao do processo
e ao volume final da solugcdo. Para o célculo destas incertezas, foram consideradas

diferentes grandezas de entrada.

De um modo geral, para a avaliacdo da incerteza associada as principais
grandezas de entrada (massa, volume e pureza), foram considerados, em todos 0s
calculos em que as envolveram, as incertezas parciais associadas aos seguintes

parametros:

» Massa: gréfico de controle ou repetitividade, peso padrdo da balanca,
informacé&o do certificado de calibracéo e resolucédo da balanca;

» Pureza do padrédo: informacdo fornecida pelo fabricante (porcentagem de
pureza);

= Volume: informagdo do fabricante, grafico de controle ou repetitividade;

coeficiente de dilatacao e variacdo de temperatura.

As incertezas combinadas foram calculadas por meio das fontes de incertezas
individuais das grandezas de entrada para cada uma das fontes identificadas. O
coeficiente de sensibilidade, ci, fatores de conversédo de unidades de medida foram
calculados a fim de combinar as diferentes unidades de medida, convertendo a
incerteza padrdo de cada variavel, u(xi), para a mesma unidade de medida de Y. O
produto entre a incerteza padrao, u(xi), e seu respectivo coeficiente de sensibilidade,
ci, da origem a contribuicdo de incerteza, ui(y), que corresponde a uma medida de
dispersdo equivalente a um desvio padrdao, com a mesma unidade de medida do
mensurando. Os coeficientes de sensibilidade séo calculados através das derivadas
parciais de Y em relacéo a cada variavel X (Souza, 2011).
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2.6.5.3.11.1 Incerteza associada a curva analitica

Para o célculo das incertezas associadas a curva analitica consideraram-se as
incertezas vinculadas a preparacao da solucédo padréo, as diluicbes das solucdes de

trabalho e as areas obtidas como resposta do equipamento.

Incerteza associada a solucao padrao

As solucbes padrédo foram preparadas a partir dos padrdes analiticos solidos e
as incertezas envolvidas no calculo da incerteza da solugdo padrdo foram as da

massa, da pureza do padréo e da micropipeta.

A incerteza da balanca, do peso padréo e de repetitividade foram vinculadas a

incerteza da massa (Umassa padrao), cOnforme a equagao 29.

Umassa padrao = \/(urepe)z + (upeso padréo)z + (ucalibr. balanga)2 (29)

Para estimar a incerteza da pureza do padrdo analitico, considerou-se a pureza

declarada pelo fabricante dividida pela raiz de 3 (distribuicao retangular).

Para o volume do baldo (uvo. padrao) COnsiderou-se as incertezas associadas a
informacdo do fabricante, repeticbes, variacdo de temperatura e coeficiente de

dilatacao do vidro, de acordo com a equagao 30.

Uyol. balio = J(urepe)z + (ufabricante)2 + (uAt)z + (ucoef. dilatagéo)z (30)

A incerteza combinada da preparacdo da solucdo padrdo (Uc (sol. padrao)) fOI

calculada conforme a equagao 31.

Uc (sol. padriao = \/(umassa padréo)z + (upureza padréo)z + (uvol.baléo)z (31)
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Incerteza associada a preparacao das solucdes de trabalho

As fontes de incertezas consideradas para o calculo das incertezas associadas
a preparacao das solucdes de trabalho sdo o volume dos volumes dos baldes e os
volumes pipetados. Para ambas as fontes de incerteza € preciso considerar as
informagdes dos fabricantes, repeticdes, variacoes de temperatura e coeficiente de
dilatacdo. Os célculos foram realizados conforme a equacao 30.

As incertezas de cada uma das diluicbes sdo consideradas no célculo da
incerteza combinada da preparacdo das solucbes de trabalho, conforme a equacéo
32.

2 2 2
VSO .estoque 14 CSO .estoque
u(sol.trab.) = Csol.trab. <u( wented )> + (u( f)) + <u( renred )> (32)

Vsol.estoque Vf Csol.estoque

Onde:
Csol. trab. = CcONcentragao da solugcéo mista de trabalho;

UVsol.estoque = iNCerteza do volume pipetado da solucéo estoque individual

para preparacao da solucédo mista;

Vsol. estoque = VOlume pipetado da solugéo estoque individual para preparacao

da solugao mista,
uV; = incerteza do volume final da solugcao mista de trabalho;
V; = volume final da solucdo mista de trabalho;
UCsol. estoque = INCerteza da solugéo estoque de cada composto.

As concentragbes das solugdes de trabalho foram calculadas segundo a

equacgao 33.

_ Vestoque
Csol.trab. - Csol.estoque- vy (33)

Incerteza associada a resposta do equipamento (area)
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Para o calculo da incerteza vinculada a area obtida como resposta do
equipamento de GC/ECD foram consideradas as incertezas da repetitividade e do

eguipamento, neste caso, considerou-se a resolucdo do equipamento.

A incerteza para a repetitividade (u,.p.) das injecdes no GC-ECD foi obtida

seguindo-se a equagéao 34.

Urepe = In (34)

Onde:
s = desvio padréao das medicoes;

n = numero de injecdes realizadas;

A incerteza do equipamento (Uequip.) foi calculada dividindo-se a resolucdo do
GC-ECD a meia altura base do pico cromatografico por raiz de 3 (distribuicdo

retangular).

A incerteza combinada da resposta do equipamento foi obtida pela equacgéo 35.

Uc(area) = \/(urepe)z + (uequip.)z (35)

2.6.5.3.11.2 Incerteza associada a recuperacao

A incerteza combinada relacionada a recuperacdo (Ucpec) dos analitos foi
calculada pela equagéo 36.

Uegree = R (u(Creaz))Z +(u(cobma))2 (36)

Creal Cobtida

Onde R é o valor da recuperacdo, u(Cra) € a incerteza da solugédo padréo
adicionada, Cra corresponde a concentracdo real adicionada, U(Copiga) € @

concentragdo obtida e Cqpiga € concentragéo obtida.
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A incerteza da solu¢do padrdo adicionada, u(Cea), € calculada seguindo a
equacdo 32 e a incerteza da concentragdo obtida, u(Coniga), € calculada de acordo

com a equacao 37.

Uc obtida = Srﬁ (37)

Onde S corresponde ao desvio padrao dos ensaios de recuperacdo e n € 0

namero de ensaios de recuperacao.

2.6.5.3.11.3 Incerteza associada ao volume final

As incertezas envolvidas no volume final das amostras sado as vinculadas ao
vial de 1 mL, ou seja, as referentes as informagdes do fabricante, variacdes de

temperatura e ao coeficiente de dilatacédo térmica, conforme a equacao 38.

uC(VF) = J(ufabricante)z + (urepe)z + (uAt)z + (ucoef.dilatagéo)z (38)

2.6.5.3.11.4 Incerteza combinada e expandida

A incerteza combinada de todas as fontes de incertezas envolvidas na
concentracdo dos organoclorados (org.) nas amostras das matrizes de Caieiras e
Franco da Rocha, em que foram consideradas as incertezas da curva analitica (Ucurva),
da recuperacao (urc) € do volume final (uye) é expressa na equacao 39.

e = Cora | CEY + (52) + () 4 () oo

Para o célculo da incerteza expandida multiplicou-se a incerteza combinada
pelo fator de abrangéncia k, de acordo com a equacao 40. Neste estudo considerou-
se k = 1,96, ou seja, com um nivel de confianca de 95%.

uE(organoclorado) = uC(organoclorado)-k (40)
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3 OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo geral, desenvolver uma maneira de analisar os
POPs, mais especificamente: BHC a-, B-, y-, € ; clordano cis / trans (C10HsCls);
heptacloro (C,0HsCl7) e heptacloro epodxido cis/ trans (C;ClsOH), identifica-los e
quantificd-los nas amostras coletadas, a fim de contribuir com o avanco das
pesquisas para eliminagcdo destes compostos que tém se mostrado ao decorrer dos
anos, além de estaveis, muito prejudiciais aos seres vivos e ao meio ambiente. Para

que este objetivo seja alcancado, foram tracados 0s seguintes objetivos especificos:

= Contribuir com o levantamento de areas contaminadas no Brasil para

observancia ao Tratado de Estocolmo.

= Aplicar o método de extracgdo QUEChERS em solo, contribuindo para a

inovacao das metodologias de extracdo multirresiduo de pesticidas no Brasil;

= Desenvolver metodologia analitica para de 9 compostos organicos
considerados poluentes orgéanicos persistentes, BHC a-, B-, y-, e d; clordano cis /
trans (C1oHgClg); heptacloro (C10HsCl7) e heptacloro epoéxido cis/ trans (CgClsOH),
por Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) e
quantificacdo por cromatografia gasosa acoplada a detector por Captura de
elétrons (GC-ECD).

» Validar a qualidade dos dados gerados no processo analitico.

= Aplicar a metodologia para analisar amostras de solo de regido industrial nos
municipio de Caieiras e Franco da Rocha - SP, identificando e quantificando as

substancias presentes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Equipamentos

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados os seguintes

equipamentos:

= Cromatdgrafo a gas, Shimadzu — 17Ai, acoplado ao detector de espectrometria de
massas, Shimadzu - QP 5000; microprocessador de dados equipado com o programa

GCMS Solution, Shimadzu (Figura 16);

Figura 16. Cromatografo a gas (esquerda) acoplado a um espectrédmetro de massas (direita)

» Coluna cromatografica DB5 (5% Siloxana), 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm.

= Cromatografo a gas, Shimadzu — 2010, acoplado ao detector de captura
eletrbnica, Shimadzu; microprocessador de dados equipado com programa GC

Solution (Figura 17);
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Figura 17. Cromatdgrafo a gas (esquerda) acoplado a um detector por captura eletrénica
(direita)

» Estufa FANEM, vortex mixer VIXAR, balanca analitica Shimadzu.
» Coletor de amostras projetado pela equipe técnica do CQMA.

4.2 Materiais e reagentes

= Acetonitrila (ACN), iso-octano (CgHysg).

» Padrdes de referéncia com certificado dos compostos: a-BHC, 3-BHC, y-BHC, &-
BHC, clordano-cis, clordano- trans, heptacloro, heptacloro hepoxido-cis e heptacloro-
trans.

» Sulfato de magnésio (MgSO,), cloreto de sdédio (NaCl), citrato de sbédio
(CeHsNazO;), hidrogenocitrato de sddio sesquihidratado (CgHeNa,O; - 1,5H,0),
absorvente bondesil PSA.

* Tubos de centrifuga (falcon), com volumes de 20 e 50mL.

Todos solventes utilizados sédo de grau analitico, cromatografico ou compativel,
fornecidos pela empresa Tedia Brasil. Para a confeccdo das curvas analiticas e
desenvolvimento da metodologia foram utilizados padrdes analiticos, com certificado
de pureza de procedéncia Sigma Aldrich. As solu¢bes padrbes estoque foram

preparadas em meio iso-octano, mantidas sob refrigeracédo e auséncia de luz.
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4.3 Amostragem

Para o desenvolvimento do trabalho foram coletadas amostras de solo nos
municipios de Caieiras e Franco da Rocha — SP, utilizando-se o extrator de solo
elaborado pela equipe técnica do CQMA (Figura 18).

Figura 18. Coleta de amostras realizada em Caieiras — SP utilizando coletor de amostras de
solo elaborado pela equipe técnica do CQMA.

Para manipulacdo e armazenamento das amostras, foram utilizadas
embalagens inertes. Adotou-se o plano de amostragem com malha circular
(CETESB,1999b) conforme Figura 19.

Figura 19. Plano de amostragem de solo circular

Foram realizadas 2 coletas, a primeira em abril/2011, ocasido na qual foi

realizado um reconhecimento de area de coleta e coleta de trés pontos em torno dos
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aterros industriais, afim de analisar o solo para adotar uma amostra “testemunho”.
Cada ponto de coleta foi monitorado por GPS e extrairam-se as coordenadas que

podem ser observadas na Tabela 8.

Tabela 8. Coordenadas dos pontos de amostragem da primeira coleta realizada em torno do
aterro.

Caieirais — SP Franco da Rocha — SP

Ponto 01 — S: 23° 40’ 441" /| W: 46° 49’ 07" Ponto 01 — S: 23° 18’ 747" | W: 46° 48’ 972"
Ponto 02 — S: 23° 20’ 476" / W: 46° 49’ 031" Ponto 02 — S: 23° 18’ 776" | W: 46° 48’ 945"

Ponto 03 — S: 23° 20’ 419" / W: 46° 49’ 009" Ponto 03 — S: 23° 18’ 761" / W: 46° 49’ 001"

A segunda coleta, em agosto/2011, abrangeu todo o aterro e imediagdes, em
ambos 0s municipios (Figuras 20 e 21), originadas da ferramenta Earth do site Google
Maps. As coordenadas referentes aos pontos coletados podem ser visualizadas na
Tabela 9.

Tabela 9. Coordenadas dos pontos de amostragem da segunda coleta realizada nos aterros e
imediacoes.

Caieirais — SP Franco da Rocha — SP

Ponto 01 - S:

Ponto 02 — S:

Ponto 03 - S:

Ponto 04 — S:

Ponto 05 - S:

Ponto 06 — S:

Ponto 07 — S:

Ponto 08 — S:

Ponto 09 - S:

Ponto 10 - S:

Ponto 11 - S:

Ponto 12 - S:

Ponto 13 - S:

Ponto 14 - S:

Ponto 15 - S:

23020’ 438" | W:46° 49’ 13”
23020’ 434" | W:46° 49’ 132"
23220’ 418" | W:46° 49’ 25"
23020’ 422" W:46° 49’ 3”
23° 20’ 403" / W:46° 49’ 988"
23020’ 437" | W:46° 49’ 991"
23° 20’ 441"/ W:46° 49" 441"
23° 20’ 442" W:46° 49’ 977"
23° 20’ 465"/ W:46° 49’ 0,28”
23020’ 470"/ W:46° 49’ 470"
23° 20’ 491"/ W:46° 49’ 0,87”
23° 20’ 445"/ W:46° 49’ 105"
23° 20’ 435"/ W:46° 49’ 113"
23020’ 387"/ W:46° 49’ 0,56”

23° 20’ 398"/ W:46° 49’ 0,20”

Ponto 01 — S: 23° 18’ 764" / W: 46° 48’ 968"

Ponto 02 — S: 23° 18’ 759"/ W: 46° 48’ 960"

Ponto 03 — S: 23° 18’ 759"/ W: 46° 48’ 965”

Ponto 04 — S: 23° 18’ 760"/ W: 46° 48’ 945"

Ponto 05 — S: 23° 18’ 702"/ W: 46° 48’ 929"

Ponto 06 — S: 23° 18’ 762"/ W: 46° 48’ 929”

Ponto 07 — S: 23° 18’ 770"/ W: 46° 48’ 959”

Ponto 08 — S: 23° 18’ 749"/ W: 46° 48'945”

Ponto 09 — S: 23° 18’ 750"/ W: 46° 48’ 983"

Ponto 10 — S: 23° 18’ 768"/ W: 46° 48’ 898"

Ponto 11 — S: 23° 18’ 770"/ W: 46° 48’ 928"

Ponto 12 — S: 23° 18’ 789"/ W: 46° 48’ 981"

Ponto 13 — S: 23° 18’ 768"/ W: 46° 48’ 958”

Ponto 14 — S: 23° 18’ 762"/ W: 46° 48’ 002"

Ponto 15 — S:23°18' 779"/ W: 46° 48’ 955”
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Figura 21. Regido de coleta - municipio de Franco da Rocha
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4.4 Caracterizacéo do solo

4.4.1 Determinacdo de matéria organica

Para determinar o teor de matéria organica das amostras em estudo, realizou-

se no laboratdrio, teste em duplicata para os solos de Caieiras e Franco da Rocha,

seguindo o seguinte procedimento (ABNT, 1996):

a)

b)

9)

h)

)

AplOs a estabilizacdo da balanca analitica, aproximadamente 30 minutos,
pesou-se quatro capsulas de porcelana e anotou-se a massa pesada;

Em seguida, pesou-se 5 g da amostra de solo de Caieiras em duas das
capsulas de porcelana, devidamente identificadas e, de igual forma as
amostras de Franco da Rocha foram pesadas.

ApoOs a estabilizacdo da estufa, aproximadamente 15 minutos, as amostras
foram submetidas a temperatura de 110 °C por 2 horas.

Passado este tempo, as capsulas foram retiradas e depositadas em
dessecador para esfriamento, por aproximadamente 15 minutos.

As cépsulas foram pesadas e anotaram-se as massas.

Apos estabilizacdo da mufla, aproximadamente 30 minutos, as capsulas foram
submetidas a temperatura de 375 °C por 4 horas.

Passada esta etapa, programou-se a mufla para resfriamento até 150 °C, o que
levou aproximadamente 3 horas para ocorrer.

As céapsulas foram retiradas e depositadas em dessecador a fim de resfria-las
por aproximadamente 15 minutos.

As capsulas foram pesadas e anotaram-se as massas.

Calculou-se a porcentagem de matéria organica, de acordo com a Equacéo 29.

m(g) solo seco em estufa—m(g) solo queimado em mufla

% MO = x100 (41)

m(g)solo seco em estufa
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4.4.2 Determinacao de granulometria

Para determinar a granulometria das amostras em estudo, realizou-se no

laboratorio, teste em duplicata para os solos de Caieiras e Franco da Rocha, seguindo

0 seguinte procedimento (Paula e Duarte, 1997):

Preparacédo do dispersante

a)

b)

c)

Pesou-se 4 g de hidroxido de sodio, NaOH, que foi dissolvido em 30 mL de
agua deionizada num béquer de 150 mL.

Pesou-se 10 g de hexametafosfato de sédio (HMP) e agitou-se com um
bastédo até total dissolucao.

Adicionou-se mais agua deionizada completando volume de 1 litro e agitou-

se mecanicamente por 30 minutos.

Procedimento de determinacéo

a)

b)

d)

f)

g)

h)

Apés a estabilizacdo da balanca analitica, aproximadamente 30 minutos,
pesou-se 50 g da amostra de solo de Caieiras em dois erlenmeyer
de 500 mL, devidamente identificadas e, de igual forma as amostras de
Franco da Rocha foram pesadas.

Adicionou-se 250 mL de dispersante.

Agitou-se por 16 horas em agitador horizontal (shaker) em 170 RPM.
Transferiu-se a solucéo para a proveta de 1 L e completou-se com agua de
torneira.

Uma solucédo branco foi preparada em uma proveta de 1L, adicionando-se
250 mL da solugéo dispersante e completando-se com agua de torneira.

A temperatura e a densidade da solucdo foi medida com densimetro de
Boyoucos.

Agitou-se a solucéo da amostra usando émbolo, com movimentos lentos de
cima para baixo, até a solugéo se tornar homogénea.

Imediatamente ap0s a agitacdo, iniciou-se contagem do tempo com
crondmetro e fez-se leitura com densimetro de Boyoucos a 40 segundos.
Calculou-se o teor de argila, silte e areia das amostras de solo, conforme

as Equacglbes 42, 43 e 44.
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leitura (2 h)— leitura (branco)

% Argila = = (42)
% Silte = (leitura 40s—leitura branco)—Sgleitura (2h)— leitura branco) (43)
% Areia = 100 — (%) Argila — (%)Silte (44)

4.4.3 Determinacéo do pH

Para determinar o pH das amostras em estudo, realizou-se no laboratorio, teste
em triplicata para os solos de Caieiras e Franco da Rocha, seguindo o seguinte

procedimento (Paula e Duarte, 1997):

a) ApOs a estabilizagdo da balanca analitica, aproximadamente 30 minutos,
pesou-se 74,56 g de cloreto de potassio, KCI, e dissolveu-se o sal em 1 L de
agua destilada.

b) Pesou-se entdo, 10 g da amostra de solo de Caieiras em 3 tubos falcon de 50
mL, devidamente identificados e, de igual forma as amostras de Franco da
Rocha foram pesadas.

c) Adicionou-se 25 mL de solucéo de KCI (1,0 mol/L) em cada um dos 6 falcons.

d) Efetuou-se agitacdo em shaker, a 170 rpm por 15 minutos, conservando o tubo
falcon na posicao horizontal.

e) Centrifugou-se as amostras por 10 minutos, a 2500 rpm.

f) Realizou-se leitura em pHmetro previamente calibrado.

