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Resumo

Stoll, Gabriela Costa; Massone, Carlos German. Desenvolvimento de
Método Analitico para a Determinacdo de Residuos de Bifenilas
Policloradas (PCBs) em Aguas Superficiais por Cromatografia
Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas em Tandem. Rio de
Janeiro, 2018. 120p. Dissertacao de Mestrado - Departamento de Quimica,
Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

Este trabalho consistiu na implementacéo, e consequente validacédo, de
metodologia para determinacdo de bifenilas policloradas (PCBs) em amostras
de &gua e material particulado por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas em tandem (GC-MS/MS). O método de andlise de
agua superficial foi desenvolvido para a determinagéo simultanea de 41 PCBs;
utilizando a Extracdo Acelerada por Solvente (ASE) para o material particulado
em suspensao e a Extracdo em Fase Solida (SPE) para a fragéo dissolvida. A
quantificacdo foi realizada no modo de Monitoramento Seletivo de Reacéo
(SRM), com monitoramento de dois padrées de fragmentacdo m/z precursor-
produto. A linearidade das curvas analiticas foi confirmada pelo valor do
coeficiente de determinacéo (R?), além do comportamento aleatério do gréfico
de residuos e pelo teste F na analise da varidncia (ANOVA) da regressao. A
homocedasticidade dos dados foi confirmada pelo teste de Cochran. O Limite de
Deteccao (LD) para cada um dos dois métodos de extracdo utilizados variou de
0,06 a 0,50 ng L para o SPE e 0,01 a 0,12 ng L para o ASE. A repetibilidade,
expressa através dos coeficientes de variagdo (CV), apresentou valores
inferiores a 20 %. A recuperacao média dos analitos variou de 60 % a 118 %
guando da extracdo em fase sélida (SPE) e de 65 a 106 % para o material
particulado suspenso. A seletividade do método foi avaliada pelo Teste F
(Snedecor) de homogeneidade de variancias e pelo Teste t (Student) de
comparacao de médias. Possiveis perdas durante o processo foram monitoradas
pelo uso do padrdo surrogate e encontraram-se em limites aceitaveis. O método
validado foi aplicado para a andlise da 4gua do Canal do Mangue, regido central
do Rio de Janeiro, e o intervalo encontrado para o somatoério de PCBs totais
variou de 2,17 ngL*a 5,29 ng L.

Palavras-chave
PCBs; ASE; SPE: GC-MS/MS.
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Abstract

Stoll, Gabriela Costa; Massone, Carlos German (Advisor). Method
Development for Determination of Polychlorinated Biphenyls (PCBSs)
in Surface Water by Gas Chromatography Coupled to Tandem Mass
Spectrometry. Rio de Janeiro, 2018. 120p. Dissertacdo de Mestrado -
Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de
Janeiro.

The aim of this work consists of the implementation and validation of a
methodology for determination of polychlorinated biphenyls (PCBs) in water
samples and particulate matter by gas chromatography coupled to tandem mass
spectrometry (GC-MS/MS). The surface water analysis method was developed
for the simultaneous determination of 41 PCBs; using the Solvent Accelerated
Extraction (ASE) for the suspended particulate matter and the Solid Phase
Extraction (SPE) for the dissolved fraction. Quantification was performed in
Selective Reaction Monitoring (SRM) mode, with monitoring of two m/z precursor-
product fragmentation patterns. The linearity of the analytical curves was
confirmed by the coefficient of determination (R?), the random behavior of the
residual plots and by the F test in the analysis of variance (ANOVA) for the
regression. The homoscedasticity of the data was confirmed by the Cochran test.
The limit of detection (LD) for each one of the two extraction methods used vary
in a range of 0.06 to 0.50 ng L™ for the SPE and 0.01 to 0.12 ng L™ for the ASE.
Regarding the repeatability studies, the coefficients of variation (CV) found were
less than 20 %. The average recovery of the analytes ranged from 60 % to 118 %
on Solid Phase Extraction (SPE) and from 65 to 106 % for the suspended
particulate matter. The Method selectivity was evaluated by the F (Snedecor) test
of homogeneity of variances and by the t-Test (Student) of means comparison.
Possible losses during the process were monitored by using surrogate standards
that were within acceptable limits. The validated method was further applied to
analyze the surface water of Mangue Canal, central region of Rio de Janeiro, and
the sum of total PCBs ranged from 2.17 ng L*t0 5.29 ng L™ .

Keywords
PCBs; ASE; SPE; GC-MS/MS.
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1
Introducéao

Em 2001 na cidade de Estocolmo na Suécia, 152 paises assinaram um
tratado internacional, conhecido como Convencdo de Estocolmo sobre os
Poluentes Organicos Persistentes (POPs), que incluiu as bifenilas policloradas
(PCBs) entre os doze contaminantes banidos pela convencdo. O tratado
determina que os paises signatarios, entre eles o Brasil, adotem medidas de
controle com monitoramento regular desses contaminantes prioritarios (UNEP,
2001; RISSATO et al., 2006).

As bifenilas policloradas constituem um grupo de poluentes organicos
caracterizados pela sua persisténcia, bioacumulacdo, bioampliagéo na biota, alta
toxicidade e potencial de transporte a longa distancia para regiées onde nunca
foram utilizadas ou produzidas. Os PCBs sao principalmente de origem industrial
e foram intencionalmente produzidos e usados globalmente em transformadores
e condensadores; como fluidos isolantes dielétricos resistentes a chamas; na
mineragdo como Oleos hidraulicos; na tinta de impressdo, colas, resinas,
plastificantes, etc. Tais poluentes possuem efeitos carcinogénicos, mutagénicos e
teratogénicos e, em virtude de seus impactos deletérios no desenvolvimento e
reproducdo de todas as espécies bioldgicas, tém sido foco de extensa pesquisa e
acompanhamento no ambiente. Soma-se a isso o fato de produtos comerciais
contendo PCBs serem potencialmente capazes de gerar, por queima ineficiente,
compostos ainda mais toxicos, como dioxinas e furanos (PEREIRA, 2004;
RISSATO et al., 2006; GAKUBA et al., 2015).

Os PCBs podem ser uma das classes mais apropriadas de substancias
guimicas a serem empregadas para modelar o comportamento ambiental de
poluentes organicos persistentes, uma vez que eles compreendem 209
congéneres de PCBs com uma ampla gama de propriedades fisico-quimicas e,
também, porque sdo onipresentes no meio ambiente. Apesar de restritos, seus
residuos ainda podem ser encontrados em diferentes matrizes ambientais. Além
disso, dados sobre sua distribuicdo espacial e particionamento sdo Uteis para
verificar concentracoes previstas por modelos de destino ambiental (KOBAYASHI
et al., 2010; GAKUBA et al., 2015).
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A contaminac¢éo organoclorada € monitorada pela medicdo dos niveis nos
compartimentos do ecossistema inorganico (dgua, ar e sedimento) e/ou na biota.
O primeiro tem a vantagem de produzir uma medida imediata e geograficamente
localizada de contaminacdo. Os sistemas de agua drenam através da captagéo
toda a superficie da terra e os grandes rios séo geralmente o receptéculo final de
poluentes, incluindo compostos organicos. Assim, a investigacdo de PCBs em
ambientes aquéticos € a principal fonte de informac¢des sobre o impacto
antropogénico no meio ambiente e as concentragdes servem como indicadores
de carga contaminante (RISSATO et al., 2006; MONTUORI et al.,, 2016). Os
cursos d'agua dos rios quando atravessam grandes cidades em geral perdem a
capacidade de autopurificacdo levando a mudangas profundas na biota aquatica,
onde a consequéncia principal pode ser a perda da biodiversidade (BRITO et al.,
2018).

A &gua é um recurso finito fundamental para a manutencéo da vida e,
segundo a UNESCO (2015), a falta desse recurso ja afeta aproximadamente 40%
da populagédo mundial. Nos paises em desenvolvimento, a conjuncao de fatores
como demanda e degradacdo da qualidade da agua resulta em um problema
critico. Além da disponibilidade em quantidade suficiente, os recursos hidricos
precisam atender a requisitos de qualidade em termos de parémetros fisicos,
guimicos e biolégicos necessarios aos multiplos usos como o abastecimento
publico, dessedentacdo de animais, irrigacao, producdo industrial, protecao de
comunidades aquaticas, entre outros (BRASIL, 2005; MENDES et al.,, 2011;
BRITO et al., 2018).

Devido ao elevado numero de isdbmeros envolvidos, a identificacdo e a
guantificacdo de PCBs requerem técnicas instrumentais sofisticadas, que sejam
capazes de alcancar baixos limites de deteccdo que atendam as legislacfes
rigorosas para os POPs em andlises ambientais. Durante anos, a técnica analitica
de determinacdo de PCBs mais utilizada foi a cromatografia gasosa (GC)
acoplada ao detector de captura de elétrons (ECD). Embora o ECD seja um
sistema de deteccdo muito sensivel para compostos halogenados, a identificacdo
inequivoca € dificultada, em se tratando de uma técnica de deteccdo né&o
especifica que produz sinal para compostos ndo-alvo, gerando frequente
interpretacdo incorreta. Um grande numero de publicagfes resultou de pesquisas
sobre aplicagbes ambientais de cromatografia gasosa acoplada & espectrometria
de massas (GC-MS), permitindo, além da quantificac@o, a confirmagéo estrutural
do composto. Técnicas novas ou aprimoradas foram desenvolvidas para fortalecer

a capacidade de medicdo e hoje a técnica de cromatografia gasosa de alta
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resolucédo acoplada a espectrometria de massa de alta resolu¢do (HRGC-HRMS)
permite a quantificagdo simultanea dos 209 congéneres de PCBs com alta
seletividade e baixos limites de deteccdo (SANTOS; GALCERAN, 2003;
PEREIRA, 2004; FOCANT et al., 2008; TANG, 2013).

Novas pesquisas apontam a espectrometria de massa em tandem (MS/ MS)
como uma alternativa atraente a HRGC-HRMS, na medida em que oferece
precisao e baixos limites de quantificagdo, ainda que aquém da alta resolucao,
com requisitos técnicos e custos operacionais muito menores. A especificidade da
técnica de GC-MS/MS, usando analisador do tipo triplo quadrupolo (QqQ), permite
minimizar ou mesmo eliminar interferéncias da matriz, melhorando a seletividade
e a sensibilidade devido a possibilidade de aplicar monitoramento seletivo de
reacdo (SRM). Neste tipo de varredura, para cada composto analisado é
monitorada a fragmentacdo de ions precursores selecionados no primeiro
quadrupolo aos seus correspondentes ions produtos, gerados com diferentes
energias de colisdo (SANTOS; GALCERAN, 2003; ZHANG et al,
2004; CHIARADIA et al., 2008).
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2
Objetivos

2.1.
Objetivos Gerais

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver uma metodologia
analitica confiavel e robusta para a determinacdo simultinea de 41 bifenilas
policloradas (PCBs) em aguas superficiais através de deteccao e quantificacéo
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em tandem (GC-
MS/MS).

2.2.
Objetivos Especificos

* Seguir a diretiva quadro europeia sobre a agua (DQA, Diretiva 2000/60/CE)
gue exige investigacdo de toda a amostra de agua superficial, incluindo o material
particulado em suspensao (MPS); mediante procedimento para determinacdo de
PCBs, tanto na fragéo dissolvida quanto no MPS.

» Desenvolver metodologia de preparo de amostra que promova o
isolamento e a concentragdo dos analitos de forma eficiente; Empregando
Extrac@o Acelerada por Solvente (ASE) para o material particulado em suspenséo
e Extracdo em Fase Sélida (SPE) para a fracéo dissolvida.

« Comprovar o potencial da técnica de GC-MS/MS, operando no modo
Monitoramento Seletivo de Reagéo (SRM), na determinagéo de residuos de PCBs
em &gua superficial de maneira a fornecer limites de deteccdo baixos e alta
sensibilidade e seletividade.

» Garantir a qualidade dos resultados analiticos através da validacdo do
método desenvolvido; por exame e fornecimento de evidéncia objetiva de que os
requisitos especificos para um determinado uso pretendido séo atendidos com a
escolha de parametros de desempenho adequados.

* Aplicar o método validado a um estudo de caso que determine 0 somatorio
dos 41 PCBs no Canal do Mangue, localizado na regido central da

cidade do Rio de Janeiro.
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Reviséo Bibliografica e Fundamentos Tedricos

3.1
Bifenilas Policloradas (PCBSs)

3.1.1.
PCBs: Definigao e Historico

As Bifenilas Policloradas (PCBs) sdo compostos organicos sintetizados pelo
Homem que consistem em dois anéis de benzeno ligados por uma ligacao simples
carbono-carbono, com 1 a 10 dos &tomos de hidrogénio substituidos por cloro nas
posicoes disponiveis de 2 a 6 e de 2’ a 6° dos anéis aromaticos, conforme
mostrado na Figura 1. A massa molecular desses compostos compreende a faixa
de 188 g molta 494 g mol? e sua férmula molecular é representada por Ci2Ho-
nCln, Nna qual n pode apresentar valores entre 1 e 10 (WHO, 2003). A sintese de
PCBs envolve a cloracdo de estruturas bifenilas na presenca de um catalisador,

dependendo o grau de cloracéo das condi¢des da reacéo (BREIVIK et al., 2002).
3 2 2' 3
4 4'

(Chn (Chn

6' 5'

Figura 1: Representagdo Genérica da Estrutura Molecular dos PCBs

Esse grupo de produtos quimicos foi produzido pela primeira vez em torno
de 1880 por Schmidt & Schulz na Alemanha, entretanto somente a partir de 1929
sua producao em escala industrial iniciou. Desde a Ultima metade da década de
1950, a producdo de PCBs nos paises membros da Organizacdo para a
Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OCDE) aumentou drasticamente e
atingiu seu pico no final da década de 1960, contribuindo substancialmente para
a producdo mundial (TANABE, 1988).
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A utilizacdo industrial generalizada de produtos de PCBs deveu-se as suas
propriedades fisico-quimicas especiais, tais como estabilidade quimica e térmica,
baixa volatilidade, propriedades dielétricas, ndo inflamabilidade, alto ponto de
ebulicdo e miscibilidade com solventes organicos. Com base nessas vantagens,
os PCBs foram utilizados em centenas de aplicagbes industriais e comerciais,
incluindo fluidos de transferéncia de calor, lubrificantes hidraulicos, fluidos
dielétricos para transformadores e capacitores, plastificantes, extensores de cera,
adesivos, diluentes orgéanicos, agentes dispersantes, papel de reprodugéo
autocopiativo e retardadores de chama. Além disso, eles foram usados para
muitos produtos domésticos, como vernizes e tintas, e ainda como pesticidas nos
Estados Unidos (CHATEL et al., 2017).

Segundo Breivik et al (2002) as estimativas representam uma producgdo
global de aproximadamente 1,3 milhdes de toneladas de PCBs, dos quais mais
de 70 % sao bifenilas tri, tetra e pentacloradas. Os resultados sugerem ainda que
quase 97 % do uso histérico global de PCBs ocorreu no Hemisfério Norte. A
Figura 2 mostra o padrao estimado de consumo global acumulado para PCBs
totais e compreende estimativas para 114 paises individuais, durante o periodo
compreendido entre os anos 1930 e 1993. Avalia-se que os EUA tenham sido
responsaveis por aproximadamente 46 % do consumo total de PCBs. Outros
paises consumidores importantes incluem a Russia (7,9 %), a Alemanha (7,1 %),
0 Japao (4,1 %), a Franca (4,1 %), o Canada (3,0 %), a Ucrania (2,4 %), a
Espanha (2,4 %), a Italia (2,1 %) e Reino Unido (2,0 %).

.1 5 & 'r..:

"'.’.1 .ﬂh
1 i

< (.1 0.1-1 1-10 10-50  50-100 100-500 > 3500

Figura 2: Estimativa do uso global cumulativo de PCBs em toneladas entre
0s anos 1930 e 1993. Extraido de: (BREIVIK et al., 2002).
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A comercializacdo de PCBs ocorreu em forma de misturas e, dependendo
da formulagdo e do pais onde foram produzidas, receberam denominacfes
diferentes das quais podemos exemplificar: na Franga com a marca “Phenoclor®”;
no Japao “Kanechlor®”’; na Alemanha “Clophen®’, na ltalia “Fenclor®’ e nos
Estados Unidos pela Monsanto, que foi o principal produtor mundial, com a marca
“Aroclor®”, sendo comercializado no Brasil com nome “Ascarel®”. As misturas
comercializadas pela Monsanto possuiam uma variedade de formulagcbes
diferentes entre si em relagdo a quantidade e tipos de congéneres presentes.
Cada Aroclor pode ser identificado por um cédigo de quatro digitos. Em geral, os
dois primeiros digitos significam o nimero de 4&tomos de carbono nos dois anéis
benzénicos, enquanto os dois Ultimos digitos representam a porcentagem em
massa de cloro presente na estrutura. O Aroclor 1254, por exemplo, contém 12
atomos de carbono na estrutura bifenil e 54 por cento de cloro em massa da
molécula (PENTEADO; VAZ, 2001; KUEPER et al., 2003).

O primeiro reconhecimento da contaminacdo ambiental por bifenilas
policloradas (PCBs) foi feito por Séren Jensen, do Instituto de Quimica Analitica
da Universidade de Estocolmo na Suécia em 1966. Jensen encontrou PCBs em
amostras de peixe, de aguia e de cabelo humano. Desde entdo, os PCBs foram
reconhecidos como um dos poluentes mais recalcitrantes no meio ambiente
(OSEMWENGIE; SOVOCOOL, 2013). Dessa maneira, ap0s sua toxicidade ser
reconhecida e, devido as complicacdes a salde dos seres vivos e ao impacto ao
meio ambiente, 0 uso e producdo de PCBs foram severamente restritos ou
banidos em muitos paises. Os pioneiros foram Japdo e Suécia em 1972, os
Estados Unidos o fizeram em 1977, a Noruega em 1980, a Finlandia em 1985 e a
Dinamarca em 1986 (SILVA et al., 2007).

A Convencgédo Internacional de Estocolmo sobre Poluentes Orgénicos
Persistentes (POPs) reconhece os PCBs entre os produtos quimicos mais
perigosos do mundo e os classificam entre os doze primeiros grupos de
contaminantes a serem proibidos pela convencéo, com o objetivo de reduzir e/ou
eliminar esses poluentes persistentes e toxicos (UNEP, 2001).

O Brasil proibiu a producéo, a comercializacdo e o uso de PCBs, por meio
da Portaria Interministerial 19, de 2 de janeiro de 1981. Todavia, ainda permite o
funcionamento de equipamentos ja instalados, até sua substituicdo integral ou a
troca do fluido dielétrico por produto isento de PCBs. Dois anos depois, o
Ministério do Interior estabeleceu a Instrucdo Normativa 001 SEMA/STC/CRC, de
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10 de junho de 1983, que disciplina as condicdes de armazenamento, manuseio
e transporte de PCBs e/ou residuos contaminados (PENTEADO; VAZ, 2001).

3.1.2.
Nomenclatura e Propriedades Fisico-quimicas

Uma vez que se observa diversas formas de substituicdo e diferentes graus
de cloracdo na estrutura bifenila; poderd existir, portanto, 209 congéneres de
PCBs diferentes, dependendo da posi¢cdo e do niumero de cloros na molécula.
Nem todos os congéneres foram identificados em produtos comerciais ou misturas
técnicas. De acordo com estudos, apenas 130 congéneres sdo provaveis de
ocorrer em misturas comerciais (UNEP, 2001; SILVA; FERREIRA, 2003; SILVA et
al., 2007).