4.5 Extracéao

No laboratério, essas amostras foram inicialmente submetidas a uma secagem
em estufa, a 40 °C, por 24h. Posteriormente, as amostras foram peneiradas,
homogeneizadas e quarteadas, separando-se uma fracdo representativa para
pesagem. A extracdo foi realizada pelo método QUEChERS, definida pelo seguinte

procedimento (Lesueur et. al, 2008):
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f)

9)
h)

i)

Pesagem 10g de amostra de solo num falcon de 50mL, no qual sdo adicionados

20 mL de acetonitrila;
Agitacdo em vortex por 1 minuto;

Adicdo de 4g de MgSO,, 1g de NaCl, 1g de citrato de sédio e 0,59 de

hidrogenocitrato de sodio sesquihidratado;
Agitacdo da mistura em vortex por 1 minuto;
Centrifugacao por 5 minutos, a 3000 RPM, em temperatura ambiente;

Transferéncia de uma aliquota de 10mL do sobrenadante para um falcon de
20mL;

Adicao de 0,95g de MgSO, e 0,159 de bondesil PSA;
Centrifugacao por 5 minutos, a 3000 RPM, em temperatura ambiente;

Andlise qualitativa, por GC-MS e quantitativa, por GC-ECD;

As etapas descritas nos itens “a” a “h”, podem ser observados na Figura 22:
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Figura 22. Esquema de extracdo por QUEChERS.




4.6 Escolha de equipamentos para analise

O método de deteccdo foi desenvolvido no GC/MS, por ser uma técnica
multielementar, de alta confiabilidade e seletividade. Os padrbes dos contaminantes

em estudo foram injetados isoladamente e em solucdo mista.

As amostras referentes a primeira coleta foram analisadas por esta técnica, na
qual foi possivel detectar a presenca de BHC, confirmada pela comparagdo dos
tempos de retencdo dos picos encontrados nos cromatogramas de padrdes e das
amostras, e ainda pelo modo de varredura SIM, em que 0s ions presentes no
espectro de padrdo de fragmentacdo dos compostos de interesse sdo monitorados
pelo detector do espectrometro de massas, confirmando a presenca dos mesmos nas

amostras.

Para quantificacdo das amostras, a metodologia foi validada em GC/ECD, por ser
uma técnica de alta sensibilidade para compostos halogenados, permitindo um
aumento significativo nos limites de deteccdo e quantificacdo, além da possibilidade
de analise de tracos.

4.7 Andlises qualitativas por GC-MS

4.7.1 Desenvolvimento de método

Inicialmente foram testados alguns métodos cromatograficos encontrados em
literatura, entretanto, devido a nao reproducdo destes meétodos no equipamento
utilizado, e visando uma otimizagdo no tempo de andlise, foram testadas diversas
modificacdes, como por exemplo, analises com e sem 0 emprego de isoterma de
temperatura, foram testados métodos com o emprego de rampas de temperaturas.
Alterou-se o fluxo do gas de arraste e a voltagem do detector. Para isso, injetou-se
padrdo e misturas de padrdes, até que fosse obtido um resultado aceitavel. O método
cromatografico depende de algumas variaveis que podem ser modificadas de acordo
com o que se deseja analisar, os parametros ajustados foram: temperatura do injetor,
rampa de temperatura do forno da coluna, temperatura da interface, velocidade do
gas de arraste pela coluna, voltagem do detector e selecdo de fragmentos a serem
monitorados.
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S&o demonstrados a seguir alguns experimentos realizados a fim de otimizar o
método cromatogréafico. Na Figura 23 observa-se um cromatograma obtido a partir de
um método montado nas seguintes condicdes: o forno da coluna iniciou temperatura
em 60 °C por 1 minuto elevou-se a temperatura a 180 °C, a uma taxa de 23 °C.min™*
mantendo-se estas condi¢cdes por 6 minutos, elevou-se novamente a temperatura a

330 °C a uma taxa de 35 °C/min. O fluxo do gas de arraste usado foi de 1,7 mL.min™.

A AR A gyt hpriied L‘#n-wl"*wwmw\wwwmww e

Figura 23. Cromatograma obtido pelo método SCAN, com injecdo de mistura de padrdes em
concentracao de 5 pg.mL-1, onde os picos cromatogréaficos correspondem aos padrdes de (1)
y-BHC, (2) pentaclorofenol e (3) heptacloro.

A Figura 24 representa um cromatograma obtido a partir de um método
montado nas seguintes condi¢des: o forno da coluna iniciou temperatura em 80 °C por
1 minuto, elevou-se a temperatura a 210 °C, a uma taxa de 25 °C/.min™* mantendo-se
estas condi¢cbes por 6 minutos, elevou-se novamente a temperatura a 330 °C a uma

taxa de 35 °C.min™, com fluxo de gas de arraste igual a 1,5 mL. min™.

U imbenaity - 5807423

Figura 24. Cromatograma obtido pelo metodo SCAN, com injecdo de mistura de padrbes em
concentracao de 5 pg.mL-1, onde os picos cromatogréaficos correspondem aos padrdes de (1)
y-BHC, (2) pentaclorofenol, (3) heptacloro, (4) e (5) heptacloro epoxido cis/trans e (6) e (7)
clordano trans e cis.
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A Figura 25 mostra um cromatograma obtido a partir de um método montado
nas seguintes condi¢coes: o forno da coluna iniciou temperatura em 90 °C por 1
minuto, elevou-se a temperatura a 170 °C, a uma taxa de 35 °C/min mantendo-se
estas condi¢cbes por 5 minutos, elevou-se novamente a temperatura a 250 °C a uma

taxa de 40 °C/min, com fluxo de géas de arraste igual a 1,6 mL. min™.
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Figura 25. Cromatograma obtido pelo método SCAN, com injecdo de mistura de padrdes em
concentracdo de 5 pg.mL-1, onde os picos cromatogréficos correspondem aos padrdes de (1)
y-BHC, (2) pentaclorofenol, (3) heptacloro, (4) e (5) heptacloro epoxido cis/trans e (6) e (7)
clordano trans e cis.

Com base na literatura e nos experimentos realizados para elaboracdo do
método, foram fixadas as seguintes condi¢cdes para o GC, com os quais foram obtidos

melhores resultados:

= Temperatura do injetor: 250°C;
= Temperatura da interface: 290°C;

= Rampa de temperatura do forno, conforme Tabela 10.
= Fluxo na coluna: 1,1mL.min%;

= Fluxo total: 28 mL.min;

*» Presséao total: 101 kPa;

= Velocidade Linear: 48.1 cm.sec™.

= Tempo de analise: 16,2 min.
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Tabela 10. Programacao de temperatura do forno do cromatogréfico a gas (GC/MS).

) Tempetatura Tempo de
Taxa (°C/min) )
(°C) espera (min)
- 80 1
25 210 7
35 290 1

Os parametros definidos para o MS, com os quais foram obtidos melhores
resultados sao:

. Modo de aquisicdo dos dados: SIM — Select ion Monitoring (Monitoramento de
fons Selecionados), conforme mostra a Tabela 11.

. Tempo de corte do solvente: 4 minutos;

. Voltagem do detector: 2,5 kV;

Tabela 11. Programacgdo de monitoramento de ions para o detector do espectrémetro de
massas (GC/MS).

Composto quimico T inicial (min.) T final (min.) fons Procurados
y-BHC 4.00 5.45 109, 181, 183,217 e 219
Pentaclorofenol 5.45 6.50 165, 167, 264, 266, 268
Heptacloro 6.50 8.00 65, 100, 270.272 e 274
Heptacloro epodxido 8.00 9.00 81, 351, 353, 355 e 357
Clordano trans/cis 9.00 15.00 237,371, 373,375 e 377

Na Figura 26, pode-se observar o cromatograma obtido a partir da injecao de

uma solucéo de mistura de padrées com concentragao de 1 pg.mL'l.
(x10,000,000) ax Itenty : 25 842 084
[ j i i [y Tme QA9 Seard £10 Mmen 1994151 OvenTenpZi0 0t

(BHC
1 Heptacloro

Heptacioro

Endxido

gistrans

IH Pentachrofeno Cordang transiis

Figura 26. Cromatograma obtido pelo método SIM, pela inje¢do de 1uL de uma solugéo
mistura de padrées em concentragdo de 1 ug.mL™
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4.7.1.1 Estudo da Fragmentac&o de Organoclorados na fonte de ions por

Impacto de Elétrons

= Sitio Inicial de lonizagéo

Os elétrons mais vulneraveis para a ejecdao sado aqueles em orbitais
moleculares de energia mais alta. De fato, o potencial de ionizacdo da molécula é
definido como a energia necessaria para remover completamente um desses elétrons
da molécula (Smith e Busch, 1999). Esses orbitais também dao origem as ligacdes
mais fracas nas moléculas. As energias relativas sao similares aquelas para as
transicOes eletronicas que afetam o espectro ultravioleta. Os orbitais moleculares
associados a ligagdes simples sao designados como orbital sigma (o) e seus elétrons
correspondentes sdo denominados elétrons 0. A dupla ligagdo em uma molécula
organica contém dois tipos de orbitais moleculares: um orbital o, correspondente a um
par de elétrons ligados e um orbital molecular associado com o outro par. Em adicéo
aos orbitais o e [T, varios compostos organicos possuem elétrons ndo ligados.
Estes elétrons ndo compartilhados sdo designados pela letra n. O favorecimento para

ionizacdo geralmente esta na ordem dos elétrons o, e n%.

= Clivagem indutiva (i)

Em uma ligacdo simples, o par eletrénico compartilhado por &tomos diferentes é
mais fortemente atraido pelo atomo mais eletronegativo do par (Sykes, 1969). A
inducdo de carga pode ocorrer tanto para moléculas com nimero impar de elétrons
(NIE) como com numero par de elétrons (NPE), sendo as reacdes virtualmente
indistinguiveis pelo espectrdometro de massas pois levam a formacdo de fragmentos
neutros e radicalares, respectivamente, ambos sem carga e portanto ndo sujeitos a

acao do campo eletromagnético.

A clivagem da ligacdo sigma C — Cl ocorre regida pelo efeito indutivo provocado pela

nuvem eletrénica do atomo de cloro, como mostra a Figura 27.
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Figura 27. Mecanismo de fragmentacao do pentaclorofenol por clivagem indutiva.

= Decomposicao retro Diels-Alder

A reacao Diels-Alder consiste na reacdo entre um dieno conjugado e um
composto contendo uma dupla ligacdo, denominado diendfilo. Nesta reacdo, duas
novas ligagdes o sdo formadas as custas de duas ligagdes 1 do dieno e do diendfilo
(Solomons, 1968). No espectrometro de massas observa-se a reacdo reversa
(Ovcharengo et. al, 2003). Em geral os espectros por impacto de elétrons de
inseticidas policiclodienoclorados possuem como principais fragmentos, ions
correspondentes ao processo retro Diels-Alder, com perdas preliminares ou
subsequentes de Cl e HCI (Ostwald et. al, 1974). Este tipo de mecanismo pode ser
observado na fragmentagcdo da molécula de heptacloro que formam ions-fragmentos
de m/z 100 e m/z 270 (Figura 28):

o cl cl cl cl
Cl
— T cl
cl Cl
I m/z 100 Cl
m/z 270
Cl
g cl cl cl cl
Cl
— * cl
cl Cl
cl m/z 100 Cl
m/z 270

Figura 28. Mecanismos de fragmentag&o do ion-molécula heptacloro, por retro Diels-Alder.
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O mesmo ocorre para a molécula de clordano, com a formagéo dos fragmentos
de m/z 270 e 135 (Figura 29).

o) Sl

Cl
Cl

I

ol il

/ cl \
iz 40 +

“oa H H

Cl

cl I

or

Cl Cl

— mfz 135

Figura 29. Mecanismos de fragmentacdo do ion-molécula clordano, por retro Diels-Alder.

= Rearranjo

O pentaclorofenol € uma molécula de grande estabilidade garantida por sua
aromaticidade, portanto, os picos referentes a ions-fragmentos em seu espectro
apresentam baixa intensidade. A Figura 30 mostra o mecanismo de fragmentacéo

para os ions fragmentos de m/z 170 e 94.

Este mecanismo se inicia com uma clivagem a, por consequéncia de uma forte
tendéncia de pareamento eletrdnico, ou seja, o elétron é doado para formar uma nova
ligacdo com um atomo adjacente. A clivagem a inicia-se no sitio radicalar (Hussain et.
al, 2001). Esse processo é acompanhado pela ruptura de outra ligagdo ao atomo a
como ocorre na molécula de pentaclorofenol, em que o atomo de oxigénio forma uma
segunda ligagdo com o atomo de carbono a custa da ruptura da ligagcdo sigma

carbono-carbono existente, definida como clivagem alfa (Figura 30.a).
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Figura 30. Mecanismos de fragmentag&o do ion-molécula pentaclorofenol, por rearranjo.

Ainda na Figura 30.a pode-se observar o rearranjo do sistema aromatico,
buscando a estabilizacdo. Devido a tetravaléncia do carbono, a estrutura Figura 30.b
nao é eletronicamente possivel, ocorrendo entdo, instantaneamente ao rearranjo das
ligagdes 11, uma migragao eletrénica para o carbono periférico. A estrutura Figura 30.c
ilustra um outro rearranjo de ligagao e 1 seguida da clivagem da ligagcado o que origina

os fragmentos de m/z 94 e 170.

4.8 Analises quantitativas por GC-ECD

Inicialmente o método adotado para o GC-ECD foi semelhante ao adotado para
0 GC-MS, entretanto foram necessérias algumas alteracdes. Os parametros definidos

para o GC, com os quais foram obtidos melhores resultados séo:
— Temperatura do injetor: 250°C;
— Temperatura da interface: 280°C;

— Rampa de temperatura do forno, conforme mostra a Tabela 12.

95



Tabela 12. Programacéao de temperatura do forno da coluna cromatografica (GC/ECD).

Rate (°C/min) Temp. (°C) Hold time (min)
- 80 1
25 210 9
35 290 1

= Fluxo na coluna: 1,5 mL.min™;

= Fluxo total: 19,5 mL.min";

» Presséo: 1,19 bar;

= Velocidade Linear: 36,5 cm.sec™

= Tempo de analise: 18,2 min.

4.9 Validacao da metodologia

A partir da melhor condigdo analitica pré-estabelecida foram iniciados os
critérios de aceitabilidade embasados no procedimento orientativo de validacdo de
métodos de ensaios do INMETRO, 2010. De acordo com esses documentos foram
avaliados o0s seguintes parametros: Seletividade, Faixa Linear de Trabalho,
Linearidade, Precisdo, Exatiddo, Limite de Deteccdo, Limite de Quantificacdo e
Robustez. Em cada um desses parametros foi realizada uma série de experimentos
em namero estatisticamente significativo (n = 7) com e sem matriz, alguns
experimentos em um mesmo dia e outros em dias diferentes. Com os dados obtidos
foi avaliada a homogeneidade, pelo teste F e teste T, calculando-se a variancia de
cada uma das replicatas. Foi avaliada estatisticamente a interferéncia ou ndao da

matriz nos resultados e a linearidade dos resultados com e sem a matriz.

4.9.1 Recuperacao

A recuperacdo foi determinada em trés niveis de concentragdo: 0,75 pg.mL™,

1,0 pyg.mL™* e 2,0 ug. mL™. Para o estudo, utilizou-se amostra de solo de Caieiras.
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= Preparacao das solucdes de padrdes

Para as solugdes de concentragdo 0,75; 1,0 e 2,0 ug. mL™ foram aliquotados
200; 250 e 580 L, respectivamente, de cada um dos 9 padrées em tubos de ensaio,
a fim de se preparar trés solucbes mix de padrdes, uma para cada nivel de

concentracdo em estudo.

Em seguida realizou-se uma pré-concentracdo, evaporando-se as misturas a
um fluxo de ar constante e retomando-se em 200; 250 e 580 pL, respectivamente, de
ACN.

Para cada nivel de concentracdo, partiu-se da mesma solucdo preparada para

realizar o “spike” nas amostras contaminadas antes e ap0s o0 processo de extracao.

= Ensaios de Recuperacgéo

Para cada nivel de concentracdo testado, foram utilizadas duas amostras de

solo, sendo que uma foi contaminada antes da extracéo e a outra, apos.

Nas amostras de solo contaminadas antes da extracdo, foram aliquotados 150;
200 e 400 pL, respectivamente, de solugdo mix de padrbes. Foram deixadas em
repouso por 24 horas, a temperatura ambiente. Realizou-se entdo a extracdo em
ambos 0s conjuntos de amostras (contaminadas antes e ap0s o processo de

extracao).

Nas amostras contaminadas apés a extracao, foram aliquotados volumes 30;
40 e 160 pL de solugdo mix de padrdes para as concentracdes 0,75; 1,0 e 2,0 yg.mL™
e volume final de 4; 4 e 8 mL.

Para mensurar a recuperacao dos analitos, foram comparadas as areas dos
compostos obtidas das amostras contaminadas antes e apds 0 processo de extracao,

e realizou-se o calculo, segundo a Equacéao 45.

% Recup = %xlOO (45)
2

Onde: A; é a média das areas obtidas da amostra contaminada antes da

extracdo e A, € média das areas obtidas da amostra contaminada apds a extracao.
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4.9.2 Robustez

Para determinacdo de robustez foi aplicado o teste em que a robustez é igual

ao planejamento fatorial de 7 variaveis com 8 experimentos (planejamento fracionario

saturado) de acordo com a metodologia proposta por Vander Heyden (2001), a qual

segue o procedimento INMETRO, 2010. Os parametros escolhidos para os testes de

robustez sao apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Parametros selecionados para os testes de robustez.

Fator Nominal Variacao
Volume de injecéo 1uL 2 uL
Fracionamento de vol. Injetado Split 01:10 Splitless
Tempo de aquisicéo de sinal 40 msec 80 msec
Fluxo coluna 1,5mL/min 1,3 mL/min
Volume de Acetonitrila 20 mL 15 mL
Massa da amostra 10g 59
Temperatura do injetor 250 °C 260 °C
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacéo do solo

5.1.1 Determinacéo de Matéria Organica (M.O.)

Foram analisadas amostras de solo de Caieiras e Franco da Rocha, em
duplicata. Através dos testes, foi possivel constatar que o solo de ambas regides
possuem baixo teor de matéria organica, como pode ser observado na Tabela 14 que

expressa os dados e resultados obtidos.

Tabela 14. Dados e resultados obtidos para o teste de determina¢cédo de Matéria Organica.

Massa(g) pesada % M.O.
Amostras *C.P. Solo + *C.P. Solo S.E. Solo *M. (média)
Caieiras 1 55,738 60,734 60,687 60,647 08
2 50,309 55,308 55,264 55,222 ’
Francoda | 1 55,904 60,892 60,881 60,793
Rocha 2 56,186 61,179 61,168 61,080 1,76

*C.P.: C4psula de Porcelana; *S.E.: Seco em Estufa; *M.: Mufla.

Um baixo teor de matéria organica no solo, pode significar que essas matrizes
nao tendem a reter os contaminantes, ou seja, ha grande probabilidade de haver

lixiviagdo dos mesmos.

5.1.2 Determinacé&o da Granulometria

Foram analisadas amostras de solo de Caieiras e Franco da Rocha, em
duplicata. Através dos testes, foi possivel constatar que o solo Caieiras possui uma
composicdo balanceada, ou seja, possui caracteristicas granulométricas de solo
argiloso, siltoso e arenoso, em propor¢des aproximadamente iguais. O solo de
Franco da Rocha, entretanto, apresenta caracteristicas granulométricas
predominantemente de solo siltoso e arenoso, em propor¢gdes semelhantes, como

podem ser observados na Tabela 15 que expressa os dados e resultados obtidos.
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Tabela 15. Dados e resultados obtidos para o teste de determinacéo de Granulometria.

Densidade(g/L) medida
Leitura % Argila | % Silte | % Areia
Amostras 40s 2h (média) (média) (média)

Branco # 4 3
L 1 37 22

Caieiras 5 39 >3 37 31 32
Francoda | 1 33 8

Rocha 2 33 8 8 50 42

5.1.3 Determinacéao do pH

Foram analisadas amostras de solo de Caieiras e Franco da Rocha, em
triplicata. Através dos testes, foi possivel constatar que o solo Caieiras possui pH 3,5,
e 0 solo de Franco da Rocha, possui pH 2,9. Ambos possuem pH acido que pode

funcionar como facilitador da lixiviagao.

5.2 Resultados de validacéao

5.2.1 Seletividade

A seletividade da metodologia foi avaliada realizando-se a analise
cromatografica da solucdo mix dos nove padrdes analiticos no método previamente
estabelecido. Inicialmente a solucdo foi preparada em solvente (ACN) e
posteriormente nas matrizes de solo dos municipios de Caieiras e de Franco da
Rocha. Na Figura 31 € apresentado como exemplo, o cromatograma da mistura
padrdao dos pesticidas estudados em solvente (a) e em matriz de Caieiras (b),
referente & concentracdo de aproximadamente 0,1 pg.mL™, onde pode ser observada
a excelente separacdo dos compostos estudados, além da separacdo desses

compostos dos demais presentes como impurezas.
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Figura 31. Cromatograma de padrdao misto de pesticidas em: (a) solvente e (b) matriz, em concentragéo 0,1pg/mL, obtido em GC-ECD.
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Foi realizado, por meio de célculos estatisticos especificos, o teste F
(Snedecor) de homogeneidade das variancias nas medidas de adi¢cao padrao em dois
grupos de solucdes, sendo um somente com o solvente e 0 outro com a matriz, para n
igual a 7 e 95 % de confianca, apresentado na Tabela 16. Os resultados foram
comparados com o valor critico Fee 950y = 4,28 mostrando que para praticamente
todos os compostos estudados o valor de F foi superior ao tabelado. Portanto
estatisticamente, por este teste, a matriz nao interfere na precisao das medidas para
nenhum dos compostos. O efeito da matriz foi avaliado também pelo teste de
significancia das diferencas das médias, (teste t - Student), dos conjuntos de
amostras (matriz de Caieiras/solvente e matriz de Franco da Rocha/solvente). Os
resultados do teste t (Student) igualmente foram comparados ao valor critico ti2, 950 =
2,179, e para valores abaixo desse valor critico, considera-se que as meédias nao
apresentam diferencas significativas. Os ensaios indicaram existir diferencas entre as
condicbes (adicdo no solvente e adicdo na matriz) para praticamente todas as
concentracOes avaliadas. Essa avaliacdo evidencia que resultados obtidos contra
uma curva analitica preparada somente com o0 solvente sera diferente se obtido
contra uma curva preparada com uma matriz igual ou semelhante a amostra. Na
metodologia desenvolvida, como a matriz ndo é certificada (padrdo), as
determinacdes foram realizadas a partir da adicdo de padrdes a uma amostra adotada
como branco, de acordo com o procedimento INMETRO, 2010. A Tabela 16
apresenta os resultados obtidos de seletividade pela aplicacdo dos testes F e t para
0S compostos estudados, pela adicdo padrédo em solvente e nas matrizes dos solos
de Caieiras e Franco da Rocha. Para o teste F, considerou-se n igual a 7, com 6
graus de liberdade e F tabelado igual a 4,28. Para o teste t, considerou-se também o

nigual a 7, com 6 graus de liberdade e t tabelado igual a 2,179.
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Tabela 16. Resultados da seletividade pela aplicacdo dos testes F e t para os compostos
estudados, pela adicdo padrdo somente no solvente e nas matrizes de solo de Caieiras e
Franco da Rocha (teste F, considera o n = 7, com 6 graus de liberdade; o teste t considera o n
=14, com 12 graus de liberdade e 95% de confian¢a). Tabela com os resultados dos valores
calculados, considerando e Fiapelado = 4,28 € tiabelado = 2,179.

a-BHC - Concentragao, pg.mL™

[] 01 0,25 05 0,75 1 2,5 5 10
SEM >
Matriz 3,82E+06  1,65E+07 4,28E+07 3,41E+08 1,64E+09 3,19E+09  7,93E+10 4,77E+10
32 3,56E+05  2,89E+06  3,82E+06 2,04E+07  4,24E+07 2,37E+07  2,10E+08  7,51E+08
Caieiras Fuo  0.09 018 009 006 0,03 0,01 0,00 0,02
t, 4016 4722 5889 2676 1728 2827 1093 23,08
32 9,31E+04  3,34E+06 3,07E+07 3,20E+07 1,78E+07 4,17E+08  1,34E+09  4,07E+09
Franco 0,02 020 072 0,09 0,01 0,13 0,02 0,09

daRocha = ®°
37,01 41,63 34,92 19,43 13,51 20,07 9,24 15,38

tcalc
B-BHC - Concentragao, pg.mL'1
SEM 2
Matriz S 142E+06 292E+07 1,33E+07 4,09E+07 199E+08 194E+08 6,41E+09  515E+09
s2  3,38E+04 9,19E+05 1,05E+06 151E+06 1,70E+06  7,06E+06  2,36E+07  6,34E+07
Caiciras F.. 002 003 008 004 00l 004 000 001
toalc 16,50 7,80 25,13 19,33 13,06 31,04 11,53 22,38
s2  294E+05 6,81E+05 2,37E+06 2,60E+06 9,98E+05 156E+07  6,69E+07  2,05E+08
Franco
o Fac 021 002 018 006 001 008 00l 004
Rocha
tear 11,12 6,69 18,44 15,30 11,03 24,19 10,12 19,78
y-BHC - Concentracdo, ug.mL™
N?EM &2 189E+07  794E+07 876E+07 248E+08 9,62E+08 1,78E+09 534E+10  347E+10
atriz

2 9,80E+05  4,36E+07 8,40E+06 5,17E+07 4,07E+07 6,91E+07 2,89E+08 1,32E+09

Caieiras [, 005 055 010 021 004 004 001 004

15,32 9,53 22,83 13,50 11,27 19,39 7,45 16,60

tcalc
S2 1,61E+14 6,39E+14 3,14E+15 1,93E+16 4,24E+17 1,46E+18 1,41E+21 5,57E+20
Franco
. £ 010 0,10 0,95 0,33 0,02 0,47 0,05 0,20
calc
Roch
ocha 12,70 8,60 5,81 3,94 4,30 5,30 4,58 512
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...Continuacao Tabela 16.

5-BHC - Concentracéo, ug.mL™

SEM
Matriz ? 4,32E+06 2,31E+07  2,42E+07 1,81E+08 9,63E+08  2,90E+09 5,96E+10 3,88E+10
s 2,91E+05 1,28E+07  1,35E+07 8,69E+07 8,46E+07  1,97E+07  4,53E+08 1,18E+09
Caieiras Fealc 0,07 0,55 0,56 0,48 0,09 0,01 0,01 0,03
teal 19,52 17,45 29,76 12,99 9,73 15,07 6,97 16,08
2 1,40E+06 5,49E+06  9,79E+07 3,19E+07 4,02E+07  7,58E+08  1,52E+09 3,95E+09
Franco
da F 0,32 0,24 4,04 0,18 0,04 0,26 0,03 0,10
calc
Rocha 14,15 17,73 756 7,82 616 7,69 557 12,90
tcalc
Heptacloro - Concentracso, pg.mL™
SEM g2 3,73E+05 1,95E+05  6,45E+06 2,82E+07 1,40E+08  522E+08  1,33E+10 9,21E+09
Matriz
g2 3,55E+05 5,03E+06  7,46E+06 2,30E+07 5092E+07  2,22E+07  2,25E+08 4,36E+08
Caiciras  Feele 0,95 25,85 1,16 082 0,42 0,04 0,02 0,05
tealc 6,00 6,77 7,36 6,70 2,27 0,87 1,43 6,53
2 3,69E+05 2,91E+06  5,30E+07 4,92E+07 3,97E+07  3,81E+08  9,54E+08 1,89E+09
Franco
da Featc 0,99 14,94 8,21 1,75 0,28 0,73 0,07 0,21
Rocha
teale 24,43 20,95 15,09 16,65 12,60 11,50 1,87 0,07
Heptacloro Epéxido Cis- Concentragdo, pg.mL™
SEM 2 2,27E+06 9,37E+06  6,48E+07 8,10E+07 1,14E+09 1,88E+09 5,09E+10  3,21E+10
Matriz
s2 7,89E+05 1,04E+07  1,03E+07 7,23E+07 1,41E+08 5,21E+07 9,18E+08  2,49E+09
Caieiras  Feuc 0,35 1,12 016 089 012 003 002 0,08
teac 7,43 5,38 8,83 4,94 4,09 8,44 4,45 11,71
2 1,90E+06 9,60E+06  4,99E+07 1,93E+08 1,00E+08 8,06E+08 3,56E+09  9,62E+09
Franco cale 0,84 1,03 0,77 2,39 009 043 0,07 0,30
da Rocha
teale 5,80 0,50 6,82 7,42 1,49 2,07 2,51 7,30
Heptacloro Epéxido Trans Concentragdo, pg.mL™
I\/?EtM 2 1,14E406  471E+06  526E+07 4,71E+07 810E+08 1,30E+09 3,75E+10  2,36E+10
atriz
52 6,63E+05 1,52E+07  9,52E+06 9,10E+07 1,58E+08 6,44E+07 1,15E+09  2,59E+09
Caieiras  Feuc 0,58 3,23 018 193 020 005 003 0,11
teae 8,05 8,93 7,02 10,03 2,51 3,34 0,64 5,30
52 1,41E+06 1,68E+07  6,27E+07 1,95E+08 1,13E+08 1,36E+09 4,89E+09  1,22E+10
Franco g 1,24 3,57 119 414 014 105 013 0,52
da Rocha
teale 24,21 15,31 21,81 21,76 10,48 13,88 2,11 0,22
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...Continuagao Tabela 16.

Clordano Trans Concentrac&o, ug.mL™

SEM S 1,50E+06  9,3LE+06  4,42E+07 7,21E+07 1,14E+09 2,28E+09 7,13E+10  4,44E+10
Matriz
S 3,67E+05  2,08E+07  241E+07 154E+08 227E+08 1,50E+08 2,16E+09  508E+09
Caieiras g 0,25 2,23 054 214 020 007 003 0,11
t 7,07 6,49 591 6,90 1,42 0,56 1,51 7,64
calc
s? 9,20E405  1,18E+07  4,38E+07 2,17E+08 1,65E+08 1,28E+09 6,16E+09  1,72E+10
Franco = 0,62 1,26 0,99 3,02 0,14 0,56 0,09 0,39
da Rocha cale
¢ 13,84 4,37 14,25 11,83 4,00 4,82 1,46 5,85
calc
Clordano cis Concentracgo, ug.mL™
SEM S 1,54E+406  588E+06  3,93E+07 1,10E+08 124E+09 1,96E+09 6,11E+10  2,98E+10
Matriz
2 3,04E405  2,16E+07  2,62E+07 227E+08 3,69E+08 2,28E+08 2,82E+09  8,45E+09
Caieiras  Fuy 0,20 3,67 067 207 030 012 005 0,28
teatc 0,44 10,42 11,22 9,29 2,22 3,12 0,35 6,56
s? 1456406  4,51E+07 8,06E+07 4,92E+08 1,96E+08 1,20E+09 9,19E+09 2,51E+10
Franco 0,94 7,67 205 449 016 066 015 0,84
daRocha "<
15,51 8,38 21,28 14,16 7,52 11,52 1,00 1,84

tcalc

Para que a matriz ndo apresente efeito sobre a precisdo do método em ambos
0s testes estatisticos o0s valores calculados devem ser menores que o0s valores
tabelados. Como se observa na Tabela 16, os valores de F calculados foram
inferiores ao valor critico (F = 4,28 com 6 graus de liberdade e 95% de confianca)
para praticamente todos 0s compostos nas oito concentragbes consideradas,
demonstrando por este teste ndo haver interferéncia das matrizes nos ensaios. E
necessario, porém, considerar ambos os testes, F e t para concluir efetivamente a

interferéncia das matrizes nos ensaios.

No teste t, os valores calculados foram superiores ao valor critico (t = 2,179
com 12 graus de liberdade e 95% de confianga) em ambas as matrizes, evidenciando,

portanto, que as matrizes interferem no ensaio.

As Figuras 32 e 33 representam graficamente a seletividade, em que se
observa comportamento diversificado dos compostos nas diferentes matrizes. Os
compostos a-BHC, B-BHC, y-BHC, 6-BHC e heptacloro epdxido cis apresentaram
maior inclinacdo da reta para a matriz de Caieiras, seguida da reta para a matriz de
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Franco da Rocha e menor inclinacdo para o ensaio sem matriz. Os compostos

heptacloro, heptacloro epodxido trans e clordano cis, apresentaram, entretanto,

inclinacdo da reta na matriz de Franco da Rocha muito semelhante a inclinacdo da

reta para o0 ensaio sem matriz. E por fim, o clordano trans apresentou comportamento

diferente de todos os outros compostos, com inclinagdo da reta semelhante em

ambas as matrizes.

a-BHC -BHC
3,0E+06 - R?=0,9999 8,0E+05 - B R?=0,9985
2,5E406 6,5E+05 -
2,0E+06 - R? = 0,0944 5,0E+05 -
1,5E+06 - 3,5E+05 -

g R7=09957
1,0E+06 - 2,0E+05 - R?=0,9997
5,0E+05 - 5,0E+04 - ’_@E
0,0E+00 4898 ; . . . . -1,0E+05 0l0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0

0,0 2,0 4,0 6,0 80 100 12,0

y-BHC 8-BHC
R2= 4
2,5E+06 - 0,999 2,5E+06 - R? = 0,9989
R?=0,9923

2,0E+06 - 2,0E+06 -
1,5E+06 - 1,5E406 - R?=0,9914
1,0E+06 - 1,0E+06 - R?=0,9982
5,0E+05 - 5,0E+05 - A
0,0E+00 55 . . 0,0E+00 T . . . .

0,0 5,0 10,0 0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0

Heptacloro Heptacloro Epéxido Cis

1,2E406 - R?=0,998 2,5E406 - R2=0,999

4 2 _
10E+068 03521 o ope06 - R?=0,986
8,0E+05 - -

R=0997 1,5E406 - R*=0,994

6,0E+05 - ’
4,0E+05 - 1,0E+06 -
2,0E+05 - w;;; 5,0E+05 -

e o
0,0E+00 . 2.0 4.0 elo 8.0 10.0 0,0E400 J.«w . . . . .

’ ’ ' g g ’ 0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0

BF.da Rocha Solvente

Legenda: # Caigiras

Figura 32. Gréficos de seletividade representados pelas retas obtidas nos ensaios com solvente
(ACN), solo de Caieiras e de Franco da Rocha para os compostos a-BHC e B-BHC, y-BHC, &-
BHC, heptacloro, heptacloro epoéxido cis.
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Heptacloro Epdxido Trans Clordano Cis
2,5E+06 - 3,0E+06 -
2 -
2,0E+06 R*=0,986 2,5E+06 - Rz_ -
,OE+ 7 4 R*=0,
B pe_0,999 = 0,989
2,0E+06 - <% R2=
1,5E+06 R2= 0,994 R*=0,992
1,5E+06 -
1,0E+06
1,0E+06
5,0E+05 - - 5,0E+05 -’”ﬂ" S
0,0E+00 d ; . . . . 0,0E+00 FE . . . .
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
Clordano Trans R*=0,998
3,0E+06 - )
R*=0,992
2,5E+06 - A
R%=0,996
2,0E406 - AP
1,5E+06
1,0E+06
5,0E+05
0,0E+00
8,0 10,0

Legenda: #Caieiras  MF. da Rochs Solvente

Figura 33. Gréficos de seletividade representados pelas retas obtidas nos ensaios com solvente
(ACN), solo de Caieiras e de Franco da Rocha para os compostos heptacloro epéxido trans e
clordano cis / trans.

5.2.2 Linearidade

A linearidade do método foi observada pelas curvas analiticas, considerando-
se o coeficiente de correlacao linear (r), que segundo o INMETRO (2010) deve ser
superior a 0,90, que resulta em um coeficiente de determinacéo (r®) igual a 0,81. O
coeficiente de correlagéo linear foi obtido pela regressao linear de cada composto nos
trés ensaios, avaliando-se ainda a analise de residuos pelo teste t de Student e o

grafico de residuos.

Para cada uma das retas obtidas pelas curvas analiticas, pode ser observada a
perfeita linearidade e os coeficientes de correlagéo linear maiores que 0,90 conforme
sugerido pelo INMETRO (2010). Nas tabelas 17 a 19 séo apresentados os intervalos
lineares para cada um dos compostos estudados, a equacdo das retas e o0s

coeficientes de determinacdo (r?) obtidos nos ensaios com e sem matriz. As curvas
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analiticas dos compostos estudados nos ensaios com solvente (ACN), matrizes de
Caieiras e de Franco da Rocha sé&o representadas nas Figuras 34 a 36.

Tabela 17. Faixa de trabalho para cada composto, equacao da reta e coeficiente de
determinacgédo (r2) obtidos pela adicdo padrdo na matriz de Caieiras.

Adicdo em Matriz Caieiras

Composto Intervalo Linear (ug.mL™) Equacédo da Reta r?
a-BHC 0,101 -1,010 y =1,21E+05 x - 1.651 0,999
B-BHC 0,103 — 1,030 y =25827x - 2771 0,999
y-BHC 0,102 — 1,020 y = 16445x + 9228 0,997
0-BHC 0,100 — 1,000 y = 18069x - 2448 0,999
Heptacloro 0,101 -1,010 y = 12245x - 197,7 0,999
Hept. Epoxido Cis 0,111-1,114 y = 25022x + 2840 0,997
Hept. Epoxido Trans 0,105 - 1,050 y =271470x + 1393 0,998
Clordano Cis 0,108 — 1,080 y = 33889x + 4037 0,992
Clordano Trans 0,116 - 1,160 y = 290550x - 1090 0,999
1,40E+05 30000 - B-BHC
1,20E405 - a-BHC 25000 -
1,00E405 - 20000 -
8,00E+04 -
15000 -
6,00E+04 - 4000
4 00E+04 y= 1,21E+05 x - 1.651 1 T
! 220,999 ] y =25827x-277,1
2,00E+04 - R 5000 R? = 0,099
0,00E+00 ; ; ; . . . 0 . . : : . .
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200
-BHC 6-BHC
2,0E405 Y 2,08405 1
1,5E+05 1,5E+05 1
1,0E+05 1,0E+05 -
y = 16445x + 9228 _
5,0E+04 R? = 0,997 5,0E404 - y= 1;o§gx9-93448,
0,0E+00 - - - - - - - 0,0E+00 : : : — .
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200

Figura 34. Representagao grafica da linearidade para os compostos a-BHC, 3-BHC, y-
BHC e 6-BHC estudados em matriz de Caieiras.
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Heptacloro

1,6E+05
1,2E+405
8,0E+04

y = 12245x - 197,7
4,0E+04 R2 = 0’999
0,0E+00 - T T T T T |

0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200

Heptacloro Epéxido Cis
3,0E+05

2,4E+05
1,8E+05
1,2E+05
6,0E+04

0,0E+00 -~ T T T T T |
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200

y =25022x + 2840,
R*=0,997

Heptacloro Epéxido Trans

Clordano Cis

4,0E+05 -
3,0E+05
3,0E405 -
2,0E+05
271470x + 1393 2,08+05 1
y= X + ) =
i y = 33889x + 4037
1,0E+05 R2=0,998 1,0E+05 - R?=0,992
0,0E+00 T T T T 1 0,0E+00 T T T T T 1
0,000 0,250 0,500 0,750 1,000 1,250 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200
4,0E405 - Clordano Trans
3,0E405 -
2,0E405 -
y = 290550x - 1090,
1,0E+05 - R2=0,999
0,0E+00 T T T T T T 1
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200 1,400

Figura 35. Representagéo grafica da linearidade para todos os compostos estudados em
matriz de Caieiras.

Tabela 18. Faixa de trabalho para cada composto, equacao da reta e coeficiente de
determinagéo (r2) obtidos pela adicdo padrdo na matriz de Franco da Rocha.