O sistema de numeragéo proposto pela IUPAC (Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada) considera a posicao relativa dos atomos de cloro na
estrutura bifenila, observando que a posicdo 1 é reservada a ligacdo entres os
anéis. A contar da posicdo 1, no anel da esquerda, as posi¢ées sdo numeradas
em ordem crescente no sentido anti-horario. Por outro lado, no anel da direita as
posi¢cBes sdo numeradas em ordem crescente também, porém em sentido horario
e apresentam um indice para diferenciar do outro anel. Essa nomenclatura
adotada para denotar os padrfes de substituicdo de cloro nas 209 bifenilas
policloradas (PCBs) é relativamente complexa. Os nomes para compostos
distintos podem incluir listas longas de substituintes, diferindo apenas por um
Unico digito ou a colocacdo de um indice. Para facilitar essa classificagéo,
Ballschmiter e Zell criaram um sistema no qual os congéneres individuais de PCB
recebem um numero, que vai desde PCB 1 (2-clorobifenil) at¢é PCB 209
(2,2°,3,3,4,4,5,5,6,6 -decaclorobifenil) (BREIVIK et al., 2002; MILLS et al.,
2007).

Os anéis de benzeno possuem a capacidade de rotacionar em torno da
ligacdo que os une, atingindo duas conformacdes extremas: a planar ou coplanar
e a ndo planar, na qual os planos onde os anéis estédo inseridos encontram-se
perpendiculares. O grau em que 0s anéis podem torcer entre essas duas situacdes
limites é estabelecido em fungdo do impedimento estérico dos &tomos
eletronegativos de cloro, substituidos em diferentes posi¢cées em cada molécula.
A orientacdo ndo-planar é gerada por multiplas substituicées nas posic¢des orto (2,
2', 6, e 6. Em contrapartida, moléculas que ndo possuem substituicbes nas

posi¢cBes orto ou ainda sdo mono orto substituidas sdo consideradas planares.
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Além disso, somente moléculas orto substituidas, em um ou ambos os anéis,
podem ser moléculas polares com a capacidade de formar pontes de hidrogénio
e, por conseguinte, podem apresentar maior solubilidade em dgua. Os congéneres
considerados mais téxicos sao os coplanares que, por vezes, se assemelham as
dioxinas (WHO, 2003).

Os PCBs possuem caréter lipofilico e, em geral, sua solubilidade em agua
diminui com o aumento do nimero de cloros na molécula. Ademais, atomos de
cloro na posigéo para parecem contribuir mais para a lipofilicidade dos PCBs do
que &tomos de cloro na posicao orto e meta, sendo a ordem de importancia para
0 aumento da lipofilicidade a seguinte: para, meta e orto. Por conseguinte, o
namero de atomos de cloro na molécula, mas também a posi¢éo e proximidade
destes substituintes séo determinantes para o valor do coeficiente de particdo
octanol-dgua Kow. Esse coeficiente mede a razdo da concentracdo, quando em
equilibrio, ap6s a dissolu¢cdo do composto em um sistema de duas fases
imisciveis, no caso a agua e o octanol (SILVA; FERREIRA, 2003).

3.1.3.
Fontes de Exposicdo Humana e Ambiental

Os PCBs foram produzidos em escala industrial durante mais de cinquenta
anos e foram exportados como produtos quimicos para praticamente todos os
paises do mundo, mas sua presenca no meio ambiente ndo foi aparente até o
detector de captura de elétrons (ECD) ser amplamente aplicado em andlises
cromatogréficas a gas. Isso se deve ao fato de o detector ECD ser bastante
sensivel e apresentar especificidade para compostos halogenados. As
investigacdes posteriores a sua primeira deteccdo mostraram que esses
poluentes sdo onipresentes (LANG, 1992; CHATEL et al., 2017).

Contaminagbes ambientais graves de PCBs foram documentadas em
areas urbanas e altamente industrializadas como, por exemplo, os Grandes
Lagos, o Mar Baltico e a Baia de Téquio. A contaminagéo generalizada de PCBs
também foi evidenciada pela sua deteccdo em varias amostras ambientais de
regibes polares tais como no ar, na agua, incluindo neve e gelo, em peixe, em
aves e ainda em mamiferos. Os achados de PCBs na atmosfera do oceano aberto,
nas aguas superficiais e aguas subterrdneas e em varios organismos também
garantiram sua penetracdo em todo o ambiente global. A ubiquidade ambiental
dos PCBs sugere a importancia da atmosfera como meio de transporte para areas

remotas, processo chamado de destilagéo global (TANABE, 1988).
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Evidéncias indicam que a maioria dos poluentes organicos persistentes
(POPs) sao volateis o suficiente para evaporar e depositar entre o ar, a 4gua e o
solo em temperaturas ambientais comuns. As temperaturas quentes favorecem a
evaporacdo da superficie da Terra em regides tropicais e subtropicais.
Temperaturas frias em latitudes mais altas favorecem a deposicdo, a partir da
atmosfera, no solo e na 4gua. Varios fatores estdo envolvidos na tendéncia dos
POPs a se condensar, depositar e acumular nos ecossistemas frios.
Temperaturas frias, por exemplo, favorecem uma maior adsor¢do desses
compostos ao material particulado atmosférico, que entdo se deposita na
superficie. Reacgbes naturais de decomposicdo também diminuem no frio,
permitindo que os POPs permanegam intactos por mais tempo e se tornem ainda
mais persistentes. POPs de volatilidades diferentes migram através da atmosfera
global a diferentes velocidades, o que provoca o chamado fracionamento global,
semelhante a destilacdo fracionada, durante sua jornada em diregdo aos polos
(WANIA; MACKAY, 1996).

Modelos de destino quimico dos POPs no ambiente global sugerem que
trés fendbmenos relacionados devem ser observados. Primeiro, as concentragdes
de POPs relativamente méveis no solo, na agua e em outros meios Nao gasosos
aumentam em um gradiente a partir dos pontos de liberacéo quentes no ambiente
para pontos de migracgao frios. Na verdade, havera um gradiente de concentracao
“invertido", com baixas concentracdes nos trépicos e altas concentracbes nas
regides polares. Em segundo lugar, as misturas contaminantes podem mudar de
composi¢do, com 0s constituintes mais volateis sendo mais prevalentes em
latitudes mais altas. Terceiro, se houver uma liberagdo de "pulso” de poluentes
nos trépicos, o produto quimico se movera em direcdo aos polos, mas essa
migracdo levara certo tempo. Na realidade, no entanto, a maioria dos POPs
sofrera retencdo e/ou degradacao em suas areas de origem ou em sua rota, e
nunca chegardo as regides polares. Entretanto, altas concentracdes podem
ocorrer mesmo se uma pequena parte do inventério global migrar para as regides
polares por se tratarem de regides pequenas em area, e representando apenas
13,4 % de toda a superficie global (WANIA; MACKAY, 1996).

No passado, os PCBs eram frequentemente misturados com fluidos
transportadores, tais como clorobenzenos e O6leo mineral, antes de sua
distribuicdo. Dependendo da combinacdo particular de congéneres presentes e
do tipo de fluido transportador, a densidade da maioria dos Oleos de PCBs
encontrados na pratica varia de aproximadamente 1.100 a 1.500 kg m, enquanto

a viscosidade varia de aproximadamente 10 a 50 cP. A densidade relativamente
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alta de oOleos de PCBs indica que a escala de tempo da migracdo pode ser
relativamente curta, mas sua viscosidade relativamente alta resulta em uma faixa
intermediaria de escalas temporais de migracao, demonstrando antagonismo de
efeitos. Isso significa que os liquidos densos de fase ndo aquosa (DNAPLS) de
PCBs ainda podem estar migrando em alguns locais onde foram introduzidos na
subsuperficie nas ultimas décadas (KUEPER et al., 2003).

Atualmente, uma das principais vias de acesso de PCBs no meio ambiente
advém do descarte inadequado de equipamentos eletroeletrénicos obsoletos.
Uma vez no meio ambiente, essas substancias sdo bastante persistentes e podem
ser transportados para ambientes aquaticos por descargas fluviais, escoamento
continental e ainda por deposi¢éo atmosférica, seca ou umida. Por outro lado, a
partir do solo e/ou de corpos hidricos, os PCBs dispdem da possibilidade de voltar
ao ar por volatilizagdo, especialmente aqueles menos clorados, como
demonstrado por estudos de cinética de evaporagdo. Os organismos aquaticos
sé@o muito eficientes na acumulagéo desses produtos quimicos em consequéncia
de suas fontes de dieta e do ambiente onde vivem, resultando em concentracao
extremamente alta em seu corpo (DERCOVA et al., 1996; WU et al., 2008; YU et
al., 2014).

A contaminacdo ambiental também pode ser evidenciada a partir da
incineracdo de lixo industrial e/ou municipal. A queima ineficiente de PCBs pode
produzir subprodutos de combustdo ainda mais perigosos que seus geradores,
como, por exemplo, os furanos (PCDFs), conforme reacdo representada na
Figura 3. Além disso, a combustdo de produtos comerciais contendo PCBs e
benzenos clorados em sua formulagéo, no caso de alguns fluidos dielétricos, pode
dar origem as dioxinas (PCDDs) (SCHWANZ, 2011).

Clix-1)
{w=1)CI Clix-1)
0,, T>400°C, N
() " |
-C|2 Iy-1)CI =~
cl
PCDF
PCB

Figura 3: Mecanismo de Formacdo de PCDF a partir de bifenilas
policloradas. Adaptado de: (PEREIRA, 2004).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1621714/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1621714/CA

28

As bifenilas policloradas sdo absorvidas pelo Homem e por animais através
da pele, dos pulmdes e do trato gastrointestinal. Uma vez dentro do corpo, 0s
PCBs sdao transportados através da corrente sanguinea e propiciam o processo
de bioacumulac&o no figado, em musculos e nos tecidos adiposos (BORJA et al.,
2005).

A maior parte da populacdo estd exposta aos PCBs através do ar, da
ingestdo de agua e alimentos. Nao obstante, a principal forma de exposicéo
acredita-se ser através do consumo de alimentos contaminados, em especial
carne, peixe e frango. O consumo de peixes em &reas contaminadas com
organoclorados revela ser uma importante fonte de exposicdo aos humanos. As
bifenilas policloradas conseguem atravessar a barreira da placenta, causando
significativa exposicdo pré-natal. Soma-se a isso o fato de serem excretadas no
leite materno, expondo recém-nascidos a concentragfes relativamente altas do
poluente (SILVA et al., 2007).

Dois acidentes significativos envolvendo contaminagdo de alimentos por
PCBs e consequente exposicao direta de humanos, serviram para consolidar a
percepcgao de seus riscos a saude ambiental. O primeiro desses envenenamentos
ocorreu no Japdo em 1968 (Yusho) e um segundo episoddio semelhante ocorreu
em Taiwan em 1979 (Yu- Cheng). Em ambos 0s casos, ingeriu-se 6leo de arroz
contaminado com PCBs através do vazamento de fluido de transferéncia de calor

do equipamento durante o processamento (ROSS, 2004).

3.1.4.
Efeitos dos PCBs a Saude dos Seres Vivos

Os PCBs podem sofrer bioacumulacao e biomagnificagdo ao longo da teia
alimentar. Bioacumulacdo é o mecanismo pelo qual ocorre armazenamento do
contaminante no organismo, resultante da diferenca entre a taxa de absorcédo e a
de eliminacdo. Ja a Biomagnificacao resulta do processo de acumulo progressivo
do contaminante nos tecidos dos organismos vivos na passagem de cada nivel
trofico da cadeia alimentar. Dessa maneira, 0 Homem por ocupar o topo da cadeia
trofica estd suscetivel a um maior risco de exposi¢cdo a estes contaminantes
(PENTEADO; VAZ, 2001).

As taxas de assimilac&o e de excrecdo dos PCBs pelos seres vivos variam
conforme o nimero de 4tomos de cloro e sua distribuicdo espacial na molécula
congénere, demonstrando a influéncia de fatores, tais como impedimento estérico

e a hidrossolubilidade das moléculas nessas taxas. Os PCBs com poucos atomos
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de cloro e baixo valor Koy sdo mais rapidamente excretados, enquanto PCBs com
grande quantidade de &tomos de cloro na molécula sédo excretados mais
lentamente e, entre os motivos, se destaca a diminuicdo de sitios ativos
disponiveis para o ataque metabdlico (PENTEADO; VAZ, 2001; WHO, 2003).

As bifenilas policloradas possuem baixa & moderada toxicidade. Estudos
em amostras de animais apresentaram DLso, dose letal mediana, variando de
0,5gkgtall,3gkg?de peso corporal. A maioria dos efeitos causados por esses
poluentes advém da exposicdo repetitiva ou crénica somada a incapacidade ou
baixa taxa de depuracdo, que acarretam nos fendmenos supracitados,
bioacumulacéo e biomagnificacdo. Pesquisas mostram que os PCBs causam uma
variedade de efeitos adversos para a saude; dependendo da via de exposi¢éo, de
variagdes na populagdo, como idade, sexo ou susceptibilidade individual e da area
do corpo onde estédo concentrados (BORJA et al., 2005).

A relacdo entre a exposicdo a PCBs e os efeitos na saude humana esta
sujeita a grande variedade de congéneres que podem ser encontrados nas
formulacdes. Evidéncias indicam que, entre os efeitos dos PCBs sobre a saude
estdo: o aumento do risco de cancer no sistema digestivo, principalmente cancer
no figado e melanoma maligno; deficiéncias reprodutivas, como taxas de
crescimento reduzidas, retardos no desenvolvimento e efeitos neuroldgicos
(embora algumas deficiéncias neurolégicas em idade precoce possam
desaparecer mais tarde durante a infancia); alterac6es imunoldgicas, como
aumento das taxas de infeccdo e alteracbes nas populacdes de linfocitos
circulantes; e alteracbes dermatolégicas, incluindo cloracne e distirbios de
pigmentagdo na pele, nas unhas e nas gengivas, bem como a deformagéo das
unhas apés a exposicdo a congéneres altamente clorados (Figura 4). Dados
sugerem que o potencial tumorigénico decresce com a diminuicdo da cloracao e,
também, sugerem que a posicao dos cloros na molécula de PCB é determinante
na carcinogenicidade (WHO, 2003; ROSS, 2004).
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Figura 4. Erupcdes acneiformes (cloracne) e pigmentacdo das unhas e
gengivas causadas por exposi¢do a PCBs. Extraido de: (URABE; ASAHI, 1985).
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3.2.
Area de Estudo

A Regido Metropolitana do Rio de Janeiro possui a segunda maior
densidade demografica entre as regides metropolitanas do Brasil,
aproximadamente 2100 hab km?2 e um alto grau de urbanizacédo (INEA, 2009).
Entre as décadas de 1950 e 1980, a bacia da Guanabara sofreu um crescimento
populacional acelerado, em consequéncia do aumento da taxa de natalidade, bem
como do aumento do fluxo migratério, devido ao desenvolvimento industrial ao
redor da baia de Guanabara, conforme mostrado na Figura 5. Infelizmente, varias
formas de impactos antropogénicos ameagam o meio ambiente desde o inicio da
colonizacdo europeia. Hoje em dia, os arredores da baia sdo fortemente
urbanizados e a baia de Guanabara recebe insumos de esgoto industrial e
doméstico, assim como residuos de culturas agricolas com elevada carga
poluidora (KJERFVE et al., 2001; XAVIER DE BRITO et al., 2002; MAUAD, 2014).

12.000.000

10.000.000

8.000.000

6.000.000 -

Habitantes

4.000.000 4

2.000.000

0 T T T T T
1940 1950 1960 1970 1960 1991 2000

@ Rio de Janeiro [ Regido da Baixada Fluminense
B Noroeste da Bacia O Leste da Bacia
B Petropolis

Figura 5: Populacéo da Bacia da Guanabara entre os anos de 1940 e 2000.
Fonte: PDRH-BG (2003).

A Regido Hidrogréafica da Guanabara possui em torno de 4.080 km?, com
aproximadamente 11,5 milhBes de habitantes, equivalente a aproximadamente
73 % da populacéo do Estado do Rio de Janeiro, de acordo com o Censo de 2010.
A atividade industrial na regido metropolitana é tradicional e contava com cerca

de 14.483 empresas em 2012, representando 60,4 % das unidades do estado,
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com perfil altamente diversificado em tipos e tamanhos, indicando forte potencial
poluidor. Dessas empresas, 98 estdo relacionadas a industrias de extracdo de
petroleo e gas, 50 empresas de fabricagdo de produtos de coque, petroquimicos
e biocombustiveis e 518 empresas de produtos quimicos em geral. A maioria
dessas empresas esta situada nas bacias hidrogréficas das baias de Guanabara
e Sepetiba, bem como em sistemas adjacentes; sendo suas &guas
frequentemente o destino final de residuos industriais (IBGE, 2010; IBGE, 2014).

Atualmente, a Baia de Guanabara possui superficie de 348 km?, com
volume médio de 1,87 x 10° m® e perimetro de 131 km. Da superficie continua de
agua, 40 km? sdo ocupados por ilhas, sendo de 11,4 dias o tempo médio de
renovacgédo de 50 % das aguas da baia. Em direcdo ao interior da baia este tempo
€ mais longo, favorecendo a criacdo de zonas de eutrofizagdo altamente poluidas.
A baia possui profundidade média de 6 m, atingindo mais de 30 m no canal central
(JICA, 1994; COELHO, 2007).

Os rios e canais que desaguam na baia atravessam areas altamente
urbanizadas, recebendo todos os tipos de efluentes. A qualidade da agua dos rios
reflete o tipo e a intensidade da ocupacgéo do solo (Figura 6). Por conseguinte, 0s
rios da porgéo oeste da baia apresentam nivel de integridade condicionado a forte
ocupacao dos limites geogréficos de cada sub-bacia, com grande influéncia dos
esgotos sanitarios. Em contrapartida, em sua grande maioria, 0S rios ao norte
refletem condi¢cdes menos intensas de ocupacao urbana e industrial (JICA, 1994;
PDRH-BG, 2003; BORGES et al., 2014).
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Figura 6: Mapa de Uso do Solo da Regido da Bacia Hidrogréfica da Baia de
Guanabara. Fonte: INEA/ AABG.

A principal area portuaria da Baia de Guanabara é o Porto do Rio de
Janeiro, inserido em um contexto urbano bastante complexo no corag¢éo da area
metropolitana do Rio de Janeiro, a maior concentracdo urbana da regido costeira
e 0 segundo centro econdmico e populacional no Brasil (Figura 7). O porto opera
o transporte de automoveis, de recipientes genéricos (eletrénicos, petroquimicos,
pecas automotivas, rolos de papel, produtos siderurgicos e cargas a granel, como
ferro-gusa e trigo) e o turismo (SOARES-GOMES et al., 2016).

A Baia de Guanabara possui extrema importdncia ambiental e
socioecondmica para seus municipios. Seu atual estado de degradacao ambiental
compromete sua biodiversidade e expBe as populacbes humanas de seus

arredores a riscos, quando do uso de suas aguas para lazer, transporte ou para
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sua subsisténcia (SOARES-GOMES et al., 2016). A investigacdo de PCBs em
ambientes aquéticos € a principal fonte de informacdo sobre o impacto

antropogénico no meio ambiente e as concentracdes servem como indicadores

PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1621714/CA

de carga de contaminantes (MONTUORI et al., 2016b).
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Figura 7: Localizagéo da baia de Guanabara no litoral sudeste brasileiro. A
seta indica o Porto do Rio de Janeiro (PRJ). Adaptado de: (SOARES-GOMES et
al., 2016).
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3.3.
Metodologia Analitica para Determinac&o de PCBs em Agua
Superficial

Com a finalidade de obter éxito em uma analise qualitativa ou quantitativa,
além da escolha da técnica analitica a ser utilizada, é fundamental a realizagéo de
uma correta amostragem, transporte e armazenamento da amostra. Outro aspecto
que merece atencdo € o preparo da amostra que, em geral, é a primeira etapa de
uma analise quimica e visa eliminar impurezas ou interferentes. Uma das etapas
mais criticas envolvidas na analise de misturas presentes em matrizes complexas
consiste na extragdo e isolamento dos analitos de interesse; sendo essa etapa
responsavel pelas maiores fontes de erro como perdas do analito, contaminagéo
pelo ambiente, extracdo incompleta do analito da amostra, entre outras (LANCAS,
2004; STRELAU, 2013).

A extracdo de compostos organicos de matrizes ambientais pode ser
realizada de varias maneiras como utilizando solventes polares, apolares, pouco
polares, fluido supercritico ou ainda hidrélise enzimatica. Além disso, a extragéo,
frequentemente, também exerce a funcao de uma pré-concentracdo, que podera
ser alcancada pela extracdo em fase sélida (SPE), microextracdo em fase sélida
(SPME), extracao liquido-liquido (LLE), extracdo com resinas de troca idnica e
catidnica, etc (STRELAU, 2013).

A escolha do método de preparo de amostra e do equipamento a ser
utilizado para qualificacdo e/ou quantificacdo final dependera de uma série de
fatores, tais como: disponibilidade, adaptabilidade, capacidade total do método,
tempo de andlise, facilidade de recuperacéo, custos envolvidos, sensibilidade,
exatidao, preciséo, repetibilidade, faixa linear, limites de detec¢éo e quantificacéo,
caracteristicas quimica da matriz, bem como dos analitos, dentre outros.
Atualmente, existe um elevado namero de técnicas analiticas disponiveis com o
proposito de realizar a extracdo de formas organicas do ambiente (STRELAU,
2013; LACHTER, 2017).

A presenca de material particulado em suspensdo (MPS) muitas vezes
perturba a analise da agua superficial por métodos convencionais, como extragdo
liquido-liquido (LLE) ou extracdo em fase sélida (SPE); resultando em extracéo
insuficiente ou em obstrucéo dos cartuchos, por exemplo. O material particulado
em suspensao (MPS) consiste em particulas organicas e inorganicas flutuando na
agua. As caracteristicas de superficie do MPS podem variar significativamente,

desde particulas de pequena éarea superficial especifica, como a areia, até
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particulas de superficies muito bem desenvolvidas, tais como particulas
provenientes da combustdo (WOLSKA et al., 1999; ERGER et al., 2012).

Devido a sua baixa solubilidade em agua e ao seu caracter hidrofébico, os
PCBs séao facilmente adsorvidos pelo material particulado suspenso, bem como
absorvidos por &cidos humicos e fulvicos, lipidios e proteinas, formando nesse
segundo caso a matéria orgéanica dissolvida (MOD). O resultado da extracdo
realizada na presenca de MPS depende da combinacgéo de diferentes processos
como: equilibrio de sorcdo dos analitos entre a fase aquosa e a suspensao durante
o transporte e armazenamento da amostra; eficiéncia da extragdo de analito da
fase aquosa; eficiéncia da extracdo de analito a partir da matéria em suspensao
(quando da extracdo da fase aquosa). Invariavelmente, o resultado da
determinagdo da concentragdo de PCBs na agua depende sempre das
propriedades do material particulado em suspenséo e do conteido de MPS de
uma amostra. A diretiva quadro europeia sobre a agua (DQA, Diretiva
2000/60/CE) exige explicitamente uma investigacdo de toda a amostra de agua,
incluindo o material particulado em suspensdo, porque muitas substancias
perigosas prioritarias adsorvem substancialmente ao MPS (WOLSKA et al., 1999;
ERGER et al., 2012).

Em virtude de todas essas ressalvas, julga-se necessario que o
procedimento para determinacdo de PCBs em &aguas superficiais deva incluir o
isolamento do material particulado em suspensdo. Sem esse passo, €
praticamente impossivel extrair todos os analitos das particulas. No caso da
extracdo liquido-liquido, o solvente organico ndo pode efetivamente entrar em
contato com as particulas cercadas por agua. Ja no caso da extracdo em fase
sélida (SPE), o tempo de contato entre o material particulado preso no cartucho e
o solvente é muito curto para extracao efetiva. Em vista disso, com o objetivo de
obter recuperacg@es quantitativas de analitos do MPS é necessario isolar o material
particulado, remover a agua e entdo realizar a extracdo com um solvente sob
condi¢cBes otimizadas. Além disso, a separacdo de MPS elimina muitos problemas
técnicos, incluindo o entupimento de cartuchos de SPE. Por fim, o conteudo
analitico pode ser determinado de forma independente para as duas fases
envolvidas (WOLSKA et al., 1999; ERGER et al., 2012).

Conforme evidenciado pelos valores de coeficientes de particdo octanol-
agua para os PCBs (Kow>4), 0s niveis de concentragdo desses poluentes na agua
sdo tipicamente muito baixos (ng L' ou inferiores), o que torna necessario
incorporar um passo de concentra¢cdo no procedimento analitico. Este passo €

muitas vezes combinado com troca de matriz para uma que é mais compativel
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com o método de determinacdo final, geralmente cromatografia liquida ou gasosa.
A Extracdo em fase sélida € uma opgéo de técnica de extragéo facil, rapida e
eficiente, que utiliza pequenos volumes de solvente organico e tem potencial para
automacao (WOLSKA et al., 1999; SILVA; FERREIRA, M., 2003; ERGER et al.,
2012).

A quantificacdo de muitos poluentes orgénicos persistentes (POPs), em
diversos meios e matrizes, é tradicionalmente realizada usando-se técnicas
cromatogréficas, em funcdo da facilidade para efetuar separaces, identificar,
quantificar e confirmar de forma inequivoca niveis muito baixos desses poluentes.
O legado dos POPs, incluindo os PCBs, sédo geralmente semivolateis e, portanto,
passiveis de cromatografia gasosa. A cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas em série (tandem mass spectrometry, MS/MS) é uma
técnica relativamente nova para identificar e quantificar contaminantes orgéanicos
em amostras ambientais. O GC-MS/MS fornece seletividade e sensibilidade
aprimoradas em comparagdo com o GC/MS convencional. Especificamente, a
utiizacdo de MS em tandem pode efetivamente reduzir a interferéncia de
compostos extraidos concomitantemente e os efeitos da matriz de amostra;
resultando em aumento da relagéo sinal-ruido e, finalmente, limites robustos de
deteccdo (CHIARADIA et al., 2008; ZHANG et al., 2015; LACHTER, 2017).

Estudos recentes indicam que a técnica de GC-MS/MS é uma alternativa
atraente para a cromatografia gasosa de alta resolucdo/espectrometria de massas
de alta resolucdo (HRGC/ HRMS), pois fornece precisdo e baixos limites de
guantificacdo, embora aquém da alta resolu¢do, com requisitos técnicos e custos
operacionais muito menores aqueles associados a HRGC/HRMS (ZHANG et al.,
2015).

3.3.1.
PCBs no Material Particulado em Suspenséao: Extracdo Acelerada por
Solvente (ASE)

A extragdo acelerada por solvente (ASE) é uma técnica de preparo de
amostras que oferece uma série de vantagens como baixo custo de extracao,
menor consumo de solvente, menor tempo de procedimento e protocolos de
extracdo simplificados. A ASE possibilita um aumento da eficiéncia de extragéo,
uma vez que opera automaticamente, a pressao e temperatura elevadas, usando
pequenos volumes de solventes organicos tradicionais para extrair compostos de

amostras soélidas ou semissélidas (WANG et al., 1999).
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O uso de temperaturas mais altas aumenta a capacidade dos solventes
para solubilizar os analitos. Além disso, a solubilidade da dgua em solventes
organicos também aumentard com o aumento da temperatura, facilitando o
acesso a possiveis poros da amostra selados com agua e aos analitos neles
contidos. O aumento da temperatura de extragdo também proporciona taxas de
difusdo de massa mais rapidas. Soma-se aos fatores ja citados, o fato de que
temperaturas altas podem interromper as fortes interagdes soluto-matriz causadas
pelas forcas de van der Waals, ligagbes de hidrogénio e interagbes dipolo entre
as moléculas de soluto e sitios ativos da matriz. Dessa maneira, as energias
térmicas diminuem a energia de ativacdo necessaria para 0 processo de
dessorcéo. Por fim, as temperaturas elevadas também diminuem a viscosidade e
a tensdo superficial do solvente, permitindo assim uma melhor penetragédo e
“molhabilidade” da matriz, facilitando o contato com os analitos e sua consequente
extracdo (RICHTER et al., 1996).

O uso da presséo elevada sobre o solvente se justifica para que possam ser
utilizadas temperaturas acima do ponto de ebulicdo. O emprego de temperaturas
elevadas e as vantagens associadas a isso seriam excluidos sem o uso de
pressbes elevadas para manter os solventes como liquidos. O aumento de
pressédo também facilita extragdes de amostras nas quais os analitos encontram-
se presos nos poros da matriz e que, sob pressdo atmosférica, ndo seriam
alcancados pelo solvente extrator (RICHTER et al., 1996).

Na ASE, a amostra é colocada em uma célula de extracao feita, em geral,
de aco inoxidavel, conforme ilustra a Figura 8. Apos a adi¢ao do solvente, a célula
€ pressurizada, aquecida até a temperatura desejada e a amostra € extraida
estaticamente por um periodo de tempo especifico. Dessa forma, o solvente
permanece em contato com a amostra por tempo suficiente para promover o
aumento da transferéncia de massa e resultar em maior recuperagéo dos analitos.
O ciclo pode ser repetido com a introdugéo de solvente fresco e essa renovagao
do solvente na célula melhora a transferéncia de massa, uma vez que o gradiente
de concentracdo é maior entre o solvente fresco e a superficie da matriz da
amostra. (ROMANIK et al., 2007; CHO et al., 2008). ASE é uma técnica de
extracdo totalmente automatizada e confiavel, com muitas vantagens em relacéo
as técnicas de extragdo tradicionais, por isso pode ser especialmente util para
andlises de rotina. Entre essas vantagens estdo boas recuperacgfes, rapidez,
precisdo adequada e menor uso de solventes. Além do mais, por ser realizada de

forma automatica, observa-se uma reducéo de perda e/ ou contaminagéo devido
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a manipulacao da amostra. Como desvantagem podemos citar o elevado custo do
equipamento (LAU et al., 2010; SUN et al., 2012).

Area do Forno
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Figura 8: llustracdo do Sistema de Extragéo Acelerada por Solvente (ASE)
e seus Principais Recursos operacionais. Fonte: ASE® 200 Accelerated Solvent

Extractor Operator’s Manual.

Um dos parédmetros de fundamental influéncia na eficiéncia da ASE é a
escolha do solvente de extracdo; que deve ser capaz de solubilizar os analitos de
interesse bem como deve minimizar a coextracdo de outros componentes da
matriz. Ao escolher o solvente de extracdo, também é importante ponderar a
compatibilidade com as possiveis etapas de tratamento posteriores (por exemplo,
o clean up, a pré-concentragdo do analito alvo ou ainda a técnica analitica a ser
utilizada), bem como a volatilidade do solvente deve ser averiguada quando
necessaria a concentracao do extrato. A polaridade do solvente deve ser proxima
a do composto alvo (CARABIAS-MARTINEZ et al., 2005).

Tradicionalmente, a recuperacdo de PCBs de matrizes ambientais vinha
sendo realizada por extracdo de Soxhlet ou técnicas de sonicacdo. Essas técnicas
sdo muitas vezes demoradas e requerem grandes volumes de solvente orgéanico,
adicionando custos ao processo devido a taxas associadas a compra e a
disposicdo desses solventes toxicos. Mediante o exposto, técnicas de extracao
alternativas que reduzam o volume de uso de solvente e o tempo de extracdo

devem ser consideradas. Por exemplo, algumas das técnicas mais recentes sédo
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extracdo com micro-ondas, extracdo com fluido supercritico e extracdo acelerada
por solvente. Os resultados da recuperacdo de PCBs para matrizes orgénicas
estudadas demonstraram recuperagdes via ASE comparaveis ou ligeiramente
superiores aos resultados de recuperacdo na extracdo em Soxhlet (ABRHA,;
RAGHAVAN, 2000).

3.3.2.
PCBs Dissolvidos na Solugédo Aquosa (Filtrado): Extragcdo em Fase
Solida (SPE)

A determinagéo direta de micropoluentes organicos em agua pelos métodos
disponiveis atualmente é dificultada pelo fato desses poluentes estarem presentes
na fase aguosa em concentragfes extremamente baixas. A natureza hidrofébica
dos PCBs exige um preparo da amostra de agua que inclui diferentes passos, 0s
quais permitem a extracédo e o enriguecimento de PCBs com alta seletividade. De
acordo com a orientacdo da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (USEPA), a
concentracdo de PCBs deve ser inferior a 14 ng L* para que a agua seja
considerada segura para a saude aquatica e humana (FONT et al., 1996;
LANGCAS, 2004; ZHANG et al., 2004).

Métodos tradicionais de preparo da amostra, tal como a extragdo liquido-
liquido, demandam grandes volumes de solventes organicos, possuem custo
elevado, sédo de dificil automacédo, séo trabalhosos e geralmente apresentam
pequena repetibilidade e reprodutibilidade em decorréncia das varias etapas
requeridas envolvendo o analito de interesse. Além da extrag&o liquido-liquido,
varias outras técnicas tém sido aplicadas com finalidade semelhante; incluindo
destilacao, filtrac&o, centrifugacdo, cromatografia liquida preparativa em coluna
aberta, entre outras. Nesse sentido, novas técnicas gue consomem menos tempo,
que séo efetivas e que requerem uma menor quantidade de solventes vém sendo
desenvolvidas e aplicadas para a extracdo de compostos organicos em amostras
aquosas. Destacam-se, entre essas técnicas, a extracdo em fase solida, a
microextragdo em fase soélida, a extracdo sortiva em barra magnética e a
microextragdo liquido-liquido dispersiva. A Figura 9 ilustra um comparativo entre
as etapas envolvidas na extracao liquido-liquido e na extracdo em fase sélida para
a andlise de pesticidas clorados em uma amostra de agua (LANCAS, 2004;
CALDAS et al., 2011).
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EXTRAGAO LiQuIDo-LiQuIDO (LLE) EXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPE)
&>
0—0'. 1. Extragdo da amostra aquosa
_’_\Qr)o com cerca de 150 ml 1. Condicionamento da coluna
0 de solvente organico. (MeOH + agua ou tampao)
3\ Agitagao.
-
P
(\}Esﬁ
o8/

2. Separar as fases; isolar o
solvente organico.
Reextrair a fase aquosa 2 vezes,
combinar os volumes do solvente
organico e extrato.

2. Aplicar amoslra por aspiragao

F
[ =<

L
-

3. Extragao dos compostos de interesse
1 3. Filtrar e secar o solvente e

‘;_\ extrato organicos combinados.
(s%y
,.{‘\ 4. Evaporar o solvente organico.
(

4. Eluigdo seletiva dos compostos
(50-500 microlitros de soivente)

X 5. Reconstituir em solvente adequado.

Figura 9: Comparacao entre extracdo liquido-liquido (LLE) e extracdo em
fase solida (SPE) na andlise de micropoluentes em 4gua. Extraido de: (LANCAS,
2004).

Na técnica de extracdo em fase soélida (SPE), introduzida em meados da
década de 1970, um composto €é isolado de uma amostra liquida por diferenca de
solubilidade relativa entre uma fase movel liquida e uma fase estacionaria sélida.
Do ponto de vista pratico, a SPE, em sua forma mais simples e conhecida,
comporta-se como uma cromatografia liquida de baixa pressao, utilizando-se uma
pequena coluna aberta, denominada cartucho de extracéo, a qual contém a fase
estacionaria sélida. A amostra contendo os analitos de interesse € passada
através do cartucho sob pequeno vacuo ou pressionada levemente com uma
seringa ou gas. Depois de escoada toda a solucao liquida, os analitos de interesse
retidos no cartucho séo eluidos com solvente de forca apropriada e em pequena
guantidade, com a finalidade de obter o analito em concentragcdo ja compativel
com a técnica analitica subsequente (FONT et al., 1996; LANCAS, 2004).

As principais etapas do SPE resumem-se no condicionamento do
cartucho, percolagdo da amostra/sorcdo dos analitos no material sorvente,
eliminacao dos interferentes da matriz (clean up), eluicdo dos analitos e posterior

concentracdo do composto de interesse, conforme exemplificado na Figura 10.
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Dependendo do objetivo do experimento, algumas etapas podem ser adaptadas,
modificadas ou até mesmo suprimidas (LANCAS, 2004; CALDAS et al., 2011).

Condicionamento Percolagao Lavagem Eluigao
da amostra

A

ne
i

e : o*
A =l °
A 1 o
Eluicao de interferentes Analitos
Solvente Amostra H,O A W Interferentes @ Analitos

Figura 10: Etapas envolvidas na SPE: condicionamento do sorvente, adicdo
da amostra, remocao dos interferentes e eluicdo do analito. Extraido de: SOUZA
CALDAS et al. (2011).

A etapa de condicionamento destina-se a ativar o material sorvente,
perpassando solventes organicos ou agua através dos cartuchos com a finalidade
de aumentar a area de superficie efetiva e, também, reduzir interferéncias. E
importante ndo permitir que o cartucho seque com o intuito de evitar possiveis
problemas, dentre os quais a formacéo de caminhos preferenciais que poderiam
vir a comprometer a separagdo. Em seguida a amostra é transferida através do
cartucho de forma quantitativa, garantindo resultados reprodutiveis. A taxa de
aplicacdo da amostra é um fator importante para a eficacia da extragéo e deve ser
lenta com o objetivo de assegurar altas recuperacbes dos analitos. Se houver
necessidade de remocéo de interferentes antes da eluicdo do analito de interesse,
uma etapa de clean up poderd ser utilizada. Nessa etapa uma lavagem visa a
eliminacéo desses interferentes com um solvente que ndo possua forca suficiente
para arrancar o analito de interesse do material de empacotamento. Por fim,
procede-se com a eluicdo dos analitos através da escolha de um solvente
apropriado que deve eluir os analitos e minimizar a eluicdo de interferentes que

ndo tenham sido eliminados na etapa anterior, por estarem muito retidos no
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sorvente (LANCAS, 2004; ERGER; SCHMIDT; TORSTEN, 2014; ANDRADE-
EIROA et al., 2016).

A escolha do solvente de eluicdo € um parametro relevante e esta
diretamente relacionado com a polaridade do analito de interesse, com as
caracteristicas da matriz e dos interferentes e com o sorvente usado na SPE. Na
pratica, observa-se que o uso de duas aliquotas do eluente, em vez de uma Unica
em volume maior, aumenta a eficiéncia da extracdo. A eluicdo deve ser feita
lentamente para permitir a umidificagéo do sorvente e a completa transferéncia de
fase para o solvente. O ideal é eluir o analito de interesse em um pequeno volume
de eluente, de maneira que a solucao coletada ja esteja em uma concentracao
adequada para posterior analise. Recomenda-se que o volume de eluigdo seja de
2 a 5 vezes o volume do cartucho (LANCAS, 2004; CALDAS et al., 2011; ERGER;
SCHMIDT; TORSTEN, 2014; SABIK et al., 2015).