Adicdo em Matriz Franco da Rocha

Composto Intervalo Linear (ug.mL™) Equacdo da Reta r?
a-BHC 0,101 -1,010 y = 185647x - 4813,9 0,996
B-BHC 0,103 -1,030 y = 35554x + 874,03 0,997
y-BHC 0,102 - 1,020 y = 252763x + 3265,8 0,995
o-BHC 0,100 — 1,000 y = 230201x - 4067 0,995

Heptacloro 0,101 -1,010 y =193815x - 839,56 0,998

Hept. Epoxido Cis 0,111 -1,114 y =319563x + 3990,6 0,994
Hept. Epoxido Trans 0,105 - 1,050 y =369190x + 1021 0,991
Clordano Cis 0,108 — 1,080 y = 402186x + 5373,2 0,990
Clordano Trans 0,116 - 1,160 y = 322090x — 2608 0,995
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0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200

a-BHC B-BHC
4,0E+04 -
2,0E+05 -
156405 - 3,0E+04 -
1,0E405 - 2,08404 1
’ =185647x - 4813,9
Y RZ=0 );964 ! y = 35554x + 874,03
5,0E+04 - =0, 1,0E+04 - R?=0,997
0,0E+00 . : ) 0,0E+00 : : . . . )
0,000 0,500 1,000 1,500 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200
y-BHC 6-BHC
3,0E+05 - 2,5E+05 -
228405 1 2,0E+05 -
2,0E+05 -
1,5E+05
1,5E+05 -
_ 1,0E+05 -
- =252763x + 3265,8 ,
LOE+05 Y RZ= 0995 y = 230201x - 4067,
5,0E+04 - ) 5,0E+04 - R? = 0,995
0,0E+00 . . : : : ) 0,0E+00 . . . . . s

0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200

2,5E+05 - Heptacloro Heptacloro Epéxido Cis
4,0E405 -

2,0E+05 -

1,5E+05 - 3,0E+05 -

1,0E+05 - - 3 2,0E+05 -

v 19;8_13"9 98839’5 6 y = 319563 + 3990,6
5,0E+04 - o 1,0E+05 - R?=0,9939
0,0E+00 ' ' ' 0,0E+00 : : : : : .

0,0 0,5 10 L5 00 02 04 06 08 1,0 12
Heptacloro Epdxido Trans Clordano Cis
R 5,0E+05 -
) +
4,0E+05 -
3,0E+05 3,0E+05 -
2,0E+05 -
1,5E+05 y =369190x + 1021, y = 402186x + 5373,2
R2=0,991 1,0E+05 - R?=0,990
0,0E+00 - : : . . . . 0,0E+00 . . . . . s

0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200

0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200

Clordano Cis
4,0E+05 -
3,0E+05 -
2,0E+05 -

y = 322090x - 2608,
1,0E+05 - R?=0,995
0,0E+00 . . )

0,000 0,500 1,000 1,500

Figura 36. Representacgédo gréfica da linearidade para todos os compostos, em matriz de

Franco da Rocha.
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Tabela 19. Faixa de trabalho para cada composto, equacao da reta e coeficiente de
determinacdo (r2) obtidos pela adicdo padrdo em solvente (ACN).

Adicdo em solvente (ACN)

Composto Intervalo Linear (ug.mL™) Equacédo da Reta r
a-BHC 0,101 - 1,010 y = 3,72E+05 x + 9,86E+03 0,998
B-BHC 0,103 - 1,030 y = 91966x - 656,33 0,999
y-BHC 0,102 - 1,020 y = 35554x + 874,03 0,997
0-BHC 0,100 - 1,000 y =278039x + 10590 0,997

Heptacloro 0,101 -1,010 y =129344x - 1946 0,999

Hept. Epoxido Cis 0,111 -1,114 y = 312320x - 6795,2 0,998
Hept. Epoxido Trans 0,105 - 1,050 y = 232739x - 2407 0,998
Clordano Cis 0,108 — 1,080 y =286709x +1111,2 0,999
Clordano Trans 0,116 - 1,160 y = 260109x - 2265 0,997
a-BHC B-BHC
3,0E405 -
2,0E405 -
1,5E+05 - 2,0E+05 -
1,0E+05 -
y = 185647x - 4813,9 1,0E+405 - y = 91966x - 656,33
5,0E+04 - R*=0,9964 R?=0,9997
0,0E+00 . . . 0,0E+00 T T 1
0,000 0[500 1[000 1]500 0,000 1,000 2,000 3,000
y-BHC §-BHC
4,0E+04 - 4,0E+05 -
3,0E+04 - 3,0E405 -
2,0E+04 - 2,0E+05 -
y =35554x + 874,03 y = 278039x + 10590
1,0E404 R?=0,997 1,0E+05 R? = 0,097
0,0E+00 . . . 0,0E+00 . . . ; .
0,000 0,500 1,000 1,500 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200
Heptacloro Heptacloro Epodxido Cis
1,5E+05 - 4,0E+05 -
3,0E405 -
1,0E+05
2,0E405 -
5,0E+04 y =129344x - 1946
R?=0,999 1,0E+05 - y = 312320x - 6795,2
R?=0,998
0,0+00 ' ' ' 0,0E+00 : : : : .
0,000 0,500 1,000 1,500 00 02 04 06 08 12

Figura 37. Representagao grafica da linearidade para os compostos a-BHC, 3-BHC, y-
BHC, &-BHC, heptacloro e Heptacloro epdxido cis em matriz de Franco da Rocha.
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3,0E+05 -~

2,0E405 -

1,0E+05 -

R? = 0,998

Heptacloro Epéxido Trans

y =232739x - 2407,

0,0E+00 T T T

0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200

4,0E+05

3,0E+05

2,0E+05

1,0E+05

0,0E+00

0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200

Clordano Cis

y =286709x + 1111,2

R?=0,999

3,5E+0.
3,0E+0.
2,5E+0.
2,0E+0.
1,5E+0
1,0E+0
5,0E+0
0,0E+0!

5 -
5 4
5 <
5_
5 -
5 <
4 -

Clordano Trans

y =260109x - 2265,

R?=0,997

0

0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200

Figura 38. Representacgéo grafica da linearidade para os compostos Heptacloro Epoxido
Trans e Clordano Cis / Trans estudados em solvente (ACN).

As retas obtidas nas faixas de concentracdo avaliadas demonstraram-se

lineares, com coeficientes de determinacdo acima de 0,99 em ambas as matrizes,

como pode ser observado nas Tabelas 17 e 19 e nas Figuras 37 a 39.

A analise de residuo (diferenca entre o valor medido e o valor calculado) foi

realizada pelo teste t de Student, no qual os valores de t cacuiado aCima do valor critico

te.05%) = 2,365 indicam que o ponto ndo pode ser considerado como pertencente a

reta de regressdo. Os resultados obtidos para t calculado nos ensaios com e sem

matriz sdo apresentados nas Tabelas 20 a 24.

Tabela 20. Valores de t.acuiado Obtidos pelo teste t Student para a verificacdo do desvio da
linearidade de cada ponto da curva para 0s nove compostos estudados na matriz de Caieiras,
onde o valor de tipeado = 2,365, considerando 7 graus de liberdade (n-1) e 95% de confianca.

pug.mL* 0,101 0,253 0,505 0,758 1,010 2,525 5,050 7,575

a-BHC
tealc 2,585 2,374 0,518 1,075 0,171 5,222 2,193 3,185
pug.mL* 0,103 0,258 0,515 0,773 1,030 2,575 5,150 7,725

B-BHC
tealc 2,960 2,805 0,558 3,224 0,385 5,066 1,383 0,970

.. Continuagao Tabela 20.
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ug.mL'l 0,102 0,255 0,510 0,765 1,020 2,550 5,100 7,650

y-BHC tealc 3,383 2,043 0375 1,583 0,460 4,460 2,597 3,299
ug.mL? 0,100 0,250 0,500 0,750 1,000 2,500 5,000 7,5
6-BHC
tealc 3,304 2,391 0,342 1,350 0,864 5,416 0,947 2,541
pug.mL* 0,101 0,253 0,505 0,758 1,010 2,525 5050 7,575
Heptacloro
tealc 3,471 2,273 0244 1,376 1,150 4,000 2,842 3,381
-1
Hept. Epox MgmL” 0111 0278 0557 0835 1114 2,784 5568 8,352
Cis tealc 3,185 1,979 0465 0,811 0,829 4,824 2,478 3,312
-1
Hept. Epox Mg-mL” 0105 0263 0525 0788 1,050 2,626 5251 7,877
Trans teac 3,092 1,946 0469 0,778 0,693 4,780 2,646 3,390
-1
Clordano Mg.mL™ 0108 0270 0540 0810 1,080 2,700 5400 8,100
Cis teal 3,015 1,682 0,080 0,846 0,133 3,797 3,804 3,802
-1
Clordano Mg.mL™ 0116 0290 0580 0870 1,160 2,900 5799 8,699
Trans teac 2,771 1,808 0393 0,572 0,336 4,351 3,426 3,713

Tabela 21. Valores de t.acuado Obtidos pelo teste t Student para a verificacdo do desvio da
linearidade de cada ponto da curva para 0s nove compostos estudados na matriz de Franco
da Rocha, onde o valor de tipeiado = 2,365, considerando 7 graus de liberdade (n-1) e 95% de
confianca.

pg.mL* 0,101 0,2525 0,505 0,7575 1,01 2,525 5,05 10,1
a-BHC
tealc 2,887 2,780 0,149 0,723 0,551 6,065 0004 1,518
.mL* 0103 02575 0515 0,7725 1,03 2,575 515 7,725
Mg
B-BHC
tealc 1,83 2350 0304 0441 0,369 6527 1,747 0,923
wg.mL* 0,102 0,255 0,510 0,765 1,020 2,550 5,100 10,200
BHC
v-
tealc 3,148 2692 0,014 0430 0694 589% 0566 1,761
ug.mL* 0,100 0,250 0,500 0,750 1,000 2,500 5,000 7,500
5-BHC
tealc 2,708 2,563 0,415 0628 0552 6173 1,193 1,305
pg.mL* 0,101 0,253 0505 0,758 1,010 2,525 5050 7,575
Heptacloro
tealc 2,837 2,507 0,092 048 1009 6104 0,727 1,618
-1
Hept. Epox ug.mL 0,111 0,278 0,557 0,835 1,114 2,784 5568 8,352
Cis

tealc 3,088 2,602 0,021 0,966 0,891 5,730 0,359 2,236
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... Continuagao Tabela 21.

Mg .mL™ 0,105 0,263 0,525 0,788 1,050 2,626 5,251 7,877

Hept. Epdx
Trans tealc 3,032 2576 0,013 0929 0,776 5829 0,225 2,164
Clordano Mg-mL™ 0108 0270 0540 0810 1,080 2700 5400 800
Cis tealc 3138 2,585 0,240 1,123 0492 5747 0309 2,188
Clordano  Mg-mL™ 0116 029 0580 0870 1,160 2900 5799 8,699
Trans tealc 2,824 2663 0,088 0935 0576 5997 0,178 1,930

Tabela 22. Valores de teycuado Obtidos pelo teste t Student para a verificacdo do desvio da
linearidade de cada ponto da curva para os nove compostos estudados na em solvente
(ACN), onde o valor de tipeado = 2,365, considerando 7 graus de liberdade (n-1) e 95% de
confianca.

wg.mL* 0,01 0,253 0,505 0,758 1,010 2,525 5050 10,100

a-BHC
tewc 2232 166 0,706 0604 0135 2,709 581 3,451
ug.mL™ 0,03 0258 0515 0773 1,030 2,575 5150 7,725

B-BHC
tewc 1622 1,087 1231 0040 0332 3,191 5992 4,870
ug.mL™ 0102 0255 0510 0765 1,020 2,550 5100 10,200

y-BHC
teac 1,984 1,658 0512 0,707 0111 2,406 6,032 3,466
ug.mL 0100 0250 0500 0,750 1,000 2,500 5000 7,500

6-BHC
tewc 0,797 1,192 1,357 0,082 0112 1,415 6718 4,816
ug.mL™ 0101 0253 0505 0,758 1,010 2,525 5050 7,575

Heptacloro
tewe 1,728 1,356 1,074 0034 0457 2,206 6364 4,902
Hept. Epéx ug.mL™ 0111 0278 0557 0835 1,114 2,784 5568 8352
Cis t.. 0593 0101 1,917 0367 1,09 0532 6693 4,333
Hept. Epéx ug.mL™ 0105 0263 0525 0,788 1,050 2,626 5251 7,877
Trans t.. 0,998 0,966 1,691 0259 0,235 1,929 6543 4,841
Clordano  M9-MLY 0108 0270 0540 0810 1080 2700 5400 8100
Cis

tealc 1,183 1,156 1,705 0,184 0,109 2,230 6,390 4,869
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... Continuagéo Tabela 22.

Hg.mL™ 0,116 0,290 0,580 0,870 1,160 2,900 5,799 8,699
Clordano

Trans

tcalc 1,882 1,488 1,324 0,172 0,401 3,129 5,825 4,834

A partir dos resultados apresentados nas Tabelas 20 a 22 é possivel constatar
gue varios pontos estdo acima do valor critico 2,365, concluindo-se entdo, que 0s
mesmos ndo poderiam ser considerados como pertencentes a reta de regressao da

curva analitica.

A matriz de Caieiras apresentou valores superiores ao tipelado, tanto para os
pontos mais baixos, quanto para 0os pontos mais altos da curva, enquanto a matriz de
Franco da Rocha apresentou valores superiores ao tuapelado Predominantemente para
0S pontos mais baixos da curva. O mesmo foi observado nos resultados obtidos para
0 ensaio sem matriz. Entretanto, avaliando-se cada resultado individualmente,
observa-se que alguns estdo muito préximos do valor tabelado, sendo possivel
considerar que estes dados podem ser utilizados para quantificacdo dos analitos.
Além disso, ao confrontar estes resultados com os obtidos para os coeficientes de
determinacao (r’) de cada composto em estudo, conclui-se que é possivel realizar-se
a quantificacdo, uma vez que todos os compostos, nas duas matrizes, apresentaram
r> > 0,99, valor este acima do recomendado pelo INMETRO (2010).

A linearidade foi também avaliada pelos graficos de residuos. Nas Figuras 40
a 45 sao apresentados os graficos de distribuicdo espacial dos residuos absolutos em
funcd@o das concentracfes e a distribuicdo dos residuos em fungédo da probabilidade
normalizada nos ensaios com as amostras de Caieiras, Franco da Rocha e somente

em ACN, respectivamente.
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Figura 42. Graficos dos residuos absolutos (a) e normalizados (b) para o composto
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Franco da Rocha.
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compostos BHC a-, B-, y-, & e Heptacloro no ensaio com solvente (ACN).
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Figura 44. Graficos dos residuos absolutos (a) e normalizados (b) para o composto
Heptacloro Epoxido Cis / Trans e Clordano Cis / Trans no ensaio com solvente
(ACN).

Ao observar os gréficos da distribuicdo dos residuos absolutos versus a
concentracéo (Figuras 40 a 45(a) percebe-se uma maior flutuagcéo entre as replicatas,
tanto positiva quanto negativa, nas concentragcdes mais altas. Entretanto, ao analisar

os graficos dos residuos pela probabilidade normal (Figuras 40 a 45(b)) nota-se que a
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maioria dos pontos esté distribuida no intervalo de probabilidade de -2 a +2, ou seja,
dentro de + 2 desvios padrdo, com 95% de confianca. Nota-se ainda, que a
distribuicdo se aproxima de uma reta, sem grandes tendéncias que descaracterizem o

comportamento linear.

Através da analise de variancia (ANOVA), calcula-se a porcentagem de
variacdo explicada e a porcentagem méaxima explicavel (). E por meio do teste F de
regressao verifica-se se o modelo de regressdo adotado € significativo, isto €, se 0
modelo € linear, representado pela equacéo da reta, se ajusta ao conjunto de dados
obtidos com 95% de confianca. Os resultados obtidos para os calculos de
porcentagens de variacdes explicadas e explicaveis e do teste F de regressao podem

ser observados na Tabela 23.

Tabela 23. Resumo dos resultados da analise de variancia (ANOVA) para 0s nove compostos
estudados nas matrizes de Caieiras e Franco da Rocha.

Regressdo Ajuste % de % Maxima

Composto Fiab(1,14,95%) Ftab(6,8,95%) Variagdo de Variacdo

=3,81 =3,69 Explicada Explicavel
Caieiras 4,6 3,58 98,72 98,89
a-BHC Franco da Rocha 3,81 3,69 99,42 99,88
Caieiras 4,6 3,58 98,41 98,94
B-BHC Eranco da Rocha 3,81 3,69 99,52 99,84
Caieiras 3,81 3,69 99,70 99,94
v-BHC Franco da Rocha 3,81 3,69 99,25 99,87
Caieiras 4,6 3,58 98,39 98,78
6-BHC Franco da Rocha 3,81 3,69 99,18 99,85
Caieiras 4,6 3,58 98,37 98,74
Heptacloro Franco da Rocha 3,81 3,69 99,23 99,89
Heptacloro Caieiras 4,6 3,58 99,00 99,15
Epoxido Cis Franco da Rocha 4,6 3,58 99,00 99,15
Heptacloro Caieiras 3,81 3,69 99,47 99,95
Epéxido Trans Franco da Rocha 381 3,69 98,72 99,82
_ Caieiras 3,81 3,69 99,23 99,91
Clordano Cis Franco da Rocha 4.6 3,58 98,96 99,25
Caieiras 3,81 3,69 99,60 99,94
Clordano Trans 3,81 3,60 99,13 99,76

Franco da Rocha
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Com os resultados obtidos pelo teste de regressdo, observa-se que a
regressao aplicada é significativa para ambas as matrizes, uma vez que os valores de

Fcalculado fOram iguais ou superiores ao valor de Fiapelado (Ftan = 3,81).

Os resultados obtidos pelo teste de ajuste indicam que néao houve falta de
ajuste nos ensaios realizados em ambas as matrizes para todos 0s compostos
analisados, com valores de Fgacuado inferiores ao valor de Fiapelado (Ftan = 3,69)
significando que a disperséo entre 0s pontos nao € significativa, isto €, que os pontos

estao dentro.

As porcentagens de variacdo explicadas estdo proximas as porcentagens
maximas explicaveis, com valores acima de 90% para todos 0s compostos em ambas
as matrizes, significando que as variacfes foram explicadas satisfatoriamente pelos

modelos lineares adotados e que 0s mesmos se ajustam ao conjunto de dados.

Nos gréaficos das Figuras 46 e 47 sdo apresentadas as faixas de intervalos de
confianga para cada composto, nas faixas de trabalho consideradas. Dentro desta
faixa, os resultados sdo estatisticamente aceitaveis, sendo considerado estreito o
intervalo de confianca em praticamente toda a faixa de trabalho para todos os

compostos analisados.
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Figura 45. Gréficos da faixa de intervalo de confianca no ensaio sem matriz para o0s
compostos BHC a-, B-, y- e 6-, estudado na faixa de trabalho considerada.
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Figura 46. Graficos da faixa de intervalo de confianga no ensaio sem matriz para o
composto Clordano Trans estudado na faixa de trabalho considerada.

5.2.3 Limites de Deteccao (LD) e Quantificacao (LQ)

O limite de deteccdo (LD) do método foi obtido pelo desvio padrdo das
replicatas (n = 7) da menor concentracdo dos analitos (definida apos sucessivas
diluicbes da solucdo dos padrbes dos nove compostos em estudo) adicionadas as
matrizes e ao solvente (ACN).

Para o limite de quantificacdo (LQ) foi utilizado o branco das matrizes de solo
de Caieiras e Franco da Rocha. Foram utilizadas as médias das replicatas (n = 7) da
menor concentragdo do analito, tanto para quando a matriz ndo apresentou sinal
analitico para um determinado composto, quanto no caso do branco de solvente

(ensaio sem matriz).
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Na Tabela 24 sao apresentados os limites de detec¢ao (LD) e de quantificacdo
(LQ) do método, considerando 10 g de amostra. Em funcéo da sensibilidade do
equipamento ser diferente para cada composto e variar também para cada matriz, os

limites alcancados séo diferentes.

Tabela 24. Limites de deteccdo e de quantificacdo para os compostos estudados.

Limites do Método (ug.g™)

Composto Caieiras Franco da Rocha Solvente (ACN)

LD LQ LD LQ LD LQ
a-BHC 0,0012 0,0126 0,0004 0,0110 0,0013 0,0116
B-BHC 0,0017 0,0120 0,0003 0,0121 0,0032 0,0131
y-BHC 0,0015 0,0116 0,0016 0,0114 0,0038 0,0117
6-BHC 0,0008 0,0116 0,0013 0,0122 0,0019 0,0123
Heptacloro 0,0010 0,0108 0,0008 0,0116 0,0012 0,0124
Hept. Ep. Cis 0,0009 0,0115 0,0010 0,0125 0,0013 0,0126
Hept. Ep. trans 0,0003 0,0110 0,0008 0,0120 0,0011 0,0131
Clordano Cis 0,0004 0,0079 0,0007 0,0103 0,0011 0,0123
Clordano Trans 0,0005 0,0109 0,0007 0,0128 0,0011 0,0143

5.2.4 Precisao

A precisdo, definida como a dispersdo dos resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes
sob condi¢des determinadas, foi avaliada em termos de desvio—padrao (DP) e desvio
padrao relativo (DPR), conhecido como coeficiente de variacéo (CV).

Nos processos de validacdo de métodos analiticos de residuos e impurezas a
taxa aceitavel de DPR é de até 20%, dependendo da complexidade da amostra
(Horwitz e Albert, 2006). Considerando-se os resultados de repetitividade e
reprodutibilidade, todos os DPR foram inferiores a 20%, como pode ser observado na
Tabela 25.
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Tabela 25. Coeficientes de variagdo (CV %) para os compostos em trés niveis de

concentracdo nos ensaios com as matrizes de Caieiras (C) e Franco da Rocha (FR).

Composto Matriz  pg.mL* CV (%) upg.mL? CV (%) pg.mL' CV (%)

C 0,253 4,15 0,505 2,20 1,010 2,66

a-BHC
FR 0,253 4,02 0,505 2,24 1,010 1,16
C 0,258 5,64 0,515 4,19 1,030 0,68

B-BHC
FR 0,258 5,96 0,515 6,11 1,030 1,26
C 0,255 1,35 0,510 2,53 1,020 0,32

y-BHC
FR 0,255 2,87 0,510 2,62 1,020 0,34
C 0,250 5,08 0,500 0,54 1,000 3,82

5-BHC
FR 0,250 3,59 0,500 3,15 1,000 1,11
C 0,253 2,76 0,505 1,77 1,010 3,62

Heptacloro

FR 0,253 0,16 0,505 0,43 1,010 1,61
Hept. Ep. C 0,278 1,91 0,557 1,36 1,114 1,70
Cis FR 0,278 2,13 0,557 0,68 1,114 1,75
Hept. Ep. C 0,263 1,11 0,525 0,92 1,050 1,95
Trans FR 0,263 6,36 0,525 0,47 1,050 1,72
Clordano C 0,270 2,11 0,540 0,56 1,080 1,48
Cis FR 0,270 6,28 0,540 2,90 1,080 2,80
Clordano C 0,290 1,98 0,580 1,85 1,160 1,95
Trans FR 0,290 4,04 0,580 0,34 1,160 2,18

A repetitividade foi avaliada pelo limite de repetitividade (r), considerando trés
niveis de concentracdes e sete replicatas de cada ensaio e foram analisadas sob as
mesmas condicdes (mesmo dia, equipamento e analista). As concentracdes
consideradas, as médias dos desvios-padrao entre as replicatas e os resultados

obtidos para as duas matrizes sdo demonstrados nas Tabelas 26 e 27.

Tabela 26. Valores do limite de repetitividade (r) para os compostos em trés niveis de

concentracdo no ensaio com matriz de Caieiras.

pg.mL™ 0,101 0,505 2,525

a-BHC S replicatas 0,0048 0,0157 0,0391
r 0,0134 0,0439 0,1094

ug.mL? 0,103 0,773 5,150

B-BHC S replicatas 0,0071 0,0472 0,1869
r 0,0198 0,1323 0,5234
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... Continuagéo Tabela 26.

pg.mL* 0,102 0,765 5,100
y-BHC S replicatas 0,0071 0,0472 0,1869
r 0,0198 0,1323 0,5234
pg.mL™ 0,100 0,750 5,000
6-BHC S replicatas 0,0071 0,0472 0,1869
r 0,0198 0,1323 0,5234
pg.mL* 0,101 0,758 5,050
Heptacloro S replicatas 0,0071 0,0472 0,1869
r 0,0198 0,1323 0,5234
pg.mL™ 0,111 0,835 5,568

Hept. Ep. = )
Cis S replicatas 0,0071 0,0472 0,1869
r 0,0198 0,1323 0,5234
pg.mL* 0,105 0,788 5,251
H‘;Fr’;nzp' Sreplicatas  0,0071 0,0472 0,1869
r 0,0198 0,1323 0,5234
pg.mL™ 0,108 0,270 0,540

Clordano - .
Cis S replicatas 0,0071 0,0472 0,1869
r 0,0198 0,1323 0,5234
pg.mL™ 0,116 0,870 5,799
C'%'rgr?sno Sreplicatas  0,0071 0,0472 0,1869
r 0,0198 0,1323 0,5234

Tabela 27. Valores do limite de repetitividade (r) para os compostos em trés niveis de

concentracao no ensaio com matriz de Franco da Rocha.

pg.mL™ 0,101 0,505 2,525

a-BHC S replicatas 0,0048 0,0157 0,0391
r 0,0134 0,0439 0,1094

ug.mL? 0,103 0,773 5,150

B-BHC S replicatas 0,0071 0,0472 0,1869
r 0,0198 0,1323 0,5234

pg.mL™ 0,102 0,765 5,100

y-BHC S replicatas 0,0071 0,0472 0,1869
r 0,0198 0,1323 0,5234
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.. Continuacao Tabela 27.

pg.mL™ 0,100 0,750 5,000
5-BHC S replicatas 0,0071 0,0472 0,1869
r 0,0198 0,1323 0,5234
pg.mL™ 0,101 0,758 5,050
Heptacloro S replicatas 0,0031 0,0362 0,1593
r 0,0088 0,1014 0,4461
pg.mL™ 0,111 0,557 1,114

Hept. Ep. = .
Cis S replicatas 0,0043 0,0221 0,0313
r 0,0121 0,0619 0,0878
pg.mL™ 0,105 0,788 5,251
H?ﬁ’;'nip' Sreplicatas  0,0032 0,0378 0,1895
r 0,0090 0,1059 0,5306
pg.mL™ 0,108 0,270 0,540

Clordano - .
Cis S replicatas 0,0071 0,0472 0,1869
r 0,0198 0,1323 0,5234
pg.mL™ 0,116 0,870 5,799
C'%'r:r?go Sreplicatas  0,0071 0,0472 0,1869
r 0,0198 0,1323 0,5234

Para a precisdo, ainda se considerou a reprodutibilidade do método por meio

do calculo do limite de reprodutibilidade (R). As analises foram realizadas em sete

replicatas com a solugdo mix dos padrbes em estudo, em trés niveis de

concentracfes, porém, em dias diferentes.

As Tabelas 28 e 29 mostram o0s

resultados obtidos, assim como os trés niveis de concentracdes considerados e as

médias dos desvios padrdo entre as replicatas.

Tabela 28. Resultados do limite de reprodutibilidade (R) para os compostos em trés niveis de

concentracdes no ensaio com matriz de Caieiras.

ug.mL? 0,101 0,505 2,525

a-BHC S replicatas 0,0018 0,0096 0,0218
r 0,0051 0,0269 0,0609

ug.mL? 0,103 0,773 5,150

B-BHC S replicatas 0,0020 0,0188 0,0879
R 0,0056 0,0526 0,2460
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... Continuagéo Tabela 28.

pg.mL™ 0,102 0,765 5,100

y-BHC S replicatas 0,0052 0,0273 0,0295

R 0,0144 0,0763 0,0826

pg.mL™ 0,100 0,750 5,000

6-BHC S replicatas 0,0010 0,0215 0,0321

R 0,0028 0,0603 0,0899

pg.mL™ 0,101 0,758 5,050

Heptacloro S replicatas 0,0017 0,0188 0,0310

R 0,0047 0,0526 0,0867

pg.mL™ 0,111 0,835 5,568

Hch’:ti'SEp' Sreplicatas  0,0019 0,0107 0,0299

R 0,0054 0,0299 0,0836

pg.mL™ 0,105 0,788 5,251

Hept. Ep. Sreplicatas  0,0019 0,0112 0,0307
Trans

R 0,0052 0,0313 0,0861

pg.mL™ 0,108 0,270 0,540

Cloé?sno Sreplicatas  0,0038 0,0039 0,0051

R 0,0105 0,0110 0,0143

pg.mL™ 0,116 0,870 5,799

C'%'rgr?go Sreplicatas  0,0009 0,0132 0,0388

R 0,0027 0,0369 0,1085

Tabela 29. Resultados do limite de reprodutibilidade (R) para os compostos em trés niveis de

concentracdes no ensaio com matriz de Franco da Rocha.

pg.mL™ 0,101 0,505 2,525

a-BHC S replicatas 0,0012 0,0117 0,0709
r 0,0033 0,0329 0,1985

ug.mL? 0,103 0,773 5,150

B-BHC S replicatas 0,0065 0,0239 0,1016
R 0,0182 0,0669 0,2845

pg.mL™ 0,102 0,765 5,100

y-BHC S replicatas 0,0013 0,0237 0,0763
R 0,0037 0,0664 0,2136
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.. Continuagéo Tabela 29.

pg.mL™ 0,100 0,750 5,000
5-BHC S replicatas 0,0033 0,0052 0,0594
R 0,0093 0,0146 0,1664
pg.mL™ 0,101 0,758 5,050
Heptacloro S replicatas 0,0018 0,0136 0,0673
R 0,0050 0,0382 0,1885
pg.mL™ 0,111 0,557 1,114

Hept. Ep. = .
Cis S replicatas 0,0025 0,0085 0,4065
R 0,0071 0,0238 1,1382
pg.mL™ 0,105 0,788 5,251
H?ﬁ’;'n'ip' Sreplicatas  0,0024 0,0136 0,0862
R 0,0067 0,0382 0,2415
pg.mL™ 0,108 0,270 0,540

Clordano - .
Cis S replicatas 0,0035 0,0088 0,0115
R 0,0099 0,0246 0,0323
pg.mL™ 0,116 0,870 5,799
C'%'r:r?go Sreplicatas  0,0013 0,0174 0,0938
R 0,0037 0,0487 0,2627

Para que o método apresente repetitividade e reprodutibilidade, os valores de r
e R devem ser superiores a diferenca entre as replicatas (Souza, 2011). Observando-
se as Tabelas 25 a 29, percebe-se que os resultados foram bem inferiores as
concentracdes consideradas e os limites para repetibilidade (r) e reprodutibilidade (R)
encontram-se acima das médias do desvio padrao das replicatas. Para os trés niveis
de concentracao avaliados, as diferencas absolutas entre os resultados das replicatas
dos ensaios obtidos sob condicbes de repetibilidade e reprodutibilidade foram

inferiores aos valores de r e R, demonstrando a precisdo do método (Souza, 2011).

5.2.5 Exatidao

A exatiddo do método analitico pode ser avaliada por vérias ferramentas, entre
elas, o teste z (Score), cujos resultados podem ser observados na Tabela 30 e os

ensaios de recuperacao, utilizando materiais de referéncia certificados. O teste z

130



Score foi aplicado considerando-se as sete replicatas dos ensaios realizados com e
sem matriz. Para que a metodologia seja considerada exata, os valores de |z| devem
ser inferiores a 2. Se 0 |z| estiver entre 2 e 3, o resultado € considerado questionavel,

e para |z| >3, o resultado é considerado insatisfatério.

Na Tabela 30, podem ser observados os resultados para o indice z, com
valores inferiores a 2 para todos os compostos, demonstrando que os resultados séao
satisfatorios e o0 método tem exatiddo na faixa de concentracdo considerada nos

ensaios realizados em ambas as matrizes.

Tabela 30. Resultados do z Score para os compostos estudados nos ensaios em matriz de

Caieiras e Franco da Rocha.

Concentragcdo z Score Concentragdo z Score

Composto . - -1
(Mg.97) (Caieiras) (Mg.g™) (F. da Rocha)

a-BHC 0,010 0,0148 0,102 0,672
B-BHC 0,096 1,409 0,518 0,067
y-BHC 0,233 0,699 0,533 1,431
5-BHC 0,101 0,188 0,530 1,876
Heptacloro 0,099 0,991 0,104 1,588
Hept. Epoxido Cis 0,574 1,818 0,868 0,696
Hept. Epoxido Trans 0,111 1,447 0,098 1,587
Clordano Cis 0,281 1,487 0,574 1,486
Clordano Trans 0,289 0,069 0,599 0,878

5.2.6 Recuperacéao

A eficacia do método proposto foi avaliada através dos ensaios de
recuperacdo, para isso foram utilizadas amostras testemunho do municipio de
Caieiras, por apresentar um histérico de menores indices de contaminacao, segundo

informacdes coletadas com equipe da Vigilancia Sanitaria.

O teste de recuperacéo foi realizado segundo o item 4.9.1. As andlises das
amostras testemunho detectaram a presencga do composto a-BHC, cuja concentragao
foi descontada de cada ensaio de recuperacdo segundo a Equacéao 30 do item 4.9.1,

a fim de ndo superestimar a eficiéncia do método.

Como pode ser observado na Tabela 31, as médias de porcentagens de
recuperacdo concentraram-se na faixa de 70 a 120%, para a maioria dos compostos,
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exceto para o a-BHC, que apresentou 57,8% de recuperacdo. Todas as médias de
porcentagens de recuperacao estao dentro da faixa recomendada pela literatura, 70 a
al20% para analise de residuos, ou de 50 a 120% para amostras complexas (Ribani
et al., 2004).

As porcentagens de recuperagcdo acima de 100% podem ser explicadas pela
influéncia da matriz sobre o ensaio, especialmente tratando-se de matrizes complexas
como as ambientais. A variacdo dos resultados observada entre os compostos é
explicada pela forma distinta com que se comportam na matriz em estudo. O a-BHC é

0 composto que apresentou maior influéncia da matriz.
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Tabela 31. Teste de recuperacdo dos compostos estudados (médias de 3 resultados).

Concentracdo Adicionada (ug/mL)

1,00

Area Area Recup. Area Area Recup. Area Area Recup. Recup.
Composto (*Ad. Pd.) | (Recup.) (%) (*Ad. Pd.) (Recup.) (%) (*Ad. Pd.) | (Recup.) (%) Total
a-BHC 89241 239388 37,3 368869 400603 92,1 195378 442849 441 57,8
B-BHC 19728 81768 24,1 41879 41429 101,1 65107 76814 84,8 70,0
y-BHC 139046 242863 57,3 319296 360501 88,6 843068 398576 211,5 119,1
6-BHC 133380 162010 82,3 201793 260552 77,4 368161 561928 65,5 75,1
Heptacloro 106702 80835 132,0 263534 262345 100,5 390684 593158 65,9 99,4
Heptacloro Ep. Cis 217998 242254 90,0 351418 340478 103,2 880940 1056894 83,4 92,2
Heptacloro Ep. Trans 213789 208102 102,7 265052 277469 95,5 570104 574938 99,2 99,1
Clordano Trans 254936 231293 110,2 479078 468069 102,4 650746 774952 84,0 98,8
Clordano Cis 285332 233121 122,4 620881 591373 105,0 1523569 1807067 84,3 103,9

*Ad. Pd.: Adigao Padréao
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5.2.7 Robustez

A fim de verificar a sensibilidade do método analitico por efeito de pequenas
variacbes, conforme os parametros selecionados na Tabela 13 (item 4.9.2), foram
realizados calculos de robustez pelo planejamento fatorial de 7 varidveis com 8
experimentos (planejamento fracionario saturado), como pode ser observado na
Tabela 6 (item 2.6.5.3.10) utilizando-se como ferramenta a planilha “Validacdo de
Ensaios Quimicos” (Furusawa, 2007).

Os resultados obtidos podem ser melhor entendidos por meio das
representacbes gréficas, onde € possivel avaliar se o0 método € robusto para as
alteracdes nos parametros escolhidos dos compostos apresentada nas Figuras 47 e
48, que possibilitam entender se esses efeitos sdo ou nao significativos, avaliar se o
método € ou ndo robusto para as condi¢cdes escolhidas, bem como ordenar a

influéncia de cada uma das variagdes nos resultados finais.

Nas Figuras 47 e 48 sdo apresentados os graficos dos efeitos para 0os nove
compostos estudados na matriz de Caieiras, onde € possivel avaliar se o parametro
selecionado influencia de forma positiva ou negativa o ensaio. Os gréaficos de
probabilidade normal e de rankit (meia-normal) sdo apresentados nas Figura 49 a 51,
referentes também aos ensaios com a matriz de Caieiras. Cada um dos sete pontos
representados nos graficos referenciam um parametro escolhido para variacdo, e para
gue a metodologia seja considerada robusta, o0s mesmos devem se encontrar abaixo
da margem de erro mais critica (ME, margin of error), se o resultado estiver entre a
ME e a SME (simultaneous margin of error) indica que se deve ter cuidado com o

parametro em questéo na realizacdo do método.

Observando os graficos de influéncia (Figuras 47 e 48), é possivel constatar
gue os resultados obtidos foram bem diversificados para os compostos estudados.
Alguns parametros, como a temperatura do injetor, a massa da amostra, o volume de
acetonitrila usado na extracdo, o fluxo da coluna e o volume de injecdo, nao
apresentaram influéncias relevantes, tanto positiva quanto negativamente, exceto
para os compostos Clordano Cis / Trans, que apresentaram grandes influéncias
positivas para a temperatura do injetor e para o volume de injecdo. E para o
composto 8-BHC, que apresentou grande influéncia positiva para fracionamento de

volume. Entretanto, estes parametros ficaram abaixo da ME nos gréficos de rankit
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(Figuras 50 e 51), significando que as influéncias evidenciadas nao foram relevantes.

O aumento de volume injetado de 1 para 2uL, assim como o fracionamento de

volume de injecdo apresentaram forte influéncia negativa para a maioria dos
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Figura 47. Graficos para os compostos a-BHC, 3-BHC, y-BHC, 6-BHC, Heptacloro,
Heptacloro Epoxido Cis representando teste de verificacdo de significAncia dos efeitos.
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Figura 48. Gréficos para os compostos Heptacloro Epoxido Trans e Clordano Cis/ Trans,

realizar alteracbes na metodologia, tanto para extracdo quanto para andlise das
amostras, uma vez que todos os fatores ficaram abaixo da margem de erro mais

critico (ME). Os graficos de probabilidade normal apresentaram valores entre -2 a +2,

representando teste de verificacdo de significancia dos efeitos.

Avaliando-se as Figuras 50 a 52 é possivel concluir que ndo é necessario

ou seja, bem distribuidos, significando que provavelmente nao haja outliers.
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Figura 49. Gréficos para os compostos a-BHC representando teste de verificagao de

significancia dos efeitos.
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Figura 50. Graficos para os compostos 3-BHC, y-BHC, 6-BHC, Heptacloro,

representando teste de verificacdo de significancia dos efeitos.
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Figura 51. Gréficos para os compostos Heptacloro Epoxido Cis / Trans e Clordano Cis /
Trans, representando teste de verificacdo de significancia dos efeitos.
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5.2.8 Célculo de incertezas

Na Tabela 32 sdo apresentados os resultados dos calculos de incerteza
expandida para os compostos estudados nas matrizes de Caieiras e Franco da

Rocha, considerando-se um ponto intermediario da curva.

Tabela 32. Resultados para as Incertezas expandidas referente a um ponto
intermediario das curvas analiticas nas matrizes de Caieiras (C) e Franco da Rocha
(FR), considerando k = 1,96 e 95% de confianca.