As interagbes do analito-sorvente se dividem em trés categorias: nao-
polares, polares e ibnicas; e dependem da natureza do grupo ligado a silica ou do
copolimero que constitui a fase sélida do cartucho. A escolha da fase sdlida
apropriada depende da natureza do analito a ser isolado e da matriz na qual ele
se encontra. Os principais mecanismos de separagao atualmente em uso em SPE
séo adsorcao, particdo (fase normal ou fase reversa), troca idnica e exclusédo por
tamanho. Esses mecanismos estdo relacionados a processos quimicos e
processos fisicos que operam durante a separacdo. Dentre as principais forcas
guimicas atuantes entre as moléculas do material sorvente e do analito, destacam-
se as forgas ibnicas, ligacdes de hidrogénio, interacdes do tipo dipolo-dipolo,
dipolo-dipolo induzido e dipolo induzido- dipolo induzido (LANCAS, 2004; SABIK
et al., 2015).

O sorvente mais usual é a silica modificada com Cis, empregada
principalmente para a extracdo de compostos ndo-polares em matrizes aquosas;
tais como pesticidas organoclorados, pesticidas organofosforados, herbicidas,
inseticidas, bifenilas policloradas, ésteres de ftalato, hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos entre outros. O principal mecanismo de separacdo observado € o
mecanismo da particdo. Neste caso, a fase estacionaria pode ser considerada um
liquido que € imobilizado em um suporte sélido e o principio € semelhante ao da
extracao liquido-liquido (LLE), envolvendo uma particdo de solutos ou processos
de distribuicdo entre a amostra liquida e o liquido imobilizado em uma fase
estacionaria. De forma analoga a cromatografia liquida, quando a fase
estacionaria € menos polar que a fase mével, como no caso do Cis € amostras

aquosas, o termo fase reversa € empregado. Sempre que os analitos de interesse
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forem menos polares que as impurezas, uma fase sélida operando no modo fase
reversa € recomendada; a Figura 11 mostra um exemplo desse tipo de interagcao
(LANCAS, 2004; ERGER; SCHMIDT, TORSTEN, 2014; ANDRADE-EIROA et al.,
2016).

CH,
_ I

—Si~O~_ _-O-Si(CH,), H,E—C—EH,

Si % —

—si~0-" “N(CH,),, CH,

Octadecilsilano (C-18) Butil benzeno
Si—O~_ _O-Si(CH), _.CH,

§i=07" N(CH,j5.CHgmms C*C@
,,,,,,,,,,,,,,,,,,, o |

Figura 11: Exemplo de interacdo entre um analito apolar (butil benzeno) e
uma fase quimicamente ligada (Cis) operando no modo “fase reversa”. Extraido
de: LANCAS (2004).
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3.3.3.
Andlise dos Extratos por GC-MS/MS

As metodologias analiticas devem ser capazes de determinar com precisao
0s niveis de concentracdo muito baixos estabelecidos pela legislagdo e também
devem fornecer evidéncias inequivocas para confirmar a identidade e a magnitude
de qualquer poluente detectado. A cromatografia gasosa (GC) tem sido a técnica
escolhida para a analise de amostras ambientais contendo compostos organicos
semivolateis e volateis, em razdo de sua combinacdo favoravel de alta
seletividade e resolucao, boa precisédo e exatiddao, ampla faixa de concentracéo
dinamica e alta sensibilidade (HERNANDEZ et al., 2005; PITARCH et al., 2007).

A cromatografia gasosa com deteccdo por captura de elétrons (GC-ECD)
vem sendo amplamente empregada para a determinacdo de organoclorados,
entre os quais podemos incluir os PCBs, porém atualmente, a espectrometria de
massa (MS) emergiu como uma das ferramentas mais poderosas para a aquisicao
de informacdes sobre composicao e estrutura de compostos organicos, a fim de
verificar a identidade do pico cromatografico em uma variedade de matrizes
ambientais e alimentares. Existem inimeras aplicacfes na analise de agua com
base em GC acoplada a MS; como a determinacdo de HPAs, pesticidas, PCBs,
fendis e alguns procedimentos multirresiduo para a determinacéo de poluentes
organicos prioritarios e persistentes. Embora o GC/MS, operando em modo de
monitoramento de ions selecionados, seja bastante utilizado na determinagéo de
micropoluentes organicos em amostras ambientais, a andlise em nivel traco em
matrizes complexas, como amostras biolégicas, torna-se problematica devido as
interferéncias por componentes da matriz. A especificidade da espectrometria de
massa em tandem (MS/MS), usando analisadores de armadilha de ions ou
analisadores do tipo triplo quadrupolo (QqQ), nos permite minimizar ou mesmo
eliminar muitas dessas interferéncias, melhorando a seletividade, bem como a
sensibilidade, devido a possibilidade de selecdo adequada de precursores e
produtos, com ruido quimico muito menor nos cromatogramas (HERNANDEZ et
al., 2005; PITARCH et al., 2007).

A utilidade dos espectros de ions do produto para a identificacdo absoluta
em niveis de traco em amostras ambientais juntamente com a facilidade de uso e
baixo custo, em comparacdo com o analisador QqQ, fez dos analisadores de
armadilha de ifons uma técnica amplamente utilizada para a determinacdo de
compostos organicos na agua. No entanto, o uso de duas etapas de analise de

massa em sistemas MS/MS com base em detecc¢ao por triplo quadrupolo (QqQ)
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oferece a possibilidade de aplicar Monitoramento Seletivo de Rea¢édo (SRM), uma
das abordagens mais seletivas e sensiveis para quantificacdo e confirmacdao,
especialmente na andlise de tracos na qual normalmente existe alto ruido quimico
de fundo envolvido (HERNANDEZ et al., 2005; PITARCH et al., 2007).

A andlise de compostos organicos pela técnica de GC-MS/MS com
analisadores triplo quadrupolo vem motivando estudos devido a suas vantagens
evidentes. Os primeiros trabalhos sobre o uso de analisadores triplo quadrupolo
foram publicados nos anos 80 e 90, nos quais 0 QgQ foi testado para a
determinacdo de orgénicos, dioxinas e dibenzofuranos no meio ambiente. No
entanto, a primeira aplicagdo com a nova geracdo de instrumentos triplo
quadrupolo data de 2003, onde o potencial da técnica foi investigado para a
analise de dioxinas e furanos em peixes e moscas vermelhas. Nos Ultimos anos,
esta abordagem tem sido aplicada principalmente a determinagédo de pesticidas
em frutas e vegetais, alimentos, gorduras e Oleos e PCBs em amostras
ambientais. Esses estudos enfatizaram o fato de que o GC-MS/MS (QgQ) oferece
excelente seletividade, sensibilidade e ganho no tempo de andlise total, permitindo
a identificac&o e quantificagdo simultaneas de analitos (HERNANDEZ et al., 2005;
PITARCH et al., 2007).

A espectrometria de massas em tandem (MS/MS), no lugar de utilizar
apenas um analisador de massas para discriminar 0s ions de mesma razao m/z
gerados na fonte de ionizacao, utiliza dois estagios de espectrometria de massas
(MS1 e MS2), dos quais um deles € usado para isolar o ion de interesse e o outro
para estabelecer uma relacao entre este ion de interesse isolado e outros ions
que foram gerados a partir da sua decomposi¢cédo induzida (CHIARADIA et al.,
2008).

Entre os analisadores de massas em tandem esta o triplo quadrupolo
(Figura 12) que é constituido por trés quadrupolos em série, sendo que o segundo
guadrupolo néo é utilizado para discriminar ions de mesma razdo m/z, mas sim
como cela de colisdo, na qual ocorre a fragmentacdo dos ions selecionados no
primeiro quadrupolo geralmente por dissociagdo induzida por colisdo com um gas
inerte (collision-induced dissociation- DIC) utilizando diferentes energias de
colisdo. O segundo quadrupolo também é responsavel por direcionar os ions
produzidos ao terceiro quadrupolo. Na DIC, o ion precursor proveniente do
primeiro quadrupolo é acelerado por um potencial elétrico para uma regido de alto
vacuo no interior do segundo quadrupolo, onde sofre repetidas colisbes com um

gas inerte de elevada energia (geralmente Ar, He ou N2), 0 que ocasiona um
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aumento na energia potencial deste ion até culminar em sua fragmentacéo,

conduzindo a formagé&o dos ions produto (CHIARADIA et al., 2008).

fons com um

L

. . _—>e 9 9@ - par de massa :§
a v .—> . . . . \: 4 A -' precursor/ g
v, L B $
) AV fragmento 2

- = especificado
m/z selecionado m/z selecionado
Tempo

Ms1 Célulade ColisEo MSs2 Sinal SRM
(Analisadorde massa) (cID) (Analisadorde massa) Elerseioy

Quadrupolo2 (Q2)

Quadrupolo1(Q1) Célulade Colisdo

Quadrupolo 3 (Q3)

C/ Gas Argdnio

Figura 12: Esquema de um Triplo Quadrupolo operando no modo
Monitoramento Seletivo de Reacgdo. Adaptado de: <https://www.slideshare.net/C
hrom_Solutions/pesticide-residue-analysis-webinar-series-part-3-of-4-
maximizing-analysis-efficiency-through-gcms-approaches>. Acesso em: 20 de
junho de 2018.

Dessa maneira, conforme explanado acima, esta técnica permite a
gquantificacdo mesmo em misturas complexas e segue o protocolo de confirmagéo
para cada composto com pelo menos dois monitoramentos precursor-produto. A
implementacéo da analise no modo Monitoramento Seletivo de Reacao, também
conhecido como Monitoramento de Multiplas Reacdes, em que cada analito
possui diferentes ions precursores e ions produtos, formados com diferentes
energias de colisdo; é bastante complexa, tendo em vista a otimizacdo da
fragmentacdo dupla de cada composto e adequacdo das condi¢cdes do método
(LACHTER, 2017).
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Materiais e Métodos

4.1.
Padrdes, Reagentes e Solventes

Os materiais de referéncia certificados (MRCs) possuem ampla estabilidade,
frente a possivel degradacdo causada por fenbmenos como temperatura, luz,
oxigénio, umidade, atividade microbioldgica e etc; e sdo suficientemente
homogéneos em relacdo as suas especificacfes e propriedades. Tais materiais
sdo a base para a verificagcao da exatiddo de medi¢Bes analiticas, com o objetivo
de garantir a confiabilidade dos resultados obtidos (CARDOSO et al., 2010).

Para o desenvolvimento do método foi utilizado o padréo certificado com
ISO Guide 34 descrito como Quebec Ministry of Environment Congener Mix (C-
QME-01), da Accustandard®, o qual contém uma mistura de 41 congéneres de
PCBs, com diferentes concentragdes em ng mL?! e dissolvidos com solvente
isooctano.

Como padrao surrogate foram utilizados o 2,2',4,5',6-pentaclorobifenil (C-
103N contendo 10 mg/ CAS number: 60145-21-3)e o 2,2'3,3,4,5,55,6-
octaclorobifenil (C-198-N contendo 5 mg/ CAS number: 68194-17-2) ambos da
marca AccuStandard®. O padrédo interno utilizado foi o 4,4'-dibromobifenil (CAS
number: 92-86-4) customizado em metanol na concentracédo de 2000 ug mL* da
marca SPEX CertiPrep.

Os solventes e reagentes utilizados neste estudo foram:

e Tiossulfato de S6dio — P.A — ACS- Marca: Dinamica;

e Alcool Isopropilico HPLC/ UV (= 99,7 %) - Marca: J T Baker;

¢ 95 % n-hexano — Grau Pesticida- Marca: Biosyde;

e Metanol para andlise de pesticida (= 99,9 %)- Marca: Panreac;

e Diclorometano para andlise de residuo de pesticida (99,9 %)- Marca:

Vetec;
e Acetona SupraSolv® para CG (= 99,8 %)- Marca: Merck;
o 2,2,4-Trimetilpentano (Isooctano) - Adequado  para  Cromatografia

Liquida e Espectrofotometria UV (= 99,5 %)- Marca: Macron
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Equipamentos e Acessorios

Os equipamentos e acessorios utilizados no presente estudo foram:

Cromatografo a gas Trace GC Ultra da Thermo Scientific acoplado a um
espectrémetro de massas TSQ Quantum XLS da Thermo Scientific-
Software: XCalibur;

Equipamento de extragdo acelerada por solvente — Modelo:
ASE™ 200 — Marca: Dionex™:;

Dispositivo para extragdo em fase solida do tipo manifold com camara
de vacuo — Marca: Varian;

Liofilizador — Modelo: ModulyoD — Marca: Thermo Scientific;

Balanca eletrénica microanalitica de precisdo nominal de 1 pg — Modelo:
MX5 — Marca: Mettler Toledo;

Balanga analitica- Modelo: AS200S- Marca: OHAUS;

Balanga analitica — Modelo: AT 261 DeltaRange- Marca: Mettler Toledo;
Evaporador de Amostras — Modelo: TurboVap® LV — Marca: Caliper;
Evaporador de Amostras — Modelo: Rotavapor® R-215 — Marca: Buchi;
Purificador de agua Milli-Q — Modelo: Integral 5 — Marca: Merck Millipore;
Microseringas Hamilton com certificado de calibracdo da Rede Brasileira
de Calibragéo (RBC);
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4.3.
Implementacdo da Metodologia Analitica

4.3.1.
Analise instrumental

4.3.1.1.
Condicdes do Instrumento

A identificacdo e quantificacdo dos analitos alvos foram realizadas utilizando
um cromatografo a gas Trace GC Ultra acoplado a um espectrémetro de massas
TSQ Quantum XLS da Thermo Scientific. O espectrébmetro de massa foi operado
no modo Monitoramento Seletivo de Reacdo (SRM), também conhecido como
Monitoramento de Mdltiplas Reacbes (MRM). Gas hélio (>99,999 %) foi
empregado como gas de arraste, enquanto gas argbnio (>99,995 %)
desempenhou a fungéo de géas de colisédo. A aquisi¢céo dos dados foi efetuada com
o software Thermo Xcalibur e com a biblioteca NIST 2.0. A coluna capilar utilizada,
da marca Agilent Technologies, foi uma DB-5MS com 30 m de comprimento,
0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de espessura de filme cuja fase consiste
em (5 %-fenil)-metilpolisiloxano.  As  condigbes  cromatograficas e

espectrométricas sdo detalhadas na Tabela 1.
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Tabela 1: Configuracgdes Instrumentais do GC-MS/MS

Trace GC Ultra

Split/splitless, 250 ° C,
Injetor 0,38min splitless (modo sem
divisdo de fluxo).
He, fluxo constante,
Gas de Arraste 1,0 mL/min

Temperatura Programada 90 ° C, 4min
15° C/min, 160 ° C
4°C/min, 225° C
7°C/min, 305° C

Tempo Total de Corrida 40 min

Transfer Line 290° C

TriPlus Amostrador Automatico
Volume de Injecéo 2 L

TSQ Quantum XLS

Temperatura da Fonte 250°C

lonizacao El, 40 eV

Corrente de Emisséo 100 pA

Resolucao Q1l e Q3: 0,7 Da (FWHM)

Gas de Colisdo Argbnio, 2,0 mTorr
4.3.1.2.

Identificac&o e Quantificagcdo de Analitos Alvos

O método USEPA 1668C, que serviu como base para este estudo, descreve
uma metodologia para a determinacgdo de congéneres de PCBs, e foi desenvolvido
pelo escritério de ciéncia e tecnologia da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA
(USEPA) para a determinacao especifica de congéneres de bifenilas policloradas
(PCBs), designados como toxicos pela Organizacao Mundial da Satde. O método
1668C é aplicavel a matrizes aquosas, solo, sedimentos, biossoélidos e tecidos
(KRUMWIEDE; HUEBSCHMANN, 2008; EPA, 2010).

Enquanto o Método USEPA 1668C requer que o0s analitos sejam separados
pelo GC e detectados por um espectrdmetro de massa de alta resolugéo
(R 10.000), com dois valores m/z exatos, monitorados em cada nivel de cloragéo
ao longo de uma janela de tempo de retencao pré-determinada; o método descrito

neste trabalho emprega um espectrometro de massas triplo quadrupolo, como
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uma abordagem alternativa para o HRMS. De acordo com a Diretiva 96/23/EC da
Comissédo Européia, métodos confirmatoérios adequados para residuos organicos
ou contaminantes devem ser técnicas de varredura completa ou métodos que
utilizem pelo menos quatro pontos de identificacdo para técnicas que n&o
registram os espectros de massa total, como no caso de Monitoramento Seletivo
de Reacdo. Ao empregarmos MS/MS de dois ions precursores do PCB alvo e
detectarmos os ions produtos individuais para cada grau de cloracdo, estaremos
seguindo a Diretiva 96/23/EC da Comissao Européia e fornecendo cinco pontos
de identificagcdo para cada PCB. As transi¢des de ions monitoradas sdo baseadas
nos ions precursores moleculares em relacdo aos seus is6topos
monossubstituidos por *’Cl para formar os ions produtos com a perda de 2 cloros
durante o processo de fragmentag&o por dissociagdo induzida por colisdo (DIC)
(KRUMWIEDE; HUEBSCHMANN, 2008; EPA, 2010).

Ao escolhermos os ions precursores a serem monitorados devemaos notar
que os ions precursores moleculares dao origem a um (nico ion produto,
enguanto que seus isétopos monossubstituidos transportam um °’Cl, o que leva
estatisticamente a dois ions de produto diferentes. Este efeito isotdpico resulta em
menores intensidades de ions do produto & medida que o grau de cloragéo
aumenta (KRUMWIEDE; HUEBSCHMANN, 2008).

A sequéncia de analise no modo de monitoramento seletivo de reagéo
(SRM) desenvolvida neste trabalho usa quatro janelas de tempo de retencdo com
massas sobrepostas para os diferentes niveis de cloracdo. Dois graus de cloracdo
foram sempre monitorados em paralelo, devido a ordem de eluicdo escalonada
dos congéneres. Uma diminuicéo na intensidade do pico pode ser observada com
0 aumento do nimero de transicdes monitoradas. Procuramos manter um padréao
semelhante em todas as janelas de monitoramento a0 mantermos 0 mesmo
nimero de reacgBes monitoradas em cada uma delas (WALORCZYK, 2007;
KRUMWIEDE; HUEBSCHMANN, 2008).

A Figura 13 abaixo mostra os resultados gerados usando as transi¢cdes de
SRM descritas na Tabela 2. Todos os 41 congéneres aqui estudados podem ser

detectados em uma alta resposta para cada transicdo de SRM.
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Figura 13: Cromatogramas extraidos de ions, mostrando os congéneres de PCBs

com graus de cloracao de tri a decaclorados do padrdo Mix (C-QME-01) com 41 PCBs

(1 ng na coluna).
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Tabela 2: Transicbes SRM Monitoradas e Energias de Colis&o.

Precursor 1 Precursor 2 Produtol Produto2 Energiado Gés

PCBs m/z m/z m/z m/z de Colisdo

Triclorados 255,96 257,96 186,02 186,02 22 eV
Tetraclorados 289,92 291,92 219,98 219,98 22 eV
Pentaclorados 323,90 325,90 253,95 255,95 22 eV
Hexaclorados 357,80 359,80 287,90 289,95 22 eV
Heptaclorados 391,80 393,80 321,90 323,90 22 eV
Octaclorados 427,80 429,80 357,80 357,80 22 eV
Nonaclorados 461,70 463,70 391,80 393,80 22 eV
Decaclorado 495,70 497,70 425,80 427,80 22 eV

Consideragbes relevantes para a otimizacdo da operacdo do Triplo
Quadrupolo MS/MS incluiram a escolha dos ions precursores e ions produtos e a
otimizagcdo das energias de colisdo para melhor resposta. Além desses
parametros, otimizou-se o valor do scan time através de testes de injecdes de
padrdo com diferentes valores de tempo de varredura.