Composto Matriz [1 (ug.g'l) Incerteza Expandida %

C 0,363 + 0,014 mg.g* 3,90

a-BHC -
FR 0,388 + 0,019 mg.g 4,82
C 0,415 + 0,016 mg.g™ 3,77

B-BHC -
FR 0,483 + 0,020 mg.g’ 4,23
C 0,409 + 0,012 mg.g* 2,99

y-BHC -
FR 0,420 + 0,024 mg.g 5,72
C 0,306 + 0,015 mg.g* 4,81

6-BHC -
FR 0,342 + 0,022 mg.g’ 6,35
C 0,401 + 0,019 mg.g* 4,69

Heptacloro -
FR 0,435 + 0,038 mg.g’ 8,78
Hept. Ep. C 0,479 + 0,015 mg.g* 3,22
Cis FR 0,513 + 0,023 mg.g™ 4,42
Hept. Ep. C 0,453 + 0,015 mg.g* 3,42
Trans FR 0,479 + 0,022 mg.g™* 4,68
Clordano C 0,496 + 0,015 mg.g* 3,12
Cis FR 0,313 + 0,020 mg.g™ 6,40
Clordano C 0,485 + 0,017 mg.g™ 3,56
Trans FR 0,438 + 0,016 mg.g* 3,74

Como exposto nas Tabelas 33 e 34 ainda nos graficos das Figuras 53 a
56, nas matrizes de Caieiras e Franco da Rocha, as incertezas associadas a
curva analitica foram as maiores fontes de contribuicdo para a incerteza
combinada de todos os compostos. Estes resultados sdo coerentes, uma vez
que em ambas estdo relacionados as concentracbfes e a resposta do

equipamento.
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Tabela 33. Contribuicdo da incerteza de cada grandeza de entrada no calculo do

mensurando no ensaio com a matriz de Caieiras, considerando o ponto médio do

intervalo de concentragdo das curvas analiticas dos compostos estudados.

Valor real Contribuicdes Individuais de cada Incerteza -
Composto calculado Matriz Caieiras
(Ug gl) Ucurva Um(g) solo Uvol.final Urec Ucombinada
a-BHC 0,3629 0,0175 0,0017 0,0060 0,0059 0,0071
B-BHC 0,4150 0,0167 0,0017 0,0060 0,0061 0,0078
y-BHC 0,4094 0,0124 0,0017 0,0060 0,0055 0,0061
5-BHC 0,3061 0,0227 0,0017 0,0060 0,0051 0,0074
Heptacloro 0,4015 0,0216 0,0017 0,0060 0,0067 0,0094
Heptacloro Ep. Cis 0,4786 0,0136 0,0017 0,0060 0,0059 0,0077
Heptacloro Ep. Trans 0,4534 0,0147 0,0017 0,0060 0,0061 0,0077
Clordano Cis 0,4964 0,0129 0,0017 0,0060 0,0061 0,0077
Clordano Trans 0,4850 0,0157 0,0017 0,0060 0,0056 0,0086
a-BHC B-BHC
urel(R) urel(R)
urel(msolo) urel(msolo)
urel(Vf) urel(Vf)
urel(C0,5) urel(CO0,5)
0,0600 0,0‘100 0,0éOO 0,0600 0,0iOO 0,0éOO
v-BHC 8-BHC
urel(R) urel(R)
urel(msolo) urel(msolo)
urel(Vf) urel(Vf)
urel(C0,5) urel(CO0,5)
0,0600 0,0‘100 0,0‘200 0,0500 0,0600 0,05.00 0,0‘200 0,0‘300

Figura 52. Representacfes gréaficas das incertezas individuais envolvidas na

analise dos compostos BHC ao-, B-, y- € 6- na matriz de Caieiras.
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Heptacloro Heptacloro Epoxido Cis
urel(R) urel(R)
urel(msolo) urel(msolo)
urel(Vf) urel(Vf)
urel(C0,1) urel(Co3) | ‘ | |
0,0‘000 0,0iOO 0’0‘200 0,0000 0,0100 0,0200 0,0300
Heptacloro Epdxido Trans Clordano Cis
urel(R) urel(R)
urel(msolo) urel(msolo)
urel(Vf) urel(Vf)
urel(C0,5) urel(CO0,5)
0,0600 0,05.00 0,0‘200 0,0500 0,0600 0,0.lI.OO 0,0éOO 0,0éOO
Clordano Trans
urel(R)
urel(msolo)
urel(Vf)
urel(CO0,5)
0,0600 0,0‘100 0,0‘200 0,0éOO

Figura 53. Representacdes gréficas das incertezas individuais envolvidas na
analise dos compostos heptacloro, heptacloro epéxido cis/trans e clordano
cis/trans na matriz de Caieiras.
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Tabela 34. Contribuicdo da incerteza de cada grandeza de entrada no calculo do

mensurando no ensaio com a matriz de Franco da Rocha, considerando o ponto médio

do intervalo de concentragé@o das curvas analiticas dos compostos estudados.

Valor real Contribuicdes Individuais de cada Incerteza -
Composto calculado Matriz Franco da Rocha
-1
(p-gml- ) Ucurva Um(g) solo Uvol.final Urec Ucombinada
a-BHC 0,3878 0,0225 0,0017 0,0060 0,0062 0,0094
B-BHC 0,4828 0,0192 0,0017 0,0060 0,0061 0,0102
y-BHC 0,4195 0,0274 0,0017 0,0060 0,0055 0,0120
5-BHC 0,3420 0,0307 0,0017 0,0060 0,0051 0,0109
Heptacloro 0,4350 0,0414 0,0017 0,0060 0,0132 0,0191
Heptacloro Ep. Cis 0,5126 0,0204 0,0017 0,0060 0,0059 0,0113
Heptacloro Ep. Trans 0,4792 0,0217 0,0017 0,0060 0,0061 0,0112
Clordano Cis 0,3125 0,0308 0,0017 0,0060 0,0061 0,0100
Clordano Trans 0,4375 0,0167 0,0017 0,0060 0,0056 0,0082
a-BHC B-BHC
urel(R) urel(R)
urel(msolo) urel(msolo)
urel(Vf) urel(Vf)
urel(CO0,1) urel(CO0,5)
0,0600 0,0‘100 0,0éOO 0,0600 0,0‘100 0,0‘200
y-BHC 6-BHC
urel(R) urel(R)
urel(msolo) urel(msolo)
urel(Vf) urel(Vf)
urel(CO0,5) urel(CO0,5)
0,0600 0,0100 0,0éOO 0,0éOO 0,0000 0,0100 0,0200 0,0300

Figura 54. Representacdes gréaficas das incertezas individuais envolvidas na

analise dos compostos BHC a-, B-, y- € 8- na matriz de Franco da Rocha.
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Heptacloro Heptacloro Epdxido Cis
urel(R) urel(R)
urel(msolo) urel(msolo)
urel(Vf) urel(Vf)
urel(CO0,1) urel(CO0,5)

0,0000 0,0100 0,0200 0,0300 0,0400

0,0000 0,0100 0,0200 0,0300

Heptacloro Epdxido Trans
urel(R)

Clordano Trans

urel(R)
urel(msolo) urel(msolo)
urel(Vf) urel(vh)
urel(C0,5)
1 T T | UreI(CO,S)
0,0000 0,0100 0,0200 0,0300 ‘ ‘ ‘ ‘
0,0000 0,0100 0,0200 0,0300
Clordano Trans
urel(R)
urel(msolo)
urel(Vf)
urel(C0,5)
0,0000 0,0100 0,0200 0,0300

Figura 55. Representacfes gréaficas das incertezas individuais envolvidas na
analise dos compostos Heptacloro, Heptacloro Epoxido Cis/ Trans e Clordano
Cis / Trans na matriz de Franco da Rocha.

Obs.: Por representar uma contribuicdo insignificante (<0,04%), se comparada
as demais, o valor da incerteza relacionada a dilatacdo do vidro, pode ser

desprezado no célculo.
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5.3 Resultados das amostras

As amostras foram coletadas em duas campanhas, sendo a primeira
realizada para fazer um reconhecimento de area e alguns testes preliminares a
fim de se escolher a amostra testemunho para os ensaios de validacdo, néo

sendo, portanto, seus resultados incluidos nos expostos nas Tabelas 35 e 36.

Os resultados para a 22 Campanha sdo apresentados nos graficos das
Figuras 57 e 59 e nas Tabelas 35 e 36. Na Tabela 35 s&o apresentados os
resultados obtidos para as amostras coletadas do municipio de Caieiras. Na
Figura 55, o aterro industrial pode ser identificado como a regido em que foram
coletadas as amostras dos pontos 1 a 7. Nestes pontos foram observadas
maiores concentragbes de contaminantes. As amostras analisadas
compreenderam a faixa de 3 a 66 pg.g* para o a-BHC, o limite méximo
permissivel para solo industrial, de acordo com a EPA, é de 0,27 pg.g*, para
este composto. As amostras dos pontos 8 a 15 foram coletadas em regido
circunvizinha ao aterro, parte da qual é habitada por uma populagdo carente.
Nessas amostras foi detectado a-BHC na faixa de 0,2 a 47 pg.g*, sendo o

limite maximo permissivel deste composto para solo, de 0,0077 pg.g™.

Caieiras (ug.g?)

®a-BHC
b-BHC
mg-BHC

d-BHC

Figura 56. Grafico que representa os niveis de concentragdo dos contaminantes
encontrados nas amostras referentes aos 15 pontos coletados no municipio de Caieiras
- SP.
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As amostras analisadas apresentaram contaminagao superior aos limites

méaximos permissiveis, segundo a EPA. Os pontos 9, 10 e 14 foram excecoes,

sendo o ultimo referente a uma regido mais elevada que a do aterro e bem

proxima as moradias,

contaminantes.

nesse ponto nao foi

detectada a presenca de

Tabela 35. Resultados das analises das amostras coletadas em 22 Campanha no

municipio de Caieiras.

Caieiras

Amostra a-BHC Unid. b-BHC Unid. g-BHC Unid. d-BHC Unid.
1 391+018 | g.g' | 623+033 | mg.g' | 1,61+007 | mg.g" | 76,76+592 | pg.g”
2 28,07+956| pg.g* | <0,0120° - <0,0116% - <0,01162 -
3 2557 +3,28| pg.g* | <0,0120% - <0,0116% - <0,01162 -
4 3,69+017 | mg.g" | 0,97+0,05 | mg.g" | <0,01162 - <0,0116*% -
5 2,04+008 | mg.g* | <0,120 - <0,0116% - <0,0116°% -
6 56,73 +4,26 | ug.g™’ <0,120° - <0,0116% - <0,0116*% -
7 66,01 +4,01 | pg.g™’ <0,120% - <0,0116% - <0,0116°% -
8 0,29+0,01 | mg.g* | <0,120° - <0,0116% - <0,01162 -
9 <0,0126% - <0,120% - <0,0116% - <0,01162 -
10 <0,0126% - <0,120% - <0,0116% - <0,01162 -
11 17,50 +1,25 | pg.g™ <0,120% - <0,01162 - <0,01162 -
12 30,00 +1,84 | ug.g* <0,120° - <0,0116% - <0,0116*% -
13 25,55+1,15| ug.g™’ <0,120% - <0,0116% - <0,0116°% -
14 <0,0126% - <0,120% - <0,0116% - <0,01162 -
15 47,30 +4,73 | pg.g™ <0,120° - <0,0116% - <0,0116° -

%limite de quantificacdo

Figura 57.

Esquema de amostragem da regido de Caieiras.
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No grafico da Figura 59 e na Tabela 36 sdo apresentados os resultados

das analises realizadas para as amostras coletadas em regido industrial no

municipio de Franco da Rocha. Essa regido, se comparada a de Caieiras, é

bem isolada, ndo apresentando populacdo circunvizinha.

Analisando-se o0s

resultados, € possivel aferir que as concentracdes dos isbmeros de BHC

encontradas foram altas, predominando sempre o a-BHC. As concentragfes

obtidas para o a-BHC estiveram na faixa de 0,2 a 70 pg.g™*, superiores aos

limites maximos permissiveis para solo industrial, 0,27 pg.g™, de acordo com a

EPA.

Franco da Rocha (ug.g™¥

Figura 58. Gréfico que representa os niveis de concentracdo dos contaminantes
encontrados nas amostras referentes aos 15 pontos coletados no municipio de Caieiras

- SP.

Tabela 36. Resultados das analises das amostras coletadas em 22 Campanha no

municipio de Franco da Rocha.

Franco da Rocha

\ a-BHC | Unid. \ B-BHC | Unid. \ y-BHC \ Unid. \ 8-BHC Unid.
1 7387+595 pug.gt  <0,0121° - <0,01142 - <0,0122? -
2 5982+260 ug.g'  <0,0121° - 13,69+062  pg.g”’ <0,0122? -
3 085+0,04 mgg’ 1913+1,27 mg.g” <0,01142 - <0,0122° -
4 072+0,09 mgg' <0,0121° - 0,96 + 0,11 mg.g* 2,03+035 mg.g*
5 66,72+3,98 mg.g' 3625+458 mg.g’  1,00+0,11 mg.g™ <0,01222 mg.g™
6 386+0,13 mg.g' <0,0121° - 1,52 +0,06 mg.g* 2,15+015 mg.g*
7 017+001 gg' 150+012 g.g* 0,38 + 0,03 g.g* 0,18 + 0,01 g.g*t
8 801+026 mg.g' 860+030 mgg'  043+0,04 mg.g® 021+001 mg.g’
9 1301+0,62 mg.g' 373+033 mg.g'  0,36+0,02 mg.g® 0,10+001 mg.g*
10 3,72+0,23 mg.g" <0,0121° - 0,36 + 0,02 mg.g™ <0,0122% -
11 21,40+0,64 mg.g' 0,31+001 mgg’ 0,22+001 mg.g* 007+001 mg.g*
12 31,31+090 mg.g' 0,32+001 mgg’ 043+0,01 mg.g® 0,10+0,005 mg.g*
13 250+0,17 mg.g® 080+0,15 mg.g®  0,19+0,02 mg.g™ <0,0122° -
14 151+006 gg' 011+001 g.g” 8,70 +1,33 gg' 3667+547 mg.g”
15 1,86+0,08 mg.g® 0,25+002 mg.g®- 0,14+0,03 mg.g* <0,0122° -

%limite de quantificac&o
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Figura 59. Esquema de amostragem em regido industrial no municipio de Franco da
Rocha.
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6 CONCLUSOES

A metodologia desenvolvida se mostrou adequada mediante 0 processo
de validacdo para a todos os compostos estudados, sendo ainda um meétodo
simples que permite a minimizacdo da contaminacdo e da perda de compostos
por excesso de manipulacdo. A validacdo do método, a partir dos parametros
estudados permite que se assegure a qualidade dos resultados obtidos e que o
desempenho tenha sido avaliado conforme indicado em documento de
referéncia (INMETRO, 2010). Os testes de robustez demonstraram que 0
método € robusto diante de pequenas variacbes das condi¢des inicialmente
estabelecidas no método para todos os compostos. Todas as variacbes

observadas encontram-se abaixo do ME, ndo sendo consideradas significativas.

O método de detecgcdo € sensivel e seletivo, visto que os compostos
estudados apresentaram boa separacdo, 0 que fornece seguranca na

determinacao destes para a metodologia desenvolvida.

A recuperacéo do método foi obtida na faixa de 50 a 120% para todos 0s
compostos, 0 que € considerado aceitdvel para matrizes complexas,
demonstrando que o método de extracdo QUEChERS é vantajoso por ser de
facil e rapida aplicacdo, tem baixo custo, e além disso, baixo consumo de

reagentes, o que faz o seu uso ambientalmente justificavel.

Os limites de deteccdo e quantificacdo do método compreenderam as
faixas de 0,0002 e 0,01 pg.g*, respectivamente, atendendo as necessidades da
analise em questdo, uma vez que o historico dos locais de coleta sdo de grande
contaminacdo, ndo sendo necessario dispor limites mais baixos, ja que nédo se

trata de andlise de tragos.

Durante a validagdo foi possivel observar que a metodologia, além de
seletividade e exata, possui precisdo, repetitividade e reprodutibilidade, apesar
da dispersao dos resultados entre ensaios repetidos, o que pode ser atribuido a

inje¢cao manual.

A metodologia desenvolvida mostrou ser linear na faixa de trabalho
proposta, fornecendo resultados de area diretamente proporcionais a

concentracdo dos analitos dentro de uma variacao aceitavel.
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O processo de validagdo demonstrou que a metodologia desenvolvida
pode ser aplicada a analise proposta nas condi¢cdes dos parametros avaliados.

Através dos experimentos de caracterizacdo dos solos, constatou-se que
os solos de ambas as regides apresentam baixo teor de matéria organica, o que
pode significar a n&o retencdo dos contaminantes no solo, podendo assim haver

lixiviagdo dos mesmos.

As regibes estudadas apresentam perfil diferente quanto as
circunvizinhancas dos aterros, pois o aterro de Caieiras € rodeado por uma

populacdo, enquanto o aterro de Franco da Rocha é uma érea isolada.

As amostras coletadas nos municipios de Caieiras e Franco da Rocha
apresentaram contaminacado por BHC a-, B-, y- e -, sendo o a-BHC o que
apresentou maiores concentracdes. A regido de Caieiras apresentou maior
contaminac&o nos pontos coletados dentro do aterro, na faixa de 2 a 66 pg.g™
para o a-BHC. Os pontos coletados em torno do aterro obtiveram resultados na
faixa de 0,26 a 47 pg.g*. A regido de Franco da Rocha também apresentou
contaminacgao, predominantemente, pelo isbmero a-BHC, na faixa de 0,7 a 73
ng.gl. Os limites méaximos permissiveis para este composto, em solo
residencial é de 0,077 ug.g™ , e em solo industrial, é de 0,27 ug.g™* de acordo
com a EPA. As faixas de concentracdo encontradas estéo, portanto, acima dos

limites maximos, de acordo com a legislacao vigente.
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7 CONSIDERACOES E PERSPECTIVAS

O presente trabalho, que teve como objetivo desenvolver um método para
identificar e quantificar organoclorados em solo de regides industriais da grande
Séo Paulo, é de suma importancia, pois além de realizar o diagnéstico ambiental
de areas que apresentam forte histérico de contaminacdo, no que se refere a
alguns pesticidas, auxiliara o plano de gestdo de acdes de remediacédo de solo
da regido. Contribuira para o entendimento dos 6rgdos responsaveis, como a
Vigilancia Sanitaria (VGS), que tem apresentado grande interesse nestas

analises.

Como sugestéo para trabalhos posteriores, recomenda-se a continuacao
do monitoramento desses organoclorados, construindo uma malha de
amostragem mais complexa, a fim de estudar os niveis de profundidade nos

qguais 0s compostos estao permeando.

Seria interessante também o estudo de outras matrizes, como a agua da
regido e até mesmo matriz bioldgica, uma vez que essas andlises sédo de

interesse da saude publica.

Outro fato relevante seria a utilizacdo de padrao interno, como um padrao

deuterado, a fim de otimizar o estudo da recuperagcdo do método.
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8 APENDICE

Resultados das incertezas parciais envolvidas no calculo de Incertezas para os

compostos estudados nas matrizes de Caieiras e Franco da Rocha.

CALCULO DE INCERTEZAS PARA O a-BHC

1. Incerteza da preparacédo da solucédo padrao estoque.
Grandezas de entrada: pureza do padréao u(P) e volume final da solugdo estoque
u(Vv).
Componentes de incertezas:
u(P) = 0,009815
u(V) = 0,0585434 mL

Incerteza combinada:

Uc (a-BHC so1. padrao) = 0,0070 ug.mL'l (referente & solucdo estoque: 99,283 pg.mL™)

2. Incerteza da preparagéo da solucéo de trabalho
Grandezas de entrada: incerteza da solugcdo estoque, volume pipetado da
solucéo estoque individual para preparagcédo da solucdo mista de trabalho e

volume final da solucéo mista de trabalho.

Componentes de incertezas:

U(Csol. rabaiho) = 0,000704079 pg.mL™
U(Vi_sol. trabalho) = 0,000600002 mL
calibragdo = 0,000519615

repe = 0,0003

At =1,7320E-06

U(Viina) = 0,001760767 mL

calibracdo = 0,001732051

repe = 0,000316228
At =1,73205E-05

Incerteza combinada
Uc (@-BHC <o trabaiho) = 0,020694163 pg.mL™ (Sol. 9,9283 pg.mL™)
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3. Incerteza da preparacao das solucbes de calibracdo para a curva
analitica.
Grandezas de entrada: incerteza da solugcédo de trabalho, volume pipetado da

solucéo de trabalho e volume dos baldes usados para a diluicdo das solugdes.

Incerteza de volume pipetado para cada solugcéo da curva:
U(V1 sol. calibragso) = 0,000173498 mL

calibracdo = 0,000173205

repe = 0,00001

At = 1,21244E-06

U(V2_sol. calibragso) = 0,000433744 mL
calibragéo = 0,000433013

repe = 0,000025

At = 3,03109E-06

U(V3 sol. calibragao) = 0,000293036 mL
calibragéo = 0,000288675

repe = 0,00005

At = 6,06218E-06

U(V4 sol. calibraggo) = 0,000439554 mL
calibracdo = 0,000433013

repe = 0,000075

At =9,09327E-06

U(V5_sol. calibracao) = 0,000586072 mL
calibracéo = 0,00057735

repe = 0,0001

At =1,21244E-05

Incerteza do vial de 1 mL:
u(V_1mL) = 0,00586072 mL
calibragéo = 0,005773503
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repe = 0,001
At =0,000121244

Incerteza combinada para cada uma das solucées da curva

Uc (@-BHC_C1so cunva) = 0,0018299 pg.mL™* (solugéo 0,0993 ug.mL™)
Uc (@-BHC_C2¢0) cunva) = 0,00457475 pg.mL™ (solugdo 0,2482 ug.mL™)
a-BHC_C3so) curva) = 0,004242552 pg.mL™ (solugdo 0,4964 pg.mL™)
a-BHC_C4so) curva) = 0,006363828 pg.mL™ (solugdo 0,7446 pg.mL™)
Uc (@-BHC_C5¢) cunva) = 0,008485103 pg.mL™ (solugéo 0,9928 ug.mL™)

Uc (
Uc (

Os calculos até aqui apresentados podem ser aplicados as duas matrizes
(Caieiras e Franco da Rocha), uma vez que as grandezas de entrada nao

envolvem as respostas das amostras. A seguir sao descritas individualmente as

incertezas calculadas para as curvas analiticas e a recuperacéo de cada matriz.

MATRIZ CAIEIRAS

4. Incerteza da curva analitica
Grandezas de entrada: &rea da amostra, area do branco, solugdes da curva (C1
a Cb), areas referentes as solucdes da curva.

Incerteza combinada da curva analitica

Uc (0-BHC curva analitica) = 0,0086 pg.mL™

5. Incerteza darecuperacao

Grandezas de entrada: concentracdo da solucdo padrdo e resultado da

concentragcéo encontrada.

Incerteza combinada da recuperacao
Uc (0-BHC recuperacio) = 0,0064 pug.mL™
U(Crea)) = 0,002503804 pg.mL™*
U(Cencontrado) = 0,005303505 pg.mL™
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MATRIZ FRANCO DA ROCHA

6. Incerteza da curva analitica

Grandezas de entrada: area das amostras, area do branco, solu¢cdes da curva

(C1 a Cb), areas referentes as solugdes da curva.

Incerteza combinada da curva analitica

Uc (G'BHCcurva analitica) =0,0118 “g-ml—-l

7. Incerteza da recuperagéo
Grandezas de entrada: concentracdo da solucdo padrdo e resultado da
concentragdo encontrada.

Incerteza combinada da recuperacéo

Uc (0-BHC recuperacio) = 0,0067 pug.mL™

U(Crea)) = 0,002503804 pg.mL™*

U(Cencontrado) = 0,005671872 ug.mL™

CALCULO DE INCERTEZAS PARA O B-BHC

1. Incerteza da preparagédo da solugcéo padrao estoque.
Grandezas de entrada: pureza do padréao u(P) e volume final da solugdo estoque
u(Vv).

Componentes de incertezas

u(P) = 0,009237604

u(v) = 0,058543431 mL

Incerteza combinada
Uc (B -BHC o1, padrao) = 0,00070 pg.mL™ (Sol. 101,352 pg.mL™)

2. Incerteza da preparacao da solucéao de trabalho
Grandezas de entrada: incerteza da solucdo estoque, volume pipetado da
solugdo estoque individual para preparacdo da solugdo mista de trabalho e

volume final da solucéo mista de trabalho.
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Componentes de incertezas:

U(Csol. trabalho) = 0,000703298 pg.mL™
U(Vi_sol. trabalho) = 0,000600002 mL
calibracdo = 0,000519615

repe = 0,0003

At = 1,73205E-06

u(Vsina) = 0,001760767 mL

calibracdo = 0,001732051

repe = 0,000316228
At =1,73205E-05

Incerteza combinada
Uc (B -BHC sol_trabaiho) = 0,021125412 ug.mL™ (Sol. 10,1352 pg.mL™)

3. Incerteza da preparacdo das solucbes de calibracdo para a curva
analitica.
Grandezas de entrada: incerteza da solucdo de trabalho, volume pipetado da
solugéo de trabalho e volume dos baldes usados para a diluicdo das solugdes.
Incerteza de volume pipetado para cada solugéo da curva
U(V1 sol. curva analitica) = 0,000173498 mL
calibragéo = 0,000173205
repe = 0,00001
At =1,21244E-06

U(V2_sol. curva analitica) = 0,000433744 mL
calibragéo = 0,000433013

repe = 0,000025

At = 3,03109E-06

U(V3_sol. curva analiica) = 0,000293036 mL
calibragéo = 0,000288675

repe = 0,00005

At = 6,06218E-06
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U(V4._sol. curva analitica) = 0,000439554 mL
calibragéo = 0,000433013

repe = 0,000075

At =9,09327E-06

U(V5 sol. curva analitica) = 0,000586072 mL
calibracéo = 0,00057735

repe = 0,0001

At =1,21244E-05

Incerteza do vial de 1 mL
u(V_1mL) = 0,00586072 mL
calibragéo = 0,005773503
repe = 0,001

At =0,000121244

Incerteza combinada para cada uma das solucées da curva

Uc (B-BHC_C1so cunva) = 0,001868034 (solugéio 0,1014 ug.mL™)
Uc (B -BHC_C240/ curva) = 0,004670085 (solugéo 0,2534 ug.mL™)
B -BHC_C3s0i curva) = 0,004330964 (solugdo 0,5068 pg.mL™)
B -BHC_CA4so cunva) = 0,006496446 (solugéo 0,7601 ug.mL™)
Uc (B -BHC_C5s0/_curva) = 0,008661928 (solugdo 1,0135 pg.mL™)

Uc (
Uc (

Os calculos até aqui apresentados podem ser aplicados as duas matrizes
(Caieiras e Franco da Rocha), uma vez que as grandezas de entrada nao

envolvem as respostas das amostras. A seguir sao descritas individualmente as

incertezas calculadas para as curvas analiticas e a recuperacéo de cada matriz.

MATRIZ CAIEIRAS

4. Incerteza da curva analitica
Grandezas de entrada: area da amostra, area do branco, solu¢bes da curva (C1

a Cb), areas referentes as solugfes da curva.

156



Incerteza combinada da curva analitica
Uc (B-BHC curva anaiitica) = 0,0086 ug.mL'l

5. Incerteza darecuperacao

Grandezas de entrada: concentracdo da solugdo padrdao e resultado da

concentracédo encontrada.

Incerteza combinada da recuperacao

uC (B'BHC recuperagéo) = 0,0061 }J.gmL_l
U(Crea)) = 0,002503803 pg.mL™
U(Cencontrado) = 0,005616427 pg.mL™

MATRIZ FRANCO DA ROCHA

6. Incerteza da curva analitica

Grandezas de entrada: darea das amostras, area do branco, solugdes da curva

(C1 a CbH), areas referentes as solu¢cdes da curva.

Incerteza combinada da curva analitica

Uc (B-BHCcurva analitica) = 0,0118 ug.mL'l

7. Incerteza darecuperacao
Grandezas de entrada: concentracdo da solucdo padrdo e resultado da
concentragcéo encontrada.

Incerteza combinada da recuperacéo

Uc (B-BHC recuperaczo) = 0,0067 pg.mL™

U(Crea)) = 0,002503804 pg.mL™*

U(Cencontrado) = 0,005671872 pug.mL™
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CALCULO DE INCERTEZAS PARA O y-BHC

1. Incerteza da preparacédo da solucéo padrao estoque.
Grandezas de entrada: pureza do padréao u(P) e volume final da solugdo estoque
u(Vv).

Componentes de incertezas

u(P) = 0,005773503

u(V) = 0,058543431 mL

Incerteza combinada

U (Y -BHC sol. padrio) = 0,00070 pg.mL™

2. Incerteza da preparacao da solucéao de trabalho
Grandezas de entrada: incerteza da solucdo estoque, volume pipetado da
solugdo estoque individual para preparacdo da solugdo mista de trabalho e
volume final da solucéo mista de trabalho.

Componentes de incertezas

U(Csol. trabalho) = 0,000699591 pg.mL™

U(Vi sol. trabalho) = 0,000600002 mL

calibracdo = 0,000519615

repe = 0,0003

At =1,73205E-06

U(Viina) = 0,00586072 mL

calibracéo = 0,005773503

repe = 0,001

At =0,000121244

Incerteza combinada
U (Y -BHC <o estoque) = 0,00070 ug.mL™ (Sol. 10,098 ug.mL™)

3. Incerteza da preparacao das solugbes de calibracdo para a curva
analitica
Grandezas de entrada: incerteza da solugcédo de trabalho, volume pipetado da

solucéo de trabalho e volume dos baldes usados para a diluicdo das solugdes.
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Incerteza de volume pipetado para cada solugcéo da curva
U(V1 sol. calibragso) = 0,000173498 mL

calibracéo = 0,000173205

repe = 0,00001

At =1,21244E-06

U(V2_sol. calibragso) = 0,000433744 mL
calibragdo = 0,000433013
repe = 0,000025
At = 3,03109E-06

U(V3_sol. calibracao) = 0,000293036 mL
calibragéo = 0,000288675
repe = 0,00005
At = 6,06218E-06

U(V4 sol. calibraggo) = 0,000439554 mL
calibracdo = 0,000433013
repe = 0,000075
At = 9,09327E-06

U(V5 sol. calibragao) = 0,000586072 mL
calibracdo = 0,00057735
repe = 0,0001
At =1,21244E-05

Incerteza do vial de 1 mL
u(V_1mL) = 0,00586072 mL
calibragéo = 0,005773503
repe = 0,001
At =0,000121244
Incerteza combinada para cada uma das solugdes da curva
Uc (Y -BHC_C1so curva) = 0,001861178 (solugdio 0,1010 ug.mL™)
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Uc (Y -BHC_C2¢0) curva) = 0,004652944 (solug&o 0,2525 pg.mL™)
Uc (Y -BHC_C3¢) curva) = 0,004315068 (solugdio 0,5049 ug.mL™)
Uc (Y -BHC_CA4sol_cunva) = 0,006472602 (solugéio 0,7574 pg.mL™)
Uc (Y -BHC_C5¢o) curva) = 0,008630135 (solug&o 1,0098 pg.mL™)

Os calculos até aqui apresentados podem ser aplicados as duas matrizes
(Caieiras e Franco da Rocha), uma vez que as grandezas de entrada nao
envolvem as respostas das amostras. A seguir sado descritas individualmente as

incertezas calculadas para as curvas analiticas e a recuperacéo de cada matriz.

MATRIZ CAIEIRAS
4. Incerteza da curva analitica
Grandezas de entrada: area da amostra, area do branco, solu¢bes da curva (C1
a Cb), areas referentes as solucdes da curva.
Incerteza combinada da curva analitica
U (Y -BHC curva anaitica) = 0,0072 pug.mL™

5. Incerteza darecuperacao

Grandezas de entrada: concentracdo da solugdo padrdao e resultado da

concentragcéo encontrada.

Incerteza combinada da recuperacao

Uc (Y -BHC recuperagao) = 0,0063 ug.mL'l
U(Crea)) = 0,002503803 pg.mL™
U(Cencontrado) = 0,004939159 I.lgml__l

MATRIZ FRANCO DA ROCHA

6. Incerteza da curva analitica

Grandezas de entrada: area das amostras, area do branco, solu¢cdes da curva

(C1 a CbH), areas referentes as solu¢cdes da curva.

Incerteza combinada da curva analitica

Uc (Y =BHCcurva anaiitica) = 0,0162 ug.mL'l
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7. Incerteza da recuperagéo
Grandezas de entrada: concentracdo da solugdo padrdao e resultado da
concentragdo encontrada.

Incerteza combinada da recuperacéo

Uc (Y-BHC recuperaciio) = 0,0063 pg.mL™*

U(Crear) = 0,002503803 pg.mL™

U(Cencontrado) = 0,004939159 ug.mL™

CALCULO DE INCERTEZAS PARA O 5-BHC

1. Incerteza da preparacédo da solugcéo padrao estoque
Grandezas de entrada: pureza do padréao u(P) e volume final da solugédo estoque
u(Vv).

Componentes de incertezas

u(P) = 0,005773503

u(V) = 0,058543431 mL

Incerteza combinada

U (8 -BHC sol, padrao) = 0,00070 pg.mL™

2. Incerteza da preparacao da solucéao de trabalho
Grandezas de entrada: incerteza da solucdo estoque, volume pipetado da
solugdo estoque individual para preparacdo da solugdo mista de trabalho e
volume final da solucéo mista de trabalho.

Componentes de incertezas

U(Csol. rabaiho) = 0,000699591 pg.mL™

U(Vi_tabaho) = 0,000600002 mL

calibragéo = 0,000519615

repe = 0,0003

At =1,73205E-06

U(Viina) = 0,001760767 mL

calibragéo = 0,001732051

repe = 0,000316228

At =1,73205E-05
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Incerteza combinada
U (8 -BHC soi_ trabaino) = 0,020635175 pg.mL™ (Sol. 9,9 ug.mL™)

3. Incerteza da preparacdo das solugdes de calibracdo para a curva
analitica
Grandezas de entrada: incerteza da solugcédo de trabalho, volume pipetado da

solucéo de trabalho e volume dos baldes usados para a diluicdo das solugdes.

Incerteza de volume pipetado para cada solugcéo da curva
U(V1_sol. curva analiica) = 0,000173498 mL

calibracdo = 0,000173205

repe = 0,00001

At = 1,21244E-06

U(V2_ sol. curva analitica) = 0,000433744 mL
calibragéo = 0,000433013

repe = 0,000025

At = 3,03109E-06

U(V3_sol. curva analiica) = 0,000293036 mL
calibragéo = 0,000288675

repe = 0,00005

At = 6,06218E-06

U(V4 sol. curva analitica) = 0,000439554 mL
calibragéo = 0,000433013

repe = 0,000075

At =9,09327E-06

U(V5 sol. curva analitica) = 0,000586072 mL
calibracéo = 0,00057735

repe = 0,0001

At =1,21244E-05
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Incerteza do vial de 1 mL
u(V_1mL) = 0,00586072 mL
calibracdo = 0,005773503
repe = 0,001

At =0,000121244

Incerteza combinada para cada uma das solucdes da curva

Uc (8 -BHC_C1sol curva) = 0,001824684 (solugdo 0,0990 pug.mL™)
Uc (8 -BHC_C244/ curva) = 0,00456171 (solugéo 0,2475 pg.mL™)
Uc (8 -BHC_C3sol curva) = 0,004230459 (solugéo 0,4950 pg.mL™)
Uc (8 -BHC_C4syi curva) = 0,006345688 (solugéo 0,7425 pg.mL™)
Uc (8 -BHC_C5s0/_curva) = 0,008460917 (solugdo 0,9900 pg.mL™)

Os calculos até aqui apresentados podem ser aplicados as duas matrizes
(Caieiras e Franco da Rocha), uma vez que as grandezas de entrada nao
envolvem as respostas das amostras. A seguir sado descritas individualmente as

incertezas calculadas para as curvas analiticas e a recuperacéo de cada matriz.

MATRIZ CAIEIRAS
4. Incerteza da curva analitica
Grandezas de entrada: area da amostra, area do branco, solu¢bes da curva (C1
a Cb), areas referentes as solucdes da curva.
Incerteza combinada da curva analitica
Uc (3 -BHC curva anaiitica) = 0,0112 pg.mL™

5. Incerteza darecuperacao

Grandezas de entrada: concentracdo da solugdo padrdao e resultado da

concentragcéo encontrada.

Incerteza combinada da recuperacao

UC (6 'BHC recuperagéo) = 0,0065 l.lg.mL_l
U(Crea)) = 0,002503804 pg.mL™
U(Cencontrado) = 0,004405319 I.lgml__l
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MATRIZ FRANCO DA ROCHA

6. Incerteza da curva analitica

Grandezas de entrada: area das amostras, area do branco, solu¢cdes da curva

(C1 a Cb), areas referentes as solugdes da curva.

Incerteza combinada da curva analitica

Uc (6 —BHCcuna analitica) =0,0170 Ug-ml—-l

7. Incerteza da recuperagéo
Grandezas de entrada: concentracdo da solucdo padrdo e resultado da
concentragdo encontrada.

Incerteza combinada da recuperacéo

U (8 -BHC recuperaciio) = 0,0065 pg.mL™

U(Crea)) = 0,002503804 pg.mL™*

U(Cencontrado) = 0,004405319 pg.mL™

CALCULO DE INCERTEZAS PARA O HEPTACLORO

1. Incerteza da preparacédo da solucéo padrao estoque.
Grandezas de entrada: pureza do padréao u(P) e volume final da solugdo estoque
u(Vv).

Componentes de incertezas

u(P) = 0,018475209

u(V) = 0,058543431 mL

Incerteza combinada

Uc (Heptacloro soi. padrao) = 0,00072 pg.mL™

2. Incerteza da preparacao da solucéao de trabalho
Grandezas de entrada: incerteza da solucdo estoque, volume pipetado da
solugdo estoque individual para preparacdo da solugdo mista de trabalho e

volume final da solucéo mista de trabalho.
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Componentes de incertezas

U(Csol. trabalho) = 0,000720991 pg.mL™
U(V;_wabaiho) = 0,000600002 mL
calibracdo = 0,000519615

repe = 0,0003

At = 1,73205E-06

U(Viina) = 0,001760767 mL
calibracdo = 0,001732051

repe = 0,000316228

At = 1,73205E-05

Incerteza combinada

Uc (Heptacloro soi_tapaino) = 0,020378392 pg.mL™ (Sol. 9,7768 ug.mL™)

3. Incerteza da preparacao das solucbes de calibracdo para a curva
analitica
Grandezas de entrada: incerteza da solugcédo de trabalho, volume pipetado da
solucéo de trabalho e volume dos baldes usados para a diluicdo das solugdes.
Incerteza de volume pipetado para cada solugcéo da curva
U(V1_sol. curva analiica) = 0,000173498 mL
calibracdo = 0,000173205
repe = 0,00001
At = 1,21244E-06

U(V2 sol. curva analitica) = 0,000433744 mL
calibracdo = 0,000433013

repe = 0,000025

At = 3,03109E-06

U(V3_sol. curva analiica) = 0,000293036 mL
calibragéo = 0,000288675

repe = 0,00005

At = 6,06218E-06
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U(V4_sol. curva analiica) = 0,000439554 mL
calibragéo = 0,000433013

repe = 0,000075

At =9,09327E-06

U(V5_sol. curva analitica) = 0,000586072 mL
calibracéo = 0,00057735

repe = 0,0001

At =1,21244E-05

Incerteza do vial de 1 mL
u(vV_1mL) = 0,00586072 pg.mL™
calibragéo = 0,005773503

repe = 0,001

At =0,000121244

Incerteza combinada para cada uma das solucfes da curva

uc (Heptacloro _Clso curva) = 0,001801977 (solugéo 0,0978 ng.mL™)
uc (Heptacloro _C2sg curva) = 0,004504942 (solugédo 0,2444 ng.mL™)
uc (Heptacloro _C3sei_curva) = 0,004177813 (solugdo 0,4888 ng.mL™)
Uc (Heptacloro _C4so curva) = 0,00626672 (solugéo 0,7333 ng.mL™)
uc (Heptacloro _Cb5sg curva) = 0,008355626 (solugao 0,9777pg.mL™)

Os calculos até aqui apresentados podem ser aplicados as duas matrizes
(Caieiras e Franco da Rocha), uma vez que as grandezas de entrada nao
envolvem as respostas das amostras. A seguir sao descritas individualmente as

incertezas calculadas para as curvas analiticas e a recuperacéo de cada matriz.