O chamado scan time (tempo de varredura) é o tempo entre dois pontos
onde sdo processados dados cromatograficos; por exemplo, com um tempo de
varredura de 0,5 s, dois pontos de dados por segundo séo coletados para definir
um pico cromatografico. Para analise quantitativa, o formato do pico é importante,
particularmente quando as quantificacdes sao feitas utilizando areas de pico. A
diminuicdo excessiva do scan time, apesar de poder ser favoravel ao formato do
pico, pode levar a perda de sensibilidade, em virtude da diminuicdo da razéo
sinal/ruido (WALORCZYK, 2007). Dessa maneira, foi necesséario buscar um
compromisso entre sensibilidade e formas de pico para garantir a escolha
adequada do scan time, que foi fixado em 0,08 s no presente trabalho.

Chu e Hong (2004)demonstraram existir uma dependéncia linear do tempo
de retencdo de cada PCB com seu respectivo nimero de atomos de cloro na
analise programada por temperatura. Embora todos os 209 padrées PCB estejam
agora disponiveis em distribuidores comerciais, ainda é um processo caro e
demorado obter dados de retencéo para todos eles em um determinado sistema

cromatogréfico. Por esse motivo, os dados de retencdo de referéncia sdo muito
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Uteis para a identificacdo de congéneres individuais de PCBs. Um grande numero
de dados de retencéo, incluindo tempos de retencgéao relativos, ordens de eluicdo
e indices de retencdo, foram publicados e sdo amplamente utilizados na
identificagcdo de PCBs. Os 41 PCBs determinados nesse trabalho tiveram seus
picos cromatograficos atribuidos por compara¢cdes com dados padronizados de
retencédo e coeluigéo.

A quantificacdo dos compostos de interesse foi realizada pelo método de
padronizagdo interna. Um padréo interno € uma substancia adicionada em uma
quantidade constante a todas as amostras, branco analitico e padrdes de
calibracdo em uma andlise. A calibracdo envolve, entdo, a razdo entre o sinal do
analito e o sinal do padréo interno como uma funcdo da concentracdo do analito
nos padrées. Dessa maneira, se 0s sinais do analito e do padrdo interno
responderem proporcionalmente a flutuagcdes aleatdrias instrumentais e/ou de
método, a proporcdo desses sinais sera independente de tais flutuagfes. Além
disso, se os dois sinais sao influenciados da mesma maneira pelos efeitos da
matriz, a compensacao desses efeitos também ocorre. Idealmente, o padréo
interno escolhido deve ter propriedades fisico-quimicas similares aos analitos de
interesse, ter tempo de retengd@o préximo aos analitos, ndo deve estar presente
originalmente nas amostras e ndo deve reagir com qualguer componente da
matriz (INGLE; CROUCH, 1988).

O padréo interno (PI) utilizado foi o 4,4'-dibromobifenil. Além do padréo
interno, adicionou-se as amostras padrdo surrogate (PS) com a finalidade de
monitorar perdas de analito ao longo do processo de preparacdo da amostra.
Como surrogate foram utilizados os compostos 2,2°,4,5',6-pentaclorobifenil
(PCB 103) e 2,2',3,3',4,5,5',6-octaclorobifenil (PCB 198). As Figuras 14 e 15
mostram as estruturas moleculares dos padrdes citados acima e a Tabela 3
apresenta as transicbes SRM monitoradas no caso do padréo interno, bem como

a energia de coliséo utilizada.

Br

Br

Figura 14: Representacédo da Estrutura Molecular do Padréo Interno (4,4'-

dibromobifenil).
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Figura 15: Representagdo das Estruturas Moleculares dos Padrdes
Surrogate  2,2’,4,5',6-pentaclorobifenii  (PCB 103) e 2,2'3,3,4,5,5,6-
octaclorobifenil (PCB 198).

Tabela 3: Transicbes SRM monitoradas para o Padré&o Interno (PI)

Precursor 1 Produto 1l Energiado Gés Precursor 2 Produto 2 Energiado Gas
m/z m/z de Colisdo m/z m/z de Colisédo

4,4'-dibromobifenil (PI) 312,00 152,30 14 eV 152,30 126,20 24 eV

4.3.1.3.
Preparo da Curva Analitica

A partir do padréo certificado de PCBs, C-QME-01, foram preparadas nove
solugBes em hexano de concentracdes alvo 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200 e
500 ng mL*. As concentracdes reais individuais de cada um dos 41 PCBs foram
calculadas a partir do certificado de andlise e consideradas no calculo de
regressao linear para cada curva analitica separadamente.

Os padrdes solidos surrogates, PCB 103 e PCB 198, foram pesados e
solucBes estoque foram preparadas em isooctano nas concentracfes de
2ugmLte 0,1 ug mLt. Aos noves pontos com concentracdes crescentes de
PCBs foram adicionados os surrogates com a finalidade de se obter
concentracdes iguais aos PCBs em estudo, ou seja; 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200
e 500 ng mL™.

Por fim, a cada 1 mL das solu¢bes de padrbes de cada um dos nove pontos

de concentragcbes a serem medidas para a confeccdo da curva analitica, foi
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adicionado igual volume de padréo interno; 50 pL de uma solucédo de 2 ug mL* de
4.4’-dibromobifenil. Cada ponto foi injetado em duplicata no GC-MS/MS.

Para a avaliagéo dos resultados, as curvas foram divididas em curva alta (de
50 a 500 ng mL?) e curva baixa (de 1 a 50 ng mL™?). Devido a caracteristicas das
amostras analisadas neste estudo se utilizou para quantificacdo das amostras

apenas a curva de baixa concentragao.

4.3.2.
Coleta e Preservacao da Amostra

A amostragem de agua é dificultada pelas concentracdes geralmente muito
baixas de PCBs causadas pela natureza hidrofébica destes compostos. A
distribuicdo de tais contaminantes na agua é heterogénea; existe um gradiente de
concentrac@o que ocorre das fontes de agua fresca em diregdo ao mar. A amostra
de agua coletada deve ser representativa do ambiente aquatico (FONT et al.,
1996)

Nas amostras de agua do mar ou de rios, a concentragdo de PCBs é
preeminente nas camadas superficiais. A interface ar-agua é um ponto de
interesse, uma vez que pode acumular uma quantidade significativa de PCBs. No
entanto, para obter uma amostra representativa, € necessario excluir a possivel
contaminacado pela penetracdo do amostrador através desta camada superficial
(FONT et al., 1996).

Um problema derivado da baixa solubilidade das bifenilas policloradas em
agua é a sua possibilidade de adsorver em suportes sélidos, com um potencial
efeito substancial sobre os resultados. Devido a adsor¢éo, o uso de polimeros
geralmente deve ser evitado durante as analises de PCBs (FONT et al., 1996).

As amostras liquidas para analises de PCBs devem ser coletadas em vidro
(borossilicato) a fim de ndo sofrerem interferéncia durante a amostragem, uma vez
gue esse material é indicado para todas as analises de compostos organicos por
ser inerte a esses compostos. Considerando que alguns compostos organicos sédo
fotodegradaveis, é necessario utilizar frascos de vidro de cor ambar ou, na
impossibilidade, envolver os frascos transparentes em papel aluminio ou “kraft”.
Dessa maneira, as amostras aquosas devem ser mantidas no escuro e a menos
de 6 °C desde o momento da coleta até a recepgdo no laboratorio e, também,
durante o armazenamento. Quando acondicionadas sob essas condi¢Oes, as
amostras podem ser armazenadas por até um ano. Para eliminacdo de possivel

cloro residual, deve-se adicionar 80 mg de tiossulfato de sédio por litro de agua.
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Por fim, como regra geral, as tampas e 0s batogues devem garantir uma boa
vedagdo da amostra, especialmente durante o transporte (EPA, 2010; CETESB,;
ANA, 2011).

As amostras de 4gua destinadas a determinagdo de PCBs foram coletadas
em garrafas &mbar de 4 L e armazenadas sob refrigeracéo até a sua recepgdo no
laboratério para posterior filtragdo. As garrafas de vidro foram imersas fechadas
através da coluna d’agua e, abertas na profundidade da coleta para evitar a
contaminacao pelo filme superficial, mais enriquecido em compostos hidrofébicos.
Foram utilizados filtros de fibra de vidro de 142 mm de diametro e 0,7 um de
tamanho de poro (Marca: Macherey-Nagel) previamente lavados e
descontaminados (450 °C por 6h) e pesados. Apos o procedimento de filtrag&o,
os filtros foram entdo congelados, liofilizados e novamente pesados até a
obtencdo de massa constante para determinacdo da massa de material
particulado contida em cada filtro. O filtro com o material particulado foi submetido
ao processo de extragdo acelerada por solvente (ASE). O volume de agua filtrado
foi também reservado e mantido em geladeira para subsequente processo de

extracdo em fase sdlida (SPE).

4.3.3.
Preparacéo de Amostra

4.3.3.1.
PCBs no Material Particulado em Suspensao: Extracdo Acelerada por
Solvente (ASE)

O método utilizado como base para a extracdo de bifenilas policloradas
(PCBs) do material particulado contido nas amostras fluviais foi 0 USEPA 3545A
(Pressurized Fluid Extraction). Os filtros, anteriormente pesados, contendo o
material particulado foram entdo dispostos cada um em uma célula de extracédo
de 33 mL e, a cada filtro, foram adicionados 25 pL de uma solucéo dos surrogates,
2,2',4,5' 6-pentaclorobifenil (PCB 103) e 2,2',3,3',4,5,5',6-octaclorobifenil
(PCB 198), de concentracdo igual a 2 ug L*. O volume vazio restante foi
preenchido com pecas inertes de a¢o inoxidavel com o proposito de otimizar o
volume de solvente durante esta etapa.

O Extrator Acelerado por Solvente foi programado de acordo com as
condicbes do método listadas na Tabela 4 (EPA, 2007). O pré-agquecimento

representa o tempo em que a célula é mantida no forno a temperatura selecionada
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antes do solvente ser adicionado, para garantir que a célula esteja na temperatura
fixa. O processo estatico comega com 0 aquecimento da célula com a amostra
para uma temperatura apropriada durante o tempo de equilibrio, no nosso caso
5 min, seguido por um processo chamado de extracdo estatica. Durante este
processo, 0s analitos séo isolados da amostra sob condi¢des estaveis. O volume
de flush é a porcentagem de volume de solvente fresco introduzido na célula apés
o término de um ciclo estatico, a cada novo inicio de ciclo. Esse volume deve
garantir que todos os analitos sejam eluidos e estara intimamente relacionado ao
volume final do extrato obtido (SUN et al., 2012). No final da extracéo, todo o
sistema é purgado com nitrogénio. Essa etapa visa o deslocamento de solvente
remanescente no sistema, a fim de melhorar a recuperacdo do analito
(GIERGIELEWICZ-MOZAJSKA et al.,, 2001). Os extratos foram coletados em

frascos de 60 mL.

Tabela 4: Condi¢des do Método para Extracao Acelerada por Solvente

ASE 200 Dionex

Solvente Diclorometano
Temperatura 100°C
Presséo 1500 psi
Pré-aquecimento 1 min
Aquecimento 5 min
Modo de Extracéo Estética 5 min
Flush % 60 vol
Purga 60 s
Ciclos 3

ApoOs a extracdo, a fase organica foi concentrada no Rotavapor R-215 da
Buichi, sendo o banho de aquecimento mantido na temperatura de 40° C e a
pressdo inicialmente fixada em 1013 mBar para a evaporacdo do solvente
diclorometano. Posteriormente, procedeu-se a troca de solvente para o hexano,
com a pressdo de vacuo levada a 335 mBar para evaporacdo desse Ultimo
solvente até a obtencdo de 1 mL de volume de extrato. Por fim, a cada extrato
concentrado foram adicionados 50 pL de uma solugcédo de concentragdo igual a
2 ug mL*! do padrao interno (Pl), 4,4’-dibromobifenil, e entdo cada extrato foi

submetido & andlise por GC-MS/MS, conforme condi¢gBes descritas no item 4.4.1.
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4.3.3.2.
PCBs Dissolvidos na Solucédo Aquosa (Filtrado): Extracdo em Fase
Solida (SPE)

A concentracéo e a purificacdo do filtrado foram realizadas por Extracdo em
Fase Sélida (SPE), utilizando cartuchos CHROMABOND® Css ec, de volume igual
3 mL e 500 mg de material adsorvente. Uma vez que a silica ndo modificada é
polar devido aos grupos silanol presentes, sua modificagdo com cadeias Cis
promove a retencdo de compostos apolares como no caso dos PCBs. Além disso,
pelo fato da silica modificada com Cig ainda possuir grupos silanol residuais ela
ainda podera ser submetida a uma reacao de metilacdo, sendo estas silicas sem
grupos silanol livres geralmente denominadas por “endcap” e representadas pela
sigla ec (AVO, 2015).

O sistema utilizado na extracdo foi um dispositivo tipo manifold, que
compreende uma caixa mantida a vacuo durante a operacdo de passagem da
amostra, que € realizada por intermédio da diferenca de presséo gerada, através
de tubulacbes de politetrafluoretiieno (PTFE), conforme demonstrado na
Figura 16. A vazao de amostra aquosa que percola pelo cartucho é controlada

através das torneiras em cada cartucho e das valvulas da bomba.

Figura 16: Sistema de extracdo em fase sélida em funcionamento, com

utilizacdo de um manifold.
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O procedimento de SPE proposto nesse estudo para extracdo de PCBs em
agua teve como base os métodos USEPA 1668C e USEPA 3535A; bem como
sugestbes do fabricante do cartucho (Macherey-Nagel) obtidas da Application
301340 — PAH and PCB from water.

Previamente ao inicio do processo de extra¢do, o pH da amostra deve ser
verificado e deve estar na faixa de pH entre 5 e 9. Uma vez que os cartuchos de
extracdo sdo compostos de materiais hidrofébicos que ndo permitem a passagem
de agua, é necessario que esses sejam pré-molhados com um solvente miscivel
com agua antes do uso para a extragcdo da amostra. Dessa forma, a primeira etapa
realizada foi o condicionamento dos cartuchos com 2 x 1,5 mL de metanol seguido
de 2 x 1,5 mL de uma solugéo de agua Milli-Q / 2-propanol (85 : 15, v/ v). Durante
o condicionamento, cuidou-se para ndo secar o cartucho antes da aplicagdo da
amostra.

Subsequentemente, 500 mL de amostra de agua pré-tratada com 75 mL de
2-propanol e fortificadas com os padrées surrogate foram transferidas através dos
cartuchos a uma vazao aproximada de 3 mL min. Apds a passagem da amostra,
50 mL de agua Milli-Q foram adicionados aos recipientes das amostras, a fim de
ressuspender os sélidos (se presentes); bem como realizar uma lavagem dos
cartuchos. Em seguida, os cartuchos foram secos por fluxo de nitrogénio sob
vacuo por 30 min.

Por fim, procede-se a etapa de eluicdo dos analitos retidos no cartucho de
SPE. Uma elui¢do inicial com um solvente miscivel em &gua, nesse caso a
acetona, melhora a recuperacéo dos analitos aprisionados em poros do material
sorvente que ainda possam conter agua. Utilizou-se 2x1,5mL de
diclorometano /acetona (1:1, v/v) e, na sequéncia, 2x15mL de
diclorometano (DCM) puro.

Uma vez que analitos organicos sao hidrofébicos e podem
preferencialmente aderir as superficies do recipiente da amostra, o0 método
USEPA 3535A Solid-phase Extraction (SPE) sugere que se enxague o material
de vidro que continha a amostra com o segundo solvente de eluicdo. Para tal fim,
5 mL de diclorometano (DCM) foram utilizados e, com o auxilio de uma pipeta
Pasteur, as paredes do frasco foram lavadas e o solvente transferido para os
cartuchos. Qualquer agua remanescente no eluato foi removida pela passagem
através de aproximadamente 3 g de sulfato de sédio anidro (EPA, 2007).

Ao final da extracdo em fase sélida, os extratos foram concentrados no
TurboVap® LV da Caliper por fluxo de nitrogénio, com banho de imersdo mantido

a temperatura constante de 45 ° C. Realizou-se troca de solvente para o hexano
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e o volume final foi ajustado para 0,5 mL. Adicionou-se 25 uL de uma solucéo de
concentracdo igual a 2 ug mL* do padrao interno (PI) 4,4’-dibromobifenil e, entéo,
cada extrato foi submetido a analise por GC-MS/MS para determinacao dos
analitos alvos. Os procedimentos de preparacdo e extracao pré-concentraram 0s
analitos 1000 vezes em relacdo a amostra original. A Figura 17 mostra um

fluxograma resumido do procedimento descrito acima.
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|.

Condicionamento

2 x 1,5 mL metanol
2 x 1,5 mL agua Milli-Q/ 2-propanol (85:15, v/v)

|.

Percolacao da Amostra

500 mL de amostra
75 mL de 2-propanol

Padrdes Surrogate

Lavagem do Sistema

|¢

50 mL agua Milli-Q

Secagem dos Cartuchos

A 4
| cemmioee

30 min com N,

Eluicdo

|.

2 x 1,5 mL DCM/ acetona (1:1, viv)
2x 1,5 mL DCM

Lavagem do Frasco da Amostra

5 mL DCM

Concentracdo do Extrato

|.

Troca de solvente para hexano
Volume final 0,5 mL

Sistema GC-MS/MS

|.

Adicao de Pl ao extrato final 2 Injecao

Figura 17: Fluxograma Resumido do Processo de SPE.
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4.4,
Validacao do Método

O processo de validacao apresenta-se como um componente integrante da
gestao de qualidade em laboratérios, da garantia de qualidade e da acreditacao.
Segundo a norma ABNT NBR ISO/IEC 17025, “Validagdo de meétodos é a
confirmacéo por exame e fornecimento de evidéncia objetiva de que o0s requisitos
especificos para um determinado uso pretendido sido atendidos”. Esta
confirmacéo sucede-se pelo fornecimento de provas objetivas que demonstrem o
cumprimento de critérios e, dessa forma, conduzam a aceitagdo e garantam que
determinado método pode ser aplicado a determinada finalidade (NETO;
BARROS, 2005; INMETRO, 2012; ALBANO; RAYA-RODRIGUEZ, 2015).

A validacdo atesta precisamente a qualidade inerente de um método
analitico, pois inclui os possiveis fatores que influenciam o resultado final e
possibilita o julgamento quanto a consisténcia, a confiabilidade e a qualidade dos
resultados analiticos (ALBANO; RAYA-RODRIGUEZ, 2015).

4.4.1.
Parametros de Desempenho do Processo de Validacdo Quantitativa

No decorrer do desenvolvimento do processo de validacdo, uma etapa
bastante relevante e indispensavel é a escolha dos parametros a serem estudados
e analisados. A escolha esta intimamente relacionada ao tipo de ensaio, isto €, se
tem carater quantitativo ou qualitativo, e, principalmente, aos requisitos pedidos
pelo cliente ou mesmo pelo 6rgao regulador (NETO; BARROS, 2005; INMETRO,
2012).

44.1.1.
Linearidade e Faixa Linear de Trabalho

A linearidade dos métodos analiticos quantitativos é a capacidade do
método de demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a
concentracdo da substancia em estudo na amostra, dentro de um intervalo
especificado. Em qualquer técnica instrumental, a relagdo linear simples, descrita
pela equacdo y = ax + b, s6 é vélida em um determinado intervalo de massa ou
concentracdo da espécie medida. Este intervalo especifico, no qual se pode
construir uma curva analitica linear, representa a chamada faixa linear dinamica
(RIBANI et al., 2004; ALBANO; RAYA-RODRIGUEZ, 2015).
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Matematicamente, a estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a
partir de um conjunto de medi¢cdes experimentais pode ser efetuada usando o
método dos minimos quadrados ordinarios ndo ponderados, a fim de obter a
equacdo da regressédo linear; desde que o sistema seja homecedastico. A
verificagdo da homocedasticidade, isto é, da homogeneidade da variancia dos
residuos, é realizada através do teste de Cochran. Além dos coeficientes de
regressao, a e b, também é possivel calcular, a partir dos pontos experimentais, o
coeficiente de correlacao, r. Este parametro permite uma estimativa da qualidade
da curva obtida, pois quanto mais proximo de 1,0, menor a dispersédo do conjunto
de dados experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regressdo
estimados (RIBANI et al., 2004). A ANVISA recomenda um coeficiente de
correlagdo igual a 0,99 e o INMETRO um valor acima de 0,90. E importante
mencionar que, antes do uso dos modelos estatisticos, é necessaria a verificagdo
da auséncia de valores discrepantes para cada nivel de concentragédo (NETO;
BARROS, 2005; INMETRO, 2016).

Conforme discutido acima, o coeficiente de correlacéo linear (r) € um bom
indicativo do quanto a reta pode ser considerada adequada como modelo
matematico, porém néo é conclusivo. Dessa maneira, devem ser avaliados os
residuos, que sdo determinados pela diferenca entre a varidvel resposta
observada e a variavel resposta estimada, para verificar essa adequacdo. Os
residuos devem ser representados graficamente e deve ser observado se existe
comportamento aleatério. Caso se observe alguma tendéncia no grafico de
residuos, pode haver indicio de que o modelo linear seja inadequado. Deve-se
também avaliar a linearidade por meio do teste F (também conhecido como F-
Snedecor) na andlise da variancia (ANOVA) da regressao (INMETRO, 2016).

Ainda, o INMETRO defende a necessidade de, no minimo, cinco

concentracdes para a construcao da curva analitica.

44.1.2.
Sensibilidade

A sensibilidade, de acordo com o INMETRO, é relatada junto ao parametro
da linearidade, em que pela equacéo linear da curva analitica se pode pressupor
a sensibilidade do método. Neste contexto, quanto mais sensivel o método for,
maior sera a inclinagdo da reta, evidenciando que pequenas variacbes de
concentracdo resultam em maior variacdo da resposta (NETO; BARROS, 2005;
INMETRO, 2016).
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4.4.1.3.
Limite de Deteccéo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

O limite de deteccédo (LD) representa a menor concentracdo do analito em
estudo que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando
um determinado procedimento experimental (RIBANI et al., 2004). E fundamental
assegurar-se de que todas as etapas de processamento do método analitico
sejam incluidas na determinacgédo do limite de detecgdo (INMETRO, 2016).

Para o procedimento de determinagdo do limite de detec¢éo, o INMETRO
defende um minimo de sete replicatas. Sao descritos dois métodos para estipular
este parametro a partir do desvio padréo do branco (INMETRO, 2016):

Metodologia 1: Utiliza-se como matriz o branco da amostra. O célculo do
limite de deteccéo é descrito pela equacgéo (1).

LD =X + t(n_1,1-a)S (1)

em que LD é o limite de detecgéo, X é a média dos valores dos brancos da
amostra, t € a abscissa de distribuicdo de Student, que depende do tamanho da
amostra (sendo n o numero de amostras) e do grau de confianca (sendo «a o nivel
de significancia), e S é o desvio padrdo amostral dos brancos da amostra. Este
método é valido somente quando os valores dos brancos apresentam um desvio
padréo diferente de zero.

Metodologia 2: Utiliza-se como matriz o branco da amostra com adicao da
menor concentracdo aceitavel do analito. Esta concentragdo seria aquela que
poderia ser alcangcada com grau aceitavel de incerteza. Seu célculo é feito pela

equacao (2).

LD = t(n_l,l_a)S (2)

onde LD é o limite de deteccao, t é a abscissa de distribuicao de Studente S é o
desvio padrédo amostral dos brancos da amostra com adicdo de padrdo (NETO,;
BARROS, 2005; INMETRO, 2016).

Para a analise em nivel de tracos, € recomendado adotar o LQ (Limite de
Quantificacdo) como a concentragdo mais baixa da curva analitica. O Limite de
Quantificacdo corresponde & menor concentragcdo do analito que pode ser
determinada com um nivel aceitavel de exatiddo e precisdo. O LQ representa um

limite passivel de ser alcancado, pratica e rotineiramente, com uma boa
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possibilidade de que o valor reportado apresente confiabilidade analitica. Da
mesma maneira que o método descrito para o LD, o LQ também podera ser
estimado pelo desvio padréo do branco através de uma das metodologias abaixo
(INMETRO, 2016; ALBANO; RAYA-RODRIGUEZ, 2015):

Metodologia 1: Utiliza-se como matriz o branco da amostra. O célculo do
limite de quantificac@o é descrito pela equacao (3).

LQ =X +10.5, (3)

onde X é a média dos valores dos brancos da amostra e S o desvio padrédo
amostral dos brancos da amostra.
Metodologia 2: Utiliza-se como matriz o branco da amostra com adi¢&o da

menor concentragcdo aceitavel do analito:

LQ =10.5, (4)

onde S representa o desvio padrdo amostral dos brancos da amostra, com adicao.
A IUPAC propde o valor 10 como valor padréo da equacao (4) para calculo
do limite de quantificacdo. Entretanto, pode-se adotar também os valores 5 ou 6

em funcao do rigor analitico exigido (INMETRO, 2016).

4.4.1.4.
Precisdo (Repetibilidade)

A precisao retrata a concordancia entre varios valores experimentais obtidos
e, consequentemente, mostra a tendéncia de menor ou maior afastamento (erro)
entre os resultados dos ensaios. Quanto menor for a variabilidade dos resultados,
maior serd a precisdo (ALBANO; RAYA-RODRIGUEZ, 2015).

Tanto para o INMETRO quanto para a ANVISA, a preciséo é expressa por
meio do desvio padrdo relativo (DPR), também conhecido como coeficiente de
variagdo (CV) da série de medidas. Ela é calculada pela razdo entre o desvio
padrdo (DP) e a concentracdo média determinada (CMD), como mostrado na
equacdo (5) (BRASIL, 2003; INMETRO, 2016).

DP
CV(%) = DPR = ——X100 (5)
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A repetibilidade € uma maneira de expressar a precisao, e € definida como
a concordancia entre os resultados de medi¢Bes sucessivas de um mesmo
método, realizadas sob as mesmas condi¢cdes de medicdo: mesmo procedimento,
mesmo analista, mesmo instrumento usado sob as mesmas condi¢cdes, mesmo
local e repeticdes em um curto intervalo de tempo. Dessa forma, a repetibilidade
envolve varias medi¢cdes da mesma amostra, em diferentes preparacdes sob as
mesmas condi¢des e €, algumas vezes, denominada precisdo intra-ensaio ou
intracorrida e pode ser expressa através da estimativa do desvio padrao relativo,
DPR (RIBANI et al., 2004).

Para a repetibilidade, o INMETRO recomenda sete ou mais repeti¢cdes para
o célculo da estimativa do desvio padrdo (RIBANI et al., 2004). As repeticdes
devem ser independentes, ou seja, incluir todas as etapas de preparo do processo
de medicdo (INMETRO, 2016).

E importante que os laboratorios estabelecam critérios de aceitacdo para o
desvio padrao relativo. Segundo RIBANI et al.(2004), em métodos de analise de
tracos ou impurezas, normalmente séo aceitos coeficiente de variacdo (CV) de até
20 %, dependendo da complexidade da amostra. Uma vez que, em geral, 0s
critérios estao atrelados ao nivel de concentracdo a AOAC (Association of Official

Analytical Chemists) sugere os valores mostrados na Tabela 5.

Tabela 5: Exemplo de critério de aceitacao para repetibilidade.

Analito, % Razao do Analito Unidade DPR (%)
100 1 100 % 1,3
10 10? 10 % 19
1 102 1% 2,7
0,01 103 0,1 % 3,7
0,001 10* 100 ppm 5,3
0,0001 10° 10 ppm 7,3
0,00001 10° 1 ppm 11
0,000001 107 100 ppb 15
0,0000001 10°8 10 ppb 21
0,00000001 10° 1 ppb 30

Extraido de: AOAC (2012).
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4.4.1.5.
Exatiddo (Recuperacéo)

Representa a fidelidade, isto é, o grau de concordancia entre os resultados
individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia
aceito como verdadeiro para um mensurando. Os processos mais utilizados para
avaliar a exatiddo de um método séo, entre outros: uso de materiais de referéncia
certificados (MRC), participacdo em comparacdes interlaboratoriais, comparacdo
com meétodo de referéncia (ou método validado) e realizacdo de ensaios de
recuperacao (INMETRO, 2016).

Em Ensaios de Recuperacdo, a recuperacdo, R, € definida como a
porcentagem da quantidade da substéncia de interesse, presente ou adicionada
a amostra teste, que € extraida e passivel de ser quantificada. A recuperacao do
analito pode ser estimada pela analise de amostras fortificadas com quantidades
conhecidas de padrédo do composto (spike) (INMETRO, 2016).

Os laboratérios devem estabelecer seus critérios de aceitacdo para
recuperacao, de preferéncia seguindo as orientacdes normativas da legislagédo
aplicavel as areas de suas atividades, como por exemplo, meio ambiente. De
acordo com RIBANI et al. (2004), os intervalos aceitaveis de recuperagdo para
analise de residuos geralmente estdo entre 70 e 120 %, com precisdo de até
+ 20 %. Entretanto, dependendo da complexidade analitica e da amostra, este
valor pode ser de 50 a 120 %, com precisdo de até + 15 %. Posto que,
normalmente, os critérios estdo atrelados ao nivel de concentracdo a AOAC

sugere os critérios tabelados abaixo (Tabela 6).
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Tabela 6: Exemplo de critério de aceita¢do para recuperagao.

Analito, % Razéo do Analito Unidade Recu?eragéo
Média (%)

100 1 100 % 98 - 102
10 10% 10 % 98 - 102
1 102 1% 97 - 103
0,01 103 0,1 % 95 - 105
0,001 10* 100 ppm 90 - 107
0,0001 10° 10 ppm 80 - 110
0,00001 10 1 ppm 80-110
0,000001 107 100 ppb 80-110
0,0000001 108 10 ppb 60 - 115
0,00000001 10° 1 ppb 40 - 120

Extraido de: AOAC (2012).

4.4.1.6.
Seletividade

A seletividade revela a influéncia de outras substéncias presentes na matriz
durante a determinacéo analitica (NETO; BARROS, 2005).

Em conformidade com o INMETRO, estdo especificados dois tipos de
ensaios para verificagdo da seletividade. O primeiro faz uma comparagdo da
amostra contendo material padréo analisada pelo método a ser validado e por
outro ja validado. Dessa maneira, observa-se o qudo capaz € o método a ser
validado em identificar o analito em presenca de interferentes. O segundo ensaio
sugerido analisa a amostra com varios interferentes junto ao analito de interesse.
Esta estratégia € usada para avaliar o efeito dos interferentes durante o processo
de identificacdo (INMETRO, 2016).

A seletividade de um método instrumental de separacao € a capacidade de
avaliar, de forma inequivoca, as substancias em estudo na presenca de
componentes que podem acometer sua determinagdo em casos de uma amostra
complexa. A seletividade pondera o grau de interferéncia de espécies como, por
exemplo, outro ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos de
degradacédo, bem como outros compostos de propriedades similares que possam

estar, porventura, presentes. A seletividade possui a incumbéncia de garantir que
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0 pico de resposta seja exclusivamente do composto de interesse. Caso a
seletividade ndo seja assegurada, a linearidade, a exatiddo e a precisdo do
método poderdo ser seriamente comprometidas (BRASIL, 2003; RIBANI et al.,
2004; NETO; BARROS, 2005; INMETRO, 2016).

Para o tratamento estatistico da seletividade pode ser usado tanto o teste F
(Snedecor) que avalia a homogeneidade da variancia, quanto o teste t (Student)
que faz comparacao entre médias (NETO; BARROS, 2005).

Primeiramente, devem-se dividir as amostras em dois grupos com
concentracdes de analitos iguais, porém um deve conter a matriz e o outro ndo. O
namero de amostras deve ser maior ou igual a sete para que possa se adequar
ao modelo estatistico. Para o teste F, deve-se comparar o valor F calculado com
o tabelado. Se o valor calculado for menor que o valor tabelado, indica que a matriz
nao exerce efeito significativo sobre a precisdo. O mesmo ocorre para o teste t, se
o t calculado for menor que o t tabelado, a matriz ndo interfere na deteccdo do
método (EURACHEM, 2002).

Abaixo s@o apresentadas as equacgfes e os testes estatisticos utilizados

para investigacao da seletividade do método:

Média: x = 2=t (6)
n
n _\2
Variancia Amostral: §2 = bz @it (7)
n-1
onde;:

xi = valor de cada determinacao;

n = quantidade de amostras.

Para testar se a diferencga entre duas variancias de amostras € significativa,

isto é para testar Ho: 02 = 0%, 0 parametro F é calculado:

2
s
F caicutado = é! (8)

onde:

S: = maior variancia
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S, = menor variancia
Frabelado: (N1 -1) graus de liberdade no numerador e (n, — 1) graus de liberdade
no denominador, com 95 % de confianca.

Para decidir se a diferenca entre duas médias de amostras X; e Xz é

significativa, isto é para testar a hipétese nula Ho: 1= [z, 0 valor de t é calculado:

(x1—x32)
tcalculado = %r (9)
(artas)

ny ny
onde s é calculado a partir de:

2 _ (y—1D)si+(ny-1)s3
- (n1+nz-2)

, (10)

e t possui ny + n2 — 2 graus de liberdade (MILLER & MILLER, 2005).
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Resultados e Discussao

5.1.
Parametros de Validagcéo

5.1.1.
Linearidade e Faixa Linear de Trabalho

Foi verificada a linearidade de 37 curvas analiticas provenientes dos 41
compostos aqui estudados. E importante atentar ao fato de que os PCBs 17 e 18;
PCBs 28 e 31; PCBs 132 e 153; PCBs 138 e 158 foram quantificados juntos, cada
par respectivamente em uma Unica curva, uma vez que coeluem no mesmo pico
cromatogréfico. Isso se deve ao fato destas substancias serem isdbmeros
constitucionais e apresentarem estruturas muito parecidas, diminuindo a
capacidade de discriminacdo da fase estacionaria (RAMOS, 2014).

O intervalo de trabalho do método e a linearidade foram avaliados por
inspecéo visual do grafico dos resultados de resposta em funcdo da concentragéo
do analito, apoiada por estatisticas apropriadas e pelo grafico de residuos.

A homocedasticidade, isto é, homogeneidade da variancia dos residuos foi
evidenciada pelos testes de Cochran para cada curva analitica. Uma vez que os
modelos se mostraram homocedasticos, a obtencédo da equacdo de regresséo
linear simples através do método dos minimos quadrados ordinarios nado
ponderados se mostrou adequada. As Figuras 18, 19, 20 e 21 mostram, como
exemplos, os célculos realizados para a avaliacdo da homocedasticidade dos
dados experimentais das curvas analiticas dos PCB 205, PCB 171, PCB 87 e

PCBs 28 e 31, os dois ultimos quantificados juntos.
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PCB 205
Conc. Adicionada Conc. Lida Média Desvio Padrdo Variancia  RSD (%)
Co 0,997 LOSL 4 06 0,044 0,002 4,14
0,997 1,094
C1 1,994 2,063 2,08 0,023 0,001 1,12
1,994 2,095
c2 4,985 4323 4 60 0,390 0,152 8,47
4,985 4,874
C3 9,970 9.98L g g7 0,057 0,003 0,57
9,970 10,012
c4 19,940 19952 50,27 0,456 0,208 2,25
19,940 20,596
49,850 49,665
’ ’ 49,75 0,120 0,014 0,24
cs 49,850 49,835

Avaliacdo da Homocedasticidade

Comparagéo de Variancias
Teste de Cochran

€= Ska /35

C calculado = 0,546888007
C tabelado (I=6 e n=2) = 0,781
(Ccal < Ctab) Homocedastico

Figura 18: Avaliagdo da homocedasticidade para os

analitica do PCB 205.

dados da curva

PCB 171
Conc. Adicionada Conc. Lida Média Desvio Padrao Variancia  RSD (%)
Co 0996 1,020 4 og 0,062 0,004 5,86
0,996 1,109
C1 1,992 1,956 2,01 0,083 0,007 4,12
1,992 2,073
Cc2 4,980 4,582 4,60 0,022 0,000 0,47
4,980 4,613
9,960 9,416
C3 ' ’ 9,77 0,496 0,246 5,08
9,960 10,117
19,920 20,149
Cc4 ' ’ 20,60 0,644 0,415 3,13
19,920 21,060
49,800 49,304
! ’ 49,60 0,419 0,176 0,85
cs 49,800 49,897

Avaliacdo da Homocedasticidade

Comparagéo de Variancias
Teste de Cochran

€= §Z44./35%

C calculado = 0,489027495
C tabelado (I=6 e n=2) = 0,781
(Ccal < Ctab) Homocedastico

Figura 19: Avaliacdo da homocedasticidade para os

analitica do PCB 171.

dados da curva
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PCB 87
Conc. Adicionada Conc. Lida Média Desvio Padréao Variancia  RSD (%)
co 1,001 1,086 43 0,102 0,010 0.07
1,001 1,200
2,002 1,982
ct 2,002 216 2% 0,094 0,009 4,60
5,005 4,731
€2 5,005 4733 473 0,001 0,000 0,03
10,010 9,445
€3 10,010 o532 % 0,062 0,004 0,65
20,020 20,295
c4 20,020 21300 2084 0,774 0,600 3,72
50,050 49,451
© 50,050 50245 2985 0,561 0,315 1,13

Avaliacdo da Homocedasticidade

Comparacéo de Variancias
Teste de Cochran

€ = Siax/3S*

C calculado = 0,639380798
C tabelado (I=6 e n=2) = 0,781
(Ccal < Ctab) Homocedastico

Figura 20: Avaliagdo da homocedasticidade para os dados da curva
analitica do PCB 87.

PCB 28 + PCB 31

Conc. Adicionada Conc. Lida Média Desvio Padréo Variancia  RSD (%)

co 1,757 1528 4 gg 0.071 0,005 18
1,757 1,627
3,514 3,328

¢t 3514 3404 % 0,054 0,003 1,60
8,785 8,035

c2 8,785 a0z % 0,260 0,067 3,16
17,570 16,937

e3 17,570 17160 7% 0.157 0,025 0,92
35,140 36,766

c4 35,140 37,666 22 0,636 0,405 1,71
87,850 86,939

s 87,850 87,442 87,19 0,356 0,127 0,41

Avaliacdo da Homocedasticidade

Comparagao de Variancias
Teste de Cochran

€= 544 /55%

C calculado = 0,640941144
C tabelado (I=6 e n=2) = 0,781
(Ccal < Ctab) Homocedastico

Figura 21: Avaliagdo da homocedasticidade para os dados da curva
analitica dos PCBs 28 e 31.

O coeficiente de determinacédo (R-quadrado ou R?) pode ser interpretado
como a proporc¢ao da variacao total da variavel dependente y que € explicada pela
variagdo da varidvel independente x. Para todas as curvas analiticas utilizadas
para quantificar os 41 PCBs aqui estudados, obteve-se coeficiente de
determinacéo (R?) maior que 0,99, conforme podemos observar nos exemplos de

curvas geradas pelo software XCalibur da Figura 22 ; o que é um indicativo de que
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a reta pode ser considerada apropriada como modelo matematico (MILLER &

MILLER, 2005).