MATRIZ CAIEIRAS

4. Incerteza da curva analitica
Grandezas de entrada: &rea da amostra, area do branco, solugdes da curva (C1

a Cb), areas referentes as solugfes da curva.
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Incerteza combinada da curva analitica

Uc (Heptacloro curva anaiiica) = 0,0108 ug.mL'l

5. Incerteza darecuperacao

Grandezas de entrada: concentracdo da solucdo padrdo e resultado da

concentracdo encontrada.

Incerteza combinada da recuperacao

Uc (HeptaC|OrO recuperagéo) = 0,0067 ugml__l
U(Crea)) = 0,002503805 pg.mL™
U(Cencontrado) = 0,00623365 pg.mL™

MATRIZ FRANCO DA ROCHA

6. Incerteza da curva analitica

Grandezas de entrada: area das amostras, area do branco, solugdes da curva

(C1 a Cb), areas referentes as solugdes da curva.

Incerteza combinada da curva analitica

Uc (Heptacloro cywa anaiitica) = 0,0224 ug.mL'l

7. Incerteza da recuperacéo
Grandezas de entrada: concentracdo da solucdo padrdo e resultado da
concentragcéo encontrada.

Incerteza combinada da recuperacao

UC (Heptadoro recuperagéo) = 0,0131 l.lg.mL_l
U(Crea)) = 0,002503805 pg.mL™
U(Cencontrado) = 0,012953695 I.lgml__l

CALCULO DE INCERTEZAS PARA O HEPTACLORO EPOXIDO CIS

1. Incerteza da preparagdo da solugéo padrao estoque
Grandezas de entrada: pureza do padrédo u(P) e volume final da solu¢cédo estoque
u(Vv).
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Componentes de incertezas
u(P) = 0,008660254
u(V) = 0,03786159 mL

Incerteza combinada
uc (Hept_Ep_Cis sol. padrao) = 0,00114 ug.mL™*

2. Incerteza da preparacdo da solucéo de trabalho
Grandezas de entrada: incerteza da solucdo estoque, volume pipetado da
solucdo estoque individual para preparacdo da solucdo mista de trabalho e

volume final da solucéo mista de trabalho.

Componentes de incertezas

U(Csol. rabaiho) = 0,001140984 ug.mL™
U(V;_wabaho) = 0,000600002 mL
calibragédo = 0,000519615

repe = 0,0003

At = 1,73205E-06

U(Viina) = 0,001760767 mL
calibragéo = 0,001732051

repe = 0,000316228

At = 1,73205E-05

Incerteza combinada
uc(Hept_Ep_Cis soi. rabaino)= 0,022863426 pg.mL*(Sol. 10,9689 pg.mL™)

3. Incerteza da preparacdo das solucdes de calibracdo para a curva
analitica
Grandezas de entrada: incerteza da solucédo de trabalho, volume pipetado da
solucao de trabalho e volume dos baldes usados para a diluicdo das solugdes.
Incerteza de volume pipetado para cada solugéo da curva
U(V1 sol. curva analiica) = 0,000173498 mL
calibragéo = 0,000173205
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repe = 0,00001

At = 1,21244E-06

U(V2 sol. curva analitica) = 0,000433744 mL
calibracdo = 0,000433013

repe = 0,000025

At = 3,03109E-06

U(V3 sol. curva analitica) = 0,000293036 mL
calibragéo = 0,000288675

repe = 0,00005

At = 6,06218E-06

U(V4_sol. curva analiica) = 0,000439554 mL
calibragéo = 0,000433013

repe = 0,000075

At =9,09327E-06

U(V5_sol. curva analitica) = 0,000586072 mL
calibracdo = 0,00057735

repe = 0,0001

At =1,21244E-05

Incerteza do vial de 1 mL
u(V_1mL) = 0,00586072 mL
calibracdo = 0,005773503
repe = 0,001

At =0,000121244

Incerteza combinada para cada uma das solugdes da curva

uc (Hept_Ep_Cis _Clsg curva) = 0,002021706 (solugao 0,1097 pg.mL™)

uc (Hept_Ep_Cis _C2s curva) = 0,005054264 (solugédo 0,2742 pg.mL™
uc (Hept_Ep_Cis _C3sol_curva) = 0,004687247 (solugéo 0,5484 pg.mL™)
uc (Hept_Ep_Cis _C4sol_curva) = 0,007030871 (solugéo 0,8227 pg.mL™)
Uc (Hept_Ep_Cis _CBsgl curva) = 0,009374495 (solucdo 1,0969 ug.mL™)
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Os calculos até aqui apresentados podem ser aplicados as duas matrizes
(Caieiras e Franco da Rocha), uma vez que as grandezas de entrada nao
envolvem as respostas das amostras. A seguir sado descritas individualmente as

incertezas calculadas para as curvas analiticas e a recuperacéo de cada matriz.

MATRIZ CAIEIRAS

4. Incerteza da curva analitica
Grandezas de entrada: area da amostra, area do branco, solu¢bes da curva (C1

a Cb), areas referentes as solugfes da curva.

Incerteza combinada da curva analitica

Uc (Hept_Ep_ClS curva ana“’tica) = 0,0079 I..lgml__l

5. Incerteza darecuperacao

Grandezas de entrada: concentracdo da solugdo padrdao e resultado da

concentragcéo encontrada.

Incerteza combinada da recuperacao

Uc (Hept_Ep_Cis recuperagao) = 0,0057 ug.mL'l
U(Crea)) = 0,002503815 pg.mL™
U(Cencontrado) = 0,005298724 I.lgml__l

MATRIZ FRANCO DA ROCHA

6. Incerteza da curva analitica

Grandezas de entrada: area das amostras, area do branco, solu¢cdes da curva

(C1 a CbH), areas referentes as solu¢cdes da curva.

Incerteza combinada da curva analitica

uc (Hept_Ep_Cis recuperacao) = 0,0126 pg.mL™
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7. Incerteza da recuperagéo
Grandezas de entrada: concentracdo da solucdo padrdo e resultado da

concentracédo encontrada.

Incerteza combinada da recuperacao

Uc (Hept_Ep_Cis recuperagao) = 0,0057 pg.mL™
U(Crea) = 0,002503815 pg.mL™
U(Cencontrado) = 0,005298724 pg.mL™

CALCULO DE INCERTEZAS PARA O HEPTACLORO EPOXIDO TRANS

1. Incerteza da preparacédo da solugcéo padrao estoque
Grandezas de entrada: pureza do padréao u(P) e volume final da solugédo estoque
u(Vv).

Componentes de incertezas

u(P) = 0,005773503

u(V) = 0,03786159 mL

Incerteza combinada

Uc (Hept_Ep_Trans soi. padrao) = 0,00113 ug.mL'l

2. Incerteza da preparacao da solucéao de trabalho
Grandezas de entrada: incerteza da solucdo estoque, volume pipetado da
solugdo estoque individual para preparacdo da solugdo mista de trabalho e

volume final da solucéo mista de trabalho.

Componentes de incertezas

U(Csol. estoque) = 0,001133657 pg.mL™*
U(Vi_estogque) = 0,000600002 mL
calibracdo = 0,000519615

repe = 0,0003

At= 1,73205E-06

U(Viina) = 0,001760767 mL
calibracdo = 0,001732051

repe = 0,000316228
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At =1,73205E-05

Incerteza combinada
uc(Hept_Ep_Trans so_estoque)=0,021671232 pg.mL*(Sol. 10,3969 ug.mL™)

3. Incerteza da preparacao das solucOes de calibracdo para a curva
analitica
Grandezas de entrada: incerteza da solugcédo de trabalho, volume pipetado da

solucéo de trabalho e volume dos baldes usados para a diluicdo das solugdes.

Incerteza de volume pipetado para cada solugéo da curva
U(V1 _sol. curva analiica) = 0,000173498 mL

calibragéo = 0,000173205

repe = 0,00001

At =1,21244E-06

U(V2_sol. curva analica) =  0,000433744 mL
calibragéo = 0,000433013

repe = 0,000025

At = 3,03109E-06

U(V3_sol curva analitica) = 0,000293036 mL
calibracéo = 0,000288675

repe = 0,00005

At = 6,06218E-06

U(V4 sol. curva analiica) = 0,000439554 mL
calibracdo = 0,000433013

repe = 0,000075

At = 9,09327E-06

u(V5_sol. curva analitica) = 0,000586072 mL
calibracéo = 0,00057735
repe = 0,0001
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At =1,21244E-05

Incerteza do vial de 1 mL
u(V_1mL) = 0,00586072 mL
calibragéo = 0,005773503
repe = 0,001

At =0,000121244

Incerteza combinada para cada uma das solucfes da curva

Uc (Hept_Ep_Trans _Cls curva) = 0,001916283 (sol. 0,1040 pg.mL™)
uc (Hept_Ep_ Trans _C2so cuva) = 0,004790708 (sol. 0,2599 pg.mL™)
uc (Hept_Ep_ Trans _C3sol cuva) = 0,00444283 (sol. 0,5198 ng.mL™)
uc (Hept_Ep_ Trans _CAso cuva) = 0,006664245 (sol. 0,7798 pg.mL™)
uc (Hept_Ep_ Trans _C5go|_curva) = 0,008885659 (sol. 1,0397 ug.mL™)

Os calculos até aqui apresentados podem ser aplicados as duas matrizes
(Caieiras e Franco da Rocha), uma vez que as grandezas de entrada nao
envolvem as respostas das amostras. A seguir sao descritas individualmente as

incertezas calculadas para as curvas analiticas e a recuperacéo de cada matriz.

MATRIZ CAIEIRAS

4. Incerteza da curva analitica
Grandezas de entrada: &rea da amostra, area do branco, solugdes da curva (C1

a Cb), areas referentes as solugfes da curva.

Incerteza combinada da curva analitica

Uc (Hept_Ep_Trans cuva anaiiica) = 0,0081 pg.mL™

5. Incerteza darecuperacao

Grandezas de entrada: concentracdo da solugdo padrdao e resultado da

concentracédo encontrada.

Incerteza combinada da recuperacao

Uc (Hept_Ep_Trans recuperagao) = 0,0059 pg.mL?
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U(Crea)) = 0,002503818 pg.mL™
U(Cencontrado) = 0,005563628 pg.mL™

MATRIZ FRANCO DA ROCHA

6. Incerteza da curva analitica

Grandezas de entrada: area das amostras, area do branco, solugdes da curva

(C1 a CbH), areas referentes as solugdes da curva.

Incerteza combinada da curva analitica

uc (Hept_Ep_Trans cuma anaiiica) = 0,0127pg.mL™

7. Incerteza da recuperacéo
Grandezas de entrada: concentracdo da solugdo padrdao e resultado da
concentragcéo encontrada.

Incerteza combinada da recuperacao

Uc (Hept_Ep_Trans recupera(;éo) = 0,0059 ug.mL'l
U(Crea) = 0,002503818 pg.mL™
U(Cencontrado) = 0,005563628 pg.mL™

CALCULO DE INCERTEZAS PARA O CLORDANO CIS

1. Incerteza da preparacao da solucédo padréo estoque
Grandezas de entrada: pureza do padrédo u(P) e volume final da solu¢cédo estoque
u(Vv).

Componentes de incertezas

u(P) = 0,005773503

u(V) = 0,03786159 mL

Incerteza combinada
Uc (Clord_Cis so, padrao) = 0,00113 pg.mL™*
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2. Incerteza da preparacédo da solucéo de trabalho
Grandezas de entrada: incerteza da solucdo estoque, volume pipetado da
solucdo estoque individual para preparacdo da solucdo mista de trabalho e

volume final da solucéo mista de trabalho.

Componentes de incertezas

U(Csol. rabaiho) = 0,001133657 pug.mL™
U(Vi_sol. trabalho) = 0,000600002 mL
calibragédo = 0,000519615

repe = 0,0003

At = 1,73205E-06

U(Viina) = 0,001760767 mL
calibragéo = 0,001732051

repe = 0,000316228

At = 1,73205E-05

Incerteza combinada
Uc (Clord_CiS sol_estoque) = 0,022286149 pg.mL™ (Sol. 10,692 pg.mL™)

3. Incerteza da preparacdo das solucbes de calibracdo para a curva
analitica
Grandezas de entrada: incerteza da solucdo de trabalho, volume pipetado da

solucéo de trabalho e volume dos baldes usados para a diluicdo das solugdes.

Incerteza de volume pipetado para cada solugéo da curva
U(V1 sol. curva analiica) = 0,000173498 mL

calibragéo = 0,000173205

repe = 0,00001

At =1,21244E-06

U(V2_sol. curva analitica o) = 0,000433744 mL

calibragéo = 0,000433013

repe = 0,000025

At = 3,03109E-06
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U(V3 sol. curva analitica o) = 0,000293036 mL
calibragéo = 0,000288675

repe = 0,00005

At = 6,06218E-06

U(V4 sol. curva analitica) = 0,000439554 pug.mL™
calibracdo = 0,000433013

repe = 0,000075

At = 9,09327E-06

U(V5 sol. curva analitica) = 0,000586072 mL
calibracéo = 0,00057735

repe = 0,0001

At = 1,21244E-05

Incerteza do vial de 1 mL
u(V_1mL) = 0,00586072 mL
calibragéo = 0,005773503
repe = 0,001

At =0,000121244

Incerteza combinada para cada uma das solucfes da curva

Uc (Clord_Cis _Clso cuva) = 0,001970659 (sol. 0,1069 pg.mL™)
Uc (Clord_Cis _C2s0 cuva) = 0,004926647 (sol. 0,2673 pg.mL™)
Uc (Clord_Cis _C3sol cuva) = 0,004568897 (sol. 0,5346 pg.mL™)
Uc (Clord_Cis _C4sol cuva) = 0,006853346 (sol. 0,8019 pg.mL™
Uc (Clord_Cis _C5¢0| curva) = 0,009137794 (sol. 1,0692 pg.mL™)

Os calculos até aqui apresentados podem ser aplicados as duas matrizes
(Caieiras e Franco da Rocha), uma vez que as grandezas de entrada nao
envolvem as respostas das amostras. A seguir sao descritas individualmente as

incertezas calculadas para as curvas analiticas e a recuperacéo de cada matriz.
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MATRIZ CAIEIRAS

4. Incerteza da curva analitica
Grandezas de entrada: area da amostra, area do branco, solu¢bes da curva (C1

a Cb), areas referentes as solugfes da curva.

Incerteza combinada da curva analitica
Uc (C|Ord_CIS curva ana“’tica) = 0,0076 l.lg.mL_l

5. Incerteza da recuperagéo

Grandezas de entrada: concentracdo da solucdo padrdo e resultado da

concentracédo encontrada.

Incerteza combinada da recuperacao

UC (Clord_CiSrecuperagéo) = 0,0058 }J.gmL_l
U(Crea)) = 0,002503816 pg.mL™
U(Cencontrado) = 0,005529537 pg.mL™

MATRIZ FRANCO DA ROCHA

6. Incerteza da curva analitica

Grandezas de entrada: area das amostras, area do branco, solu¢cdes da curva

(C1 a Cb), areas referentes as solugdes da curva.

Incerteza combinada da curva analitica

uc (Clord_Cis curva analitica) = 0,0115 “g-ml—-l

7. Incerteza da recuperagéo
Grandezas de entrada: concentracdo da solucdo padrdo e resultado da

concentracédo encontrada.

Incerteza combinada da recuperacao

Uc (Clord_Cis recuperagio) = 0,0058 pg.mL™*
U(Crear) = 0,002503816 pg.mL™
U(Cencontrado) = 0,005529537 pg.mL™
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CALCULO DE INCERTEZAS PARA O CLORDANO TRANS

1. Incerteza da preparacao da solucao padrédo estoque.
Grandezas de entrada: pureza do padréao u(P) e volume final da solugdo estoque
u(Vv).

Componentes de incertezas

u(P) = 0,005773503

u(V) = 0,03786159 mL

Incerteza combinada

Uc (Clord_Trans sol. padréo) = 0,00113 pg.mL™

2. Incerteza da preparacado da solucao de trabalho
Grandezas de entrada: incerteza da solucdo estoque, volume pipetado da
solugdo estoque individual para preparacdo da solugdo mista de trabalho e

volume final da solucéo mista de trabalho.

Componentes de incertezas

U(Csol. estoque) = 0,001133657 pg.mL™*
U(Vi_estogue) = 0,000600002 mL
calibracdo = 0,000519615

repe = 0,0003

At =1,73205E-06

U(Viina)) = 0,001760767 mL
calibracdo = 0,001732051

repe = 0,000316228

At = 1,73205E-05

Incerteza combinada
Uc (Clord_Trans sof_estoque) = 0,023932806 pg.mL™ (Sol. 11,482 ug.mL™)
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3. Incerteza da preparacao das solucbes de calibracdo para a curva
analitica
Grandezas de entrada: incerteza da solugcédo de trabalho, volume pipetado da

solucéo de trabalho e volume dos baldes usados para a diluicdo das solugdes.

Incerteza de volume pipetado para cada solugcédo da curva
U(V1 sol. curva analitica) = 0,000173498 mL

calibracdo = 0,000173205

repe = 0,00001

At = 1,21244E-06

U(V2_sol. curva analitica) = 0,000433744 mL
calibragéo = 0,000433013

repe = 0,000025

At = 3,03109E-06

U(V3 sol. curva analitica) = 0,000293036 mL
calibragéo = 0,000288675

repe = 0,00005

At = 6,06218E-06

U(V4 sol. curva analitica) = 0,000439554 mL
calibracdo = 0,000433013

repe = 0,000075

At =9,09327E-06

U(V5 sol. curva analitica o) = 0,000586072 mL
calibracéo = 0,00057735

repe = 0,0001

At =1,21244E-05

Incerteza do vial de 1 mL
u(V_1mL) = 0,00586072 mL
calibragéo = 0,005773503
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repe = 0,001
At =0,000121244

Incerteza combinada para cada uma das solucdes da curva

Uc (Clord_ Trans _Clsgf curva) = 0,002116268 (sol. 0,1148 pg.mL™)
Uc (Clord_ Trans _C2 curva) = 0,005290671(sol. 0,2871pug.mL™)
Uc (Clord_ Trans _C3sg curva) = 0,004906487 (sol. 0,5741ug.mL™Y)
Uc (Clord_ Trans _C4s curva) = 0,007359731 (sol. 0,8612 pg.mL™)
Uc (Clord_ Trans _CBe curva) = 0,009812975 (sol. 1,1482 pg.mL™)

Os calculos até aqui apresentados podem ser aplicados as duas matrizes
(Caieiras e Franco da Rocha), uma vez que as grandezas de entrada nao
envolvem as respostas das amostras. A seguir sao descritas individualmente as

incertezas calculadas para as curvas analiticas e a recuperacéo de cada matriz.

MATRIZ CAIEIRAS

4. Incerteza da curva analitica
Grandezas de entrada: area da amostra, area do branco, solu¢des da curva (C1

a Cb), areas referentes as solucdes da curva.

Incerteza combinada da curva analitica

Uc (Clord_Trans cyrva analitica) = 0,0093 “g-ml—-l

5. Incerteza da recuperagéo

Grandezas de entrada: concentracdo da solucdo padrdo e resultado da

concentracédo encontrada.

Incerteza combinada da recuperacao

UC (Clord_TranSrecuperagéo) = 0,0055 }J.gmL_l
U(Crea)) = 0,002503813 pg.mL™*
U(Cencontrado) = 0,005019823 pg.mL™
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MATRIZ FRANCO DA ROCHA

6. Incerteza da curva analitica

Grandezas de entrada: area das amostras, area do branco, solu¢cdes da curva

(C1 a Cb), areas referentes as solugdes da curva.

Incerteza combinada da curva analitica

uc (Clord_ Trans curva analitica) = 0,0089 Hg-mL'l

7. Incerteza da recuperacéo
Grandezas de entrada: concentracdo da solucdo padrdo e resultado da

concentragcéo encontrada.

Incerteza combinada da recuperacao

UC (C|Ord_ TranS recuperagéo) = 0,0055 I.lgml__l
U(Crea)) = 0,002503813 pg.mL™
U(Cencontrado) = 0,005019823 pg.mL™
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