Y=-0,0480208+0.1454*X R"2=09992 W: Equal

Y =-0.0235905+0.0888521*X R"2=09996 W: Equal

———————

[ T o S
0 5 10
ngimL

CB14!
Y=-0.0216622+0.075163*X R"2=0.9988 W:Equal

02

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 24 2%
ngL.

PCB153+132
Y=-0.0280425+0.07521*X R"2=0.9989 W: Equal

[ T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
ngimL

PCB191
Y=-0.0330885+0.0705434*X R"2=09998 W: Equal

o
0 10 20 40 50 60 70 80
ngimL

PCB205
Y=-0.0215885+0.0517215*X R"2=0.9997 W: Equal

I I o e AL i
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
ngimL

L L LA B e
5 10 15 20 2 30 35 40 5 50
ngimL.

Figura 22: Exemplos de curvas analiticas utilizadas nesse estudo.
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Nas Figuras 23, 24, 25 e 26 abaixo sdo apresentados exemplos das
planilhas desenvolvidas para cada PCB para a andlise de dados por regresséo.
Conforme verificado pelo Teste F da Andlise de Variancia (ANOVA), uma vez que
o F calculado se mostrou maior que o F tabelado para um nivel de confianca de
95 % e com graus de liberdade (1, n-2), sendo n o nimero de observacgles;
podemos concluir que a por¢do da variancia total explicada pela regressao é
estatisticamente significativa. Sempre que F de significacdo for menor que 0,05, a
regressao é significativa. Dessa maneira, rejeitamos a hipotese nula Ho de que a
variacdo de y ndo depende de x e admitimos que y é funcdo de x (MILLER &
MILLER, 2005; SELL, 2005).

Outra informacéo relevante a ser destacada, obtida nas planilhas abaixo,
o fato de o grafico dos residuos apresentar um comportamento aleatério. Caso
fosse observada alguma tendéncia no gréafico de residuos, poderia existir indicio
de que o modelo linear era inadequado (INMETRO, 2016).

Dessa maneira, os parametros estudados acima comprovaram a adequacao

da regresséao linear utilizada em cada uma das 37 curvas analiticas.
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Concentragdo (ng/mL)

PCB 74 Faixa da Curva= 1,0 a 50,0 ng/mL
Concentragédo (Cx) Razdo de Area (Ax/ Ais)
ng/mL
1,000 0,103591726
1,000 0,110981262
2,000 0,22518256
2,000 0,249797623|
5,000 0,610457166
5,000 0,659265907
10,000 1,339279798
10,000 1,355178731
20,000 2,987290166
20,000 3,006226719|
50,000 7,14326525|
50,000 7,22359021
7 y = 0,14540x - 0,04802
R%=0,99923
0,000 10,000 20,000 30,000 40,000 50,000 60,000

RESUMO DOS RESULTADOS

Estatistica de regressdo

R mdiltiplo 0,999616154
R-Quadrado 0,999232455
R-quadrado ajustado 0,9991557
Erro padréao 0,075160357
Obsenacdes 12
ANOVA
gl SQ MQ F de significacdo
Regressdo 1 73,54279859 73,54279859 13018,54613 6,55782E-17
Residuo 10 0,056490792 0,005649079
Total 11 73,59928938
Coeficientes _Erro padréo Stat t 95% inferiores  95% superiores
Intersecé@o -0,04802078 0,028637039 -1,676876644 0,124498809 -0,111828082 0,015786517
Variavel X 1 0,145399753  0,001274332 114,0988437  6,55782E-17 0,142560365 0,14823914
RESULTADOS DE RESIDUOS
Observacéo Y previsto Residuos Grafico de residuos
1 0,097378971 0,006212756
2 0,097378971 0,013602291 0.2
3 0,242778724 -0,017596163 0,15 :
4 0,242778724 0,007018899
5 0,678977982 -0,068520816 g
6 0,678977982 -0,019712075 2 005
7 1,405976746 -0,066696948 & o ‘ ‘ ‘ ‘ - ‘
8 1,405976746 -0,050798016 8 <>
9 2,850974275 0,127315891 _0,050, 0 10£00 20,000 30,000 40,000 50,000 60,000
10 2,859974275 0,146252444 o1 * *
11 7,221966861 -0,078701611 ’ Concentragio (ng/mL)
12 7,221966861 0,001623349

Figura 23: Planilha desenvolvida em Microsoft Excel® para andlise de dados por regresséo para o PCB 74.
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PCB 191 Faixa da Curva= 1,0 a 50,0 ng/L
Concentracgéo (Cx) Raz&o de Area (Ax/ Ais)
ng/L
1,000 0,047549902
1,000 0,047967881
2,000 0,112382023
2,000 0,1154062,
5,000 0,293428007
5,000 0,316948352
10,000 0,646972225
10,000 0,659404619
20,000 1,383525235)
20,000 1,413916943]
50,000 3,475000748
50,000 3,506079816)
4
3,5 | y=0,07054x - 0,03309
R%=0,99979
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0
0,000 10,000 20,000 30,000 40,000 50,000 60,000
Concentragdo (ng/L)

RESUMO DOS RESULTADOS

Estatistica de regresséo

R mdltiplo
R-Quadrado
R-quadrado ajustado
Erro padréo

0,999894928
0,999789867
0,999768854
0,019074609

79

Obsenacdes 12
ANOVA
gl SQ MQ F F de significacéo

Regresséo 1 17,31115198 17,31115198 47578,92886 1,00834E-19
Residuo 10 0,003638407 0,000363841
Total 11 17,31479038

Coeficientes _Erro padréo Stat t valor-P 95% inferiores  95% superiores
Intersecéo -0,03308849 0,007267666 -4,552835757 0,001053687 -0,049281856 -0,01689512
Variavel X 1 0,070543431 0,000323407 218,1259473 1,00834E-19 0,069822835 0,071264026

RESULTADOS DE RESIDUOS

Observacdo

Y previsto

Residuos

e
P O®©OW~N®U A WN R

12

0,037454943
0,037454943
0,107998374
0,107998374
0,319628666
0,319628666
0,672345819
0,672345819
1,377780126
1,377780126
3,494083048
3,494083048

0,010094959
0,010512938
0,00438365
0,007407826
-0,026200659
-0,002680314
-0,025373594
-0,0129412
0,005745108
0,036136817
-0,019082299
0,011996769

Grafico de Residuos

0,04 *

0,02 .
"
o
LA, SR S
2 0,000 10400 20,000 30,000 40,000 50200 60,000
-0,02

’ > o

-0,04

Concentragdo

Figura 24: Planilha desenvolvida em Microsoft Excel® para andlise de dados por regressao para o PCB 191.
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Sinal

RESUMO DOS RESULTADOS

Estatistica de regresséo

R mdltiplo
R-Quadrado
R-quadrado ajustado
Erro padréo

0,999875496
0,999751008
0,999726109
0,013405548

80

PCB 170 Faixa da Curva= 1,0 a 50,0 ng/L
Concentracgéo (Cx) Raz&o de Area (Ax/ Ais)
ng/L
1,000 0,025892232]
1,000 0,029917015]
2,000 0,071002328|
2,000 0,072298284;
5,000 0,192526219
5,000 0,205820666
10,000 0,40815604
10,000 0,42230048,
20,000 0,898855087
20,000 0,913195413]
50,000 2,244628325
50,000 2,25741927
2,5
y = 0,04554x - 0,02281
2 R? = 0,99975
1,5
1
0,5
0
0,000 10,000 20,000 30,000 40,000 50,000 60,000
Concentragdo (ng/L)

Observacdes 12
ANOVA
gl SQ MQ F F de significacéo

Regresséo 1 7,215663677 7,215663677 40151,99784 2,35542E-19
Residuo 10 0,001797087 0,000179709
Total 11 7,217460764

Coeficientes  Erro padrdo Stat t valor-P 95% inferiores  95% superiores
Intersecéo -0,02281192 0,005107682 -4,46619801 0,0012045 -0,034192543  -0,011431294
Varidvel X 1 0,045544059 0,000227289 200,3796343  2,35542E-19 0,045037628 0,04605049

RESULTADOS DE RESIDUOS

Observacéo

Y previsto

Residuos

P
PO O®MNOUAWNLER

12

0,02273214

0,02273214
0,068276199
0,068276199
0,204908376
0,204908376
0,432628671
0,432628671
0,888069261
0,888069261
2,254391031
2,254391031

0,003160092
0,007184875
0,002726129
0,004022084
-0,012382158
0,00091229
-0,024472631
-0,010328192
0,010785826
0,025126152
-0,009762706
0,003028239

0,03 -
0,02
0,01 -

Grafico de residuos

*

*

Residuos
o

0,01

-0,02 1

-0,03 -

%, .

60,000

00 10&00 20,000 30,000 40,000 50000
*

*

Concentragdo (ng/L)

Figura 25: Planilha desenvolvida em Microsoft Excel® para andlise de dados por regressao para o PCB 170.
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Sinal

RESUMO DOS RESULTADOS

Estatistica de regress@o

PCB 205 Faixa da Curva= 1,0 a 50,0 ng/L
Concentracgéo (Cx) Razdo de Area (Ax/ Ais)
ng/L
0,997 0,031755468
0,997 0,034976331
1,994 0,085087524;
1,994 0,08678732
4,985 0,20202258|
4,985 0,230513587
9,970 0,492080105|
9,970 0,496268915
19,940 1,010340748
19,940 1,04366539
49,850 2,547150486
49,850 2,555957284
3
25 y = 0,05172x - 0,02159
! R%=0,99973
2
1,5
1
0,5
0
0,000 10,000 20,000 30,000 40,000 50,000 60,000
Concentragdo (ng/L)

81

1,009737377

0,033928013

R mdltiplo 0,999863564
R-Quadrado 0,999727146
R-quadrado ajustado 0,99969986
Erro padréo 0,01588901
ObservacGes 12
ANOVA
gl SQ MQ F F de significacéo
Regresséo 1 9,25006209 9,25006209 36639,62159 3,72222E-19
Residuo 10 0,002524606 0,000252461
Total 11 9,252586696
Coeficientes Erro padréo Stat t valor-P 95% inferiores  95% superiores
Intersegéo -0,02158849 0,006053912 -3,666040039 0,005129427 -0,03507745  -0,008099536
Varidvel X 1 0,051721458 0,000270206 191,4147894 3,72222E-19 0,051119401 0,052323515
RESULTADOS DE RESIDUOS
Observacao Y previsto Residuos ¥ e
1 0,0299778 0,001777668 Graflco de reSIduos
2 0,0299778  0,00499853 0,04
3 0,081544094  0,00354343 *
4 0,081544094 0,005243226 0,02
5 0,236242974 -0,034220394 §
6 0,236242974 -0,005729387 T 0 + ‘ ‘ +
7 0,494074442 -0,001994337 & 0,000 10,000 20,000 30,000 40,000 SO,QJOO
8 0,494074442 0,002194473 -0,02
9 1,009737377 0,000603372 L 4
10 -0,04
11

[
N

2,556726181
2,556726181

-0,009575695
-0,000768898

Concentragdo (ng/L)

Figura 26: Planilha desenvolvida em Microsoft Excel® para andlise de dados por regressao para o PCB 205
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5.1.2.
Limite de Detecc¢éo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

Com a finalidade de se obter o Limite de Deteccdo (LD) e o Limite de
Quantificacdo (LQ) do método foi utilizada a Metodologia 2 descrita no item
4.4.1.3. Para isso foram preparadas e analisadas 8 replicatas de branco da
amostra com a adi¢do de analito, correspondente & menor concentra¢ao da curva
analitica, para cada um dos dois métodos de extragdo utilizados, ou seja, Extracéo
Acelerada por Solvente (ASE) e Extracdo em Fase Solida (SPE). Em vista disso,
cada réplica passou por cada etapa do processamento do método analitico, desde
0 preparo da amostra até a analise instrumental. Na Tabela 7 sdo apresentados
os resultados das estimativas para os valores de LD e o LQ para todos os PCBs
determinados, em cada um dos métodos de extracdo. E importante mencionar que
o t de Student unilateral utilizado para os calculos é aquele referente a 7 graus de

liberdade (8 aliquotas -1), para 99 % de confianga.
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Tabela 7: Valores encontrados para o LD e LQ do Método para as duas

diferentes extragoes.

Extracdo em Fase Sélida Extracdo Acelerada por Solvente

(SPE) (ASE)
LD(hgL™) LQ(gL") LD(nglL™) LQ (ng L)
PCB 18+17 0,42 1,40 0,09 0,31
PCB 31+28 0,50 1,67 0,12 0,40
PCB 33 0,25 0,84 0,09 0,31
PCB 52 0,20 0,66 0,05 0,16
PCB 49 0,26 0,85 0,07 0,22
PCB 44 0,21 0,71 0,07 0,23
PCB 74 0,21 0,71 0,05 0,17
PCB 70 0,12 0,38 0,07 0,22
PCB 95 0,08 0,25 0,03 0,09
PCB 101 0,12 0,38 0,05 0,17
PCB 99 0,17 0,58 0,04 0,13
PCB 87 0,21 0,69 0,04 0,13
PCB 110 0,13 0,43 0,05 0,16
PCB 82 0,07 0,24 0,01 0,05
PCB 151 0,21 0,71 0,06 0,20
PCB 149 0,12 0,39 0,05 0,17
PCB 118 0,11 0,36 0,06 0,19
PCB 153+132 0,31 1,04 0,08 0,26
PCB 105 0,06 0,21 0,02 0,06
PCB 138+158 0,37 1,24 0,07 0,24
PCB 187 0,15 0,49 0,07 0,22
PCB 183 0,24 0,81 0,06 0,21
PCB 128 0,17 0,57 0,07 0,22
PCB 177 0,18 0,61 0,04 0,13
PCB 171 0,13 0,44 0,07 0,25
PCB 156 0,16 0,54 0,05 0,16
PCB 180 0,14 0,46 0,07 0,23
PCB 191 0,07 0,25 0,08 0,26
PCB 169 0,10 0,33 0,05 0,17
PCB 170 0,16 0,54 0,03 0,11
PCB 199 0,24 0,81 0,04 0,12
PCB 208 0,24 0,79 0,10 0,32
PCB 195 0,23 0,75 0,10 0,32
PCB 194 0,25 0,84 0,11 0,37
PCB 205 0,23 0,75 0,10 0,34
PCB 206 0,23 0,75 0,08 0,28

PCB 209 0,22 0,72 0,08 0,27
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5.1.3.
Precisdo (Repetibilidade)

O estudo da repetibilidade foi realizado pela adicdo do Mix padrao de PCBs
(C-QME-01) para se obter extratos de concentracéo igual a 25 ng mL* ao branco
da amostra, para 8 réplicas auténticas que foram submetidas a todo o
processamento da amostra exigido pelo método. O critério de aceitacdo
estabelecido para o coeficiente de variacdo (CV), seguindo as recomendacdes do
item 4.4.1.4, sdo CVs de até 20 %. As Tabelas 8 e 9 mostram que, para todos 0s
PCBs determinados, bem como para os dois diferentes métodos de preparo de
amostra por extragao, obtiveram-se coeficientes de variagdo condizentes com o
critério definido; consequentemente sob condicdes de repetibilidade a
metodologia aqui desenvolvida é precisa.
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Tabela 8: Resultados de repetibilidade para os 41 PCBs utilizando Extracéo
em Fase Solida (SPE).

Extracdo em Fase Sélida (SPE)

Media  DeSVIo
ngmL* ngmL! ngmL! ngmL* ngmL* ngmL'! ngmL! ngmL* ng mL* PadrafJ1 CV (%)
ng mL
PCB 18+17 26,32 25,31 24,94 26,43 26,23 26,20 27,25 27,08 26,22 0,79 3,00
PCB 31+28 49,77 49,93 48,24 48,99 52,13 48,37 48,49 51,14 49,63 1,41 2,83
PCB 33 27,30 26,45 25,25 27,10 27,32 27,63 29,01 26,93 27,12 1,06 3,91
PCB 52 19,38 19,41 18,29 20,64 20,23 19,89 21,59 20,14 19,95 0,97 4,88
PCB 49 19,35 19,72 19,85 21,14 20,88 20,94 21,47 20,05 20,43 0,78 3,79
PCB 44 20,74 20,99 21,38 22,54 21,86 22,47 23,47 22,26 21,96 0,91 4,13
PCB 74 26,01 26,93 26,55 29,07 29,07 29,50 29,48 29,30 28,24 1,47 521
PCB 70 18,66 18,09 16,74 17,37 19,34 20,76 21,00 19,75 18,96 1,53 8,09
PCB 95 7,24 7,08 7,50 6,92 7,63 8,06 8,06 8,05 7,57 0,46 6,11
PCB 101 17,61 17,05 15,46 16,68 18,96 19,45 19,80 19,13 18,02 1,55 8,60
PCB 99 14,73 14,60 13,36 14,28 16,30 16,67 17,49 16,57 15,50 1,44 9,32
PCB 87 19,09 18,53 17,57 18,05 20,43 21,44 21,44 21,25 19,72 1,60 8,11
PCB 110 17,46 17,28 15,47 16,74 18,80 19,16 19,68 19,42 18,00 1,49 8,29
PCB 82 4,10 4,15 3,87 4,41 4,61 4,70 5,22 4,74 4,48 0,43 9,70
PCB 151 17,85 18,97 16,51 18,03 19,39 19,79 21,03 19,93 18,94 1,42 7,52
PCB 149 18,95 18,63 16,75 17,94 18,87 19,45 20,73 19,61 18,87 1,18 6,27
PCB 118 24,63 23,59 22,06 22,15 26,62 26,98 27,02 25,04 24,76 2,04 8,22
PCB 153+132 27,18 26,02 24,23 26,49 28,60 28,87 29,65 28,65 27,46 1,81 6,61
PCB 105 7,40 6,30 6,47 6,92 6,60 6,95 7,20 6,88 6,84 0,37 5,37
PCB 138+158 23,83 23,63 21,69 24,11 26,04 25,63 27,21 24,79 24,62 1,70 6,91
PCB 187 16,09 16,03 14,64 15,79 16,76 16,98 18,58 17,13 16,50 1,15 7,00
PCB 183 16,81 16,33 14,88 16,76 18,01 19,02 19,63 18,62 17,51 1,59 9,06
PCB 128 20,55 20,67 19,34 20,96 21,93 22,72 23,78 22,37 21,54 1,42 6,60
PCB 177 16,61 15,54 14,96 16,52 16,88 17,44 19,16 17,94 16,88 1,33 7,86
PCB 171 16,28 15,30 14,40 17,00 16,50 17,39 17,97 17,69 16,57 1,22 7,39
PCB 156 29,39 28,32 28,78 29,74 27,86 29,69 28,71 29,77 29,03 0,72 2,49
PCB 180 20,10 19,02 19,00 19,51 20,96 21,31 22,06 22,48 20,56 1,35 6,58
PCB 191 17,15 16,55 15,57 16,50 18,12 18,47 19,24 17,90 17,44 1,21 6,94
PCB 169 30,01 28,95 29,58 28,25 29,00 29,80 30,96 29,21 29,47 0,82 2,77
PCB 170 21,55 19,71 19,02 21,36 21,97 23,21 24,11 22,52 21,68 1,69 7,81
PCB 199 12,10 11,71 10,85 11,02 12,84 14,00 14,40 13,55 12,56 1,35 10,76
PCB 208 22,60 23,57 22,65 24,07 24,77 25,72 25,91 24,77 24,26 1,27 5,22
PCB 195 27,07 27,28 26,76 28,67 27,97 28,17 29,05 28,66 27,95 0,84 3,00
PCB 194 26,99 29,14 26,07 28,43 28,83 29,03 29,68 29,45 28,45 1,27 4,46
PCB 205 28,24 29,54 27,78 27,74 29,67 29,11 29,86 29,11 28,88 0,85 2,94
PCB 206 26,09 27,24 24,50 26,34 29,17 28,14 29,57 28,14 27,40 1,70 6,20

PCB 209 20,84 21,00 17,30 19,85 20,81 21,13 22,96 21,60 20,69 1,63 7,86
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Tabela 9: Resultados de repetibilidade para os 41 PCBs utilizando
Extracdo Acelerada por Solvente (ASE).

Extracdo Acelerada por Solvente (ASE)

Media  DeSVIo
ngmL* ngmL! ngmL! ngmL* ngmL* ngmL'! ngmL! ngmL* ng mL* Padras)1 CV (%)
ng mL
PCB 18+17 22,69 21,47 21,96 21,95 20,81 19,99 21,81 21,74 21,55 0,82 3,81
PCB 31+28 36,11 35,24 34,44 35,23 33,25 32,24 34,62 34,37 34,44 1,22 3,53
PCB 33 20,50 19,60 19,26 20,45 18,38 18,97 19,56 19,83 19,57 0,72 3,65
PCB 52 16,74 16,37 16,41 17,34 16,36 16,18 16,85 16,98 16,65 0,39 2,34
PCB 49 17,18 16,02 16,83 17,75 16,51 16,21 17,07 16,84 16,80 0,55 3,30
PCB 44 17,07 16,89 16,97 17,81 16,73 16,50 17,56 16,95 17,06 0,43 2,51
PCB 74 19,13 18,51 18,82 19,63 18,29 18,39 19,09 19,04 18,86 0,45 2,38
PCB 70 18,23 16,77 16,50 16,24 15,07 14,64 15,14 16,39 16,12 1,16 7,17
PCB 95 9,70 8,42 8,41 8,55 7,72 7,56 8,29 8,82 8,44 0,66 7,83
PCB 101 20,66 18,92 18,10 18,61 18,31 17,28 18,35 19,53 18,72 1,02 5,43
PCB 99 17,88 16,55 15,97 16,10 16,40 15,18 15,52 16,89 16,31 0,84 5,14
PCB 87 20,57 18,94 17,80 18,62 17,22 17,34 17,66 19,18 18,41 1,14 6,19
PCB 110 20,37 18,62 17,84 17,73 17,12 17,91 17,51 18,32 18,18 1,00 5,49
PCB 82 5,53 5,16 4,76 5,13 4,72 4,52 5,09 5,24 5,02 0,33 6,54
PCB 151 21,92 20,47 19,09 20,22 19,26 18,56 19,25 20,50 19,91 1,08 5,43
PCB 149 22,34 21,17 20,04 20,80 19,30 19,06 19,73 20,41 20,36 1,07 5,28
PCB 118 23,98 22,10 21,36 20,96 20,30 19,36 20,64 21,87 21,32 1,39 6,51
PCB 153+132 33,68 32,02 29,99 31,67 29,67 28,33 30,22 27,90 30,43 1,94 6,36
PCB 105 6,55 5,65 5,36 5,75 5,42 5,24 5,50 5,87 5,67 0,41 7,27
PCB 138+158 28,54 25,96 25,01 25,99 24,88 23,94 25,32 25,54 25,65 1,34 5,23
PCB 187 21,39 19,65 18,98 20,01 18,94 18,27 19,34 19,55 19,52 0,92 4,73
PCB 183 23,45 21,66 21,26 21,43 21,24 19,99 20,92 21,96 21,49 0,99 4,59
PCB 128 23,14 21,08 20,44 20,87 20,18 19,72 19,85 20,25 20,69 1,09 5,28
PCB 177 20,48 19,10 19,52 19,97 18,50 18,17 18,91 19,13 19,22 0,75 3,92
PCB 171 20,23 18,05 17,92 18,28 17,13 16,74 17,91 18,52 18,10 1,04 5,76
PCB 156 26,91 24,26 23,08 24,20 22,78 21,78 22,92 23,73 23,71 1,53 6,46
PCB 180 22,61 20,86 20,13 20,74 20,20 19,22 20,12 20,65 20,57 0,97 4,74
PCB 191 20,62 19,20 18,77 19,38 18,17 18,21 19,62 19,86 19,23 0,83 4,34
PCB 169 29,05 27,39 26,97 26,22 26,05 24,63 25,63 26,04 26,50 1,32 4,99
PCB 170 23,16 20,51 20,47 22,19 21,63 20,56 20,70 21,11 21,29 0,97 4,57
PCB 199 17,18 14,25 12,88 14,25 13,14 13,23 13,91 14,65 14,19 1,36 9,59
PCB 208 22,79 22,25 22,33 23,53 23,33 21,80 23,08 22,80 22,74 0,58 2,57
PCB 195 24,87 24,18 23,32 24,85 23,40 22,58 23,45 23,12 23,72 0,83 3,49
PCB 194 24,70 24,36 23,43 26,17 24,34 22,61 22,18 22,86 23,83 1,31 5,51
PCB 205 24,91 23,49 22,81 24,46 25,09 21,91 23,58 22,78 23,63 1,13 4,76
PCB 206 24,60 23,72 22,86 25,54 25,62 23,56 26,21 28,45 25,07 1,79 7,15

PCB 209 21,52 21,32 21,26 22,25 21,54 20,78 19,85 21,28 21,23 0,69 3,25
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5.1.4.
Exatiddo (Recuperacéo)

Para os ensaios de exatidao, quantificou-se a percentagem de recuperacao
resultante dos ensaios de precisdo. Os valores obtidos sdo mostrados nas
Tabelas. Para todos os 41 PCBs a recuperacao média das 8 determinagdes ficou
entre 60 a 120 % com precisdo de até + 15 %; valores dentro dos intervalos
aceitaveis de exatiddo para analise de residuos tracos de PCBs em &gua e
material particulado.

Tabela 10: Resultados de ensaios de recuperagdo para os 41 PCBs

utilizando Extracdo em Fase Sélida (SPE).

Extracdo em Fase Solida (SPE)

Recuperacéao Recuperacéao
Média (%) Média (%)
PCB 18+17 83,50 PCB 138+158 78,21
PCB 31+28 113,00 PCB 187 66,20
PCB 33 109,48 PCB 183 70,60
PCB 52 79,79 PCB 128 86,07
PCB 49 82,53 PCB 177 67,52
PCB 44 88,30 PCB 171 66,53
PCB 74 112,96 PCB 156 116,36
PCB 70 76,47 PCB 180 82,72
PCB 95 60,43 PCB 191 69,75
PCB 101 71,99 PCB 169 117,88
PCB 99 62,25 PCB 170 86,73
PCB 87 78,82 PCB 199 66,98
PCB 110 71,79 PCB 208 97,03
PCB 82 72,03 PCB 195 111,82
PCB 151 75,44 PCB 194 113,58
PCB 149 76,30 PCB 205 115,87
PCB 118 99,55 PCB 206 109,60
PCB 153+132 73,08 PCB 209 82,75

PCB 105 110,09
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Tabela 11: Resultados de ensaios de recuperagdo para os 41 PCBs

utilizando Extragcédo Acelerada por Solvente (ASE).

Extracdo Acelerada por Solvente (ASE)

Recuperacéao Recuperacéao

Média (%) Média (%)
PCB 18+17 68,64 PCB 138+158 81,49
PCB 31+28 78,40 PCB 187 78,30
PCB 33 78,98 PCB 183 86,65
PCB 52 66,61 PCB 128 82,68
PCB 49 67,88 PCB 177 76,89
PCB 44 68,58 PCB 171 72,68
PCB 74 75,45 PCB 156 95,03
PCB 70 65,01 PCB 180 82,76
PCB 95 67,35 PCB 191 76,91
PCB 101 74,81 PCB 169 106,00
PCB 99 65,50 PCB 170 85,16
PCB 87 73,58 PCB 199 75,66
PCB 110 72,50 PCB 208 90,96
PCB 82 80,78 PCB 195 94,88
PCB 151 79,32 PCB 194 95,13
PCB 149 82,33 PCB 205 94,80
PCB 118 85,71 PCB 206 100,28
PCB 153+132 81,00 PCB 209 84,90
PCB 105 91,22

5.1.5.
Seletividade

A Seletividade do método foi avaliada pelo Teste F (Snedecor) de
homogeneidade de variancias e pelo Teste t (Student) de comparacéo de médias;
conforme as equacdes descritas no item 4.4.1.6.

Foram preparados dois grupos de amostras teste, sete amostras com a
matriz isenta de PCBs e outras sete amostras teste sem a matriz (branco da
amostra). Ambos os grupos foram fortificados com concentra¢gées dos analitos
idénticas, que apds processo de extracdo originaram extratos de concentracéo
alvo de 25 ng mL?, obviamente corrigida pela concentracdo especificada no
certificado de andlise para cada um dos PCBs.

As tabelas a seguir (Tabela 12, Tabela 13, Tabela 14, Tabela 15, Tabela 16,

Tabela 17 e Tabela 18) mostram os resultados para os testes (Teste F e Teste t)
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para os analitos PCB 17 + PCB 18 e PCB 33; tanto para o preparo de amostra
utiizando SPE como para o preparo por ASE, como exemplos dos estudos
estatisticos realizados. A mesma avaliagdo foi aplicada para todos os 41
compostos estudados.

Tabela 12: Teste F para avaliacdo do efeito matriz na determinacao do PCB
17 + PCB 18 utilizando Extrag&o Acelerada por Solvente (ASE).

Matriz Fortificada Branco Fortificado

Média 21,55 21,56
Variancia 3,16 0,78
Observacgfes 7 7
Graus de Liberdade 6 6
F 4,03
F critico 4,28

Tabela 13: Teste t para avaliacdo do efeito matriz na determinacéo do PCB
17 + PCB 18 utilizando Extrag@o Acelerada por Solvente (ASE).

Matriz Fortificada Branco Fortificado

Média 21,55 21,56
Variancia 3,16 0,78
Observacgoes 7 7
Graus de Liberdade 12
Modulo de t 0,02
t critico bi-caudal 2,18

Tabela 14: Teste F para avaliacdo do efeito matriz na determinacdo do PCB
17 + PCB 18 utilizando Extragdo em Fase Sdlida (SPE).

Matriz Fortificada Branco Fortificado

Média 24,64 26,20
Variancia 3,00 0,72
Observacoes 7 7
Graus de Liberdade 6 6
E 4,18

F critico 4,28
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Tabela 15: Teste t para avaliagao do efeito matriz na determinagéo do PCB
17 + PCB 18 utilizando Extracédo em Fase Sdlida (SPE).

Matriz Fortificada Branco Fortificado

Média 24,64 26,20
Variancia 3,00 0,72
Observacoes 7 7
Graus de Liberdade 12
Médulo de t 2,14
t critico bi-caudal 2,18

Tabela 16: Teste F para avaliacdo do efeito matriz na determinacdo do PCB

33 utilizando Extrag&o Acelerada por Solvente (ASE).

Matriz Fortificada Branco Fortificado

Média 20,56 19,56
Variancia 2,36 0,60
Observacgtes 7 7
Graus de Liberdade 6 6
F 3,95
F critico 4,28

Tabela 17: Teste t para avaliacdo do efeito matriz na determinacéo do PCB

33 utilizando Extragédo Acelerada por Solvente (ASE).

Matriz Fortificada Branco Fortificado

Média 20,56 19,56
Variancia 2,36 0,60
Observacgtes 7 7
Graus de Liberdade 12
Modulo de t 1,53
t critico bi-caudal 2,18

Tabela 18: Teste F para avaliacdo do efeito matriz na determinacdo do PCB

33 utilizando Extragdo em Fase Sdlida (SPE).

Matriz Fortificada Branco Fortificado

Média 25,30 27,05
Variancia 4,02 1,26
Observacdes 7 7
Graus de Liberdade 6 6
E 3,18

F critico 4,28
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Tabela 19: Teste t para avaliagao do efeito matriz na determinagcéo do PCB

33 utilizando Extracdo em Fase Sdlida (SPE).

Matriz Fortificada Branco Fortificado

Média 25,30 27,05
Variancia 4,02 1,26
Observacoes 7 7
Graus de Liberdade 12
Médulo de t 2,02
t critico bi-caudal 2,18

Conforme constatado nos exemplos tabelados acima, os dois métodos de
extracdo utilizados no preparo das amostras de material particulado e de agua
para a determinacéo de PCBs, ASE e SPE respectivamente, mostraram nao sofrer
interferéncia da matriz na andlise. Uma vez que o valor de F calculado ndo
excedeu o valor critico tabelado, a hipétese nula de variancias iguais é aceita, o
que significa que a matriz ndo causa efeito sobre a precisao do método na faixa
de concentracdo estudada. Soma-se a isso o fato do t calculado também se
mostrar menor que o t de Student tabelado; dessa forma as médias para os dois
grupos podem ser consideradas estatisticamente iguais. Portanto a matriz néo
causa interferéncia sobre o resultado, para um alfa de 0,05 que corresponde a
95 % de confianca no teste estatistico.

Por sua vez, para alguns PCBs, como o0s que tiveram seus testes
estatisticos detalhados nas tabelas abaixo (Tabela 20, Tabela 21, Tabela 22,
Tabela 23, Tabela 24, Tabela 25, Tabela 26 e Tabela 27), o teste t para o caso da
extracdo em fase solida (SPE) apresentou valores de t calculado maiores do que
o ttabelado. Esse resultado indica que existe um efeito matriz quando da extracéo
por SPE; entretanto o Teste F para 0 mesmo caso mostrou que a precisdo do

método é assegurada mesmo com a presenca de interferentes da matriz.

Tabela 20: Teste F para avaliacdo do efeito matriz na determinacdo do PCB

82 utilizando Extragdo Acelerada por Solvente (ASE).

Matriz Fortificada Branco Fortificado

Média 5,38 5,09
Variancia 0,28 0,08
Observactes 7 7
Graus de Liberdade 6 6
F 3,55

F critico 4,28
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Tabela 21: Teste t para avaliagdo do efeito matriz na determinagéo do PCB

82 utilizando Extracdo Acelerada por Solvente (ASE).

Matriz Fortificada Branco Fortificado

Média

Variancia
Observacoes
Graus de Liberdade
Médulo de t

t critico bi-caudal

5,38 5,09

0,28 0,08

7 7
12
1,31
2,18

Tabela 22: Teste F para avaliacdo do efeito matriz na determinacdo do PCB

82 utilizando Extracdo em Fase Solida (SPE).

Matriz Fortificada Branco Fortificado

Média

Variancia
Observactes
Graus de Liberdade
F

F critico

3,73 4,37

0,08 0,11
7 7
6 6

1,41

4,28

Tabela 23: Teste t para avaliagéo do efeito matriz na determinagéo do PCB

82 utilizando Extragdo em Fase Solida (SPE).

Matriz Fortificada Branco Fortificado

Média

Variancia
Observacgtes
Graus de Liberdade
Modulo de t

t critico bi-caudal

3,73 4,37

0,08 0,11

7 7
12
3,81
2,18

Tabela 24: Teste F para avaliacdo do efeito matriz na determinacdo do PCB

105 utilizando Extracéo Acelerada por Solvente (ASE).

Matriz Fortificada Branco Fortificado

Média

Variancia
Observacgtes
Graus de Liberdade
F

F critico

6,22 5,73

0,34 0,16
7 7
6 6

2,06

4,28
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Tabela 25: Teste t para avaliagao do efeito matriz na determinagéo do PCB

105 utilizando Extracdo Acelerada por Solvente (ASE).

Matriz Fortificada Branco Fortificado

Média 6,22 5,73
Variancia 0,34 0,16
Observactes 7 7
Graus de Liberdade 12
Médulo de t 1,85
t critico bi-caudal 2,18

Tabela 26: Teste F para avaliacdo do efeito matriz na determinacdo do PCB
105 utilizando Extracdo em Fase Sélida (SPE).

Matriz Fortificada Branco Fortificado

Média 6,04 6,76
Variancia 0,14 0,10
Observacgtes 7 7
Graus de Liberdade 6 6
F 1,40
F critico 4,28

Tabela 27: Teste t para avaliagéo do efeito matriz na determinagéo do PCB

105 utilizando Extracdo em Fase Sélida (SPE).

Matriz Fortificada Branco Fortificado

Média 6,04 6,76
Variancia 0,14 0,10
Observacgbes 7 7
Graus de Liberdade 12
Modulo de t 3,93
t critico bi-caudal 2,18

O efeito matriz pode ser pronunciado tanto no método de extracéo quanto
no método cromatogréfico (CAVALCANTE et al., 2012). Um método que produz
respostas para varios analitos, mas que pode distinguir a resposta de um analito
da de outros, como exemplificado na Figura 27, é chamado seletivo (INMETRO,
2016). Conforme pode ser observado na Figura 28, o perfil para o pico
cromatografico mesmo na presenca da matriz mostra o quao seletivo e o quao
sensivel é o analisador do tipo triplo quadrupolo trabalhando no modo de
Monitoramento Seletivo de Reac¢do (SRM). Em vista disso, podemos inferir que o
efeito matriz evidenciado pelo Teste t advém da etapa de preparo da amostra por
SPE.
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Figura 27: Perfil de pico cromatografico para 6 analitos distintos para o

ponto correspondente de 1 ngL* da curva de calibracdo na mesma corrida

cromatograéfica.
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Figura 28: Comparacao da resposta cromatogréfica para os PCB 52 e PCB

149 na presenca da matriz (analise do material particulado em suspenséo -MPS)

e na auséncia de matriz (ponto da curva).

Como constatado nos exemplos de Teste t aplicados para os PCB 82 e

PCB 105, quando do preparo das amostras por extracdo em fase soélida (SPE) as
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médias para as amostras testes com e sem a maitriz presente apresentaram
valores diferentes. As amostras teste com matriz fortificada evidenciaram valores
de média menores, o que indica menor recuperagdo dos analitos. As perdas
durante o processo podem ser atribuidas ao efeito matriz, ou seja, as impurezas
agregadas, as quais reduzem a eficiéncia de sorcdo do material empregado na
extracdo. Possivelmente, fragbes de matéria organica (por exemplo, substancias
humicas e fulvicas), que sdo comumente encontradas no ambiente, podem ser as
responsaveis por parcela dessa reducdo de eficiéncia de extracdo (ALMEIDA,
2003; CAVALCANTE et al., 2012).

Como parametro de controle de qualidade comumente utilizado para
melhorar a exatiddo de uma analise de contaminantes organicos em matrizes
ambientais, empregou-se a adi¢cdo de padrdo surrogate com a finalidade de
compensar o efeito matriz, bem como qualquer perda de compostos durante o
processo de SPE. O emprego de padrdo surrogate pode efetivamente compensar
o efeito matriz no procedimento de SPE uma vez que ele é quimicamente e
estruturalmente similar aos seus analitos; respondendo a extracdo e aos
interferentes de maneira analoga (WU et al., 2010; ARBELAEZ et al., 2015).

Mediante o exposto, as recuperacdes para os padrdes surrogates
(PCB 103 e PCB 198) foram monitoradas em cada amostra analisada; e como um
método de controle de qualidade foram feitas corre¢cdes nas concentracées dos
pesticidas estudados (CAVALCANTE et al., 2012).

5.2.
Aplicacdo do Método Validado

Com a finalidade de aplicar o método aqui desenvolvido, escolheu-se o
Canal do Mangue pelos motivos discutidos abaixo.

Segundo Rocha Filho (2000), dentre os quarenta e cinco rios e canais que
desaguam na Baia de Guanabara, os rios Caceribu, Guapimirim, Iguacu, Sao
Joao de Meriti, Iraj& e os canais do Cunha e do Mangue sao 0s responsaveis por
70 % do volume de agua descarregado. De acordo com dados do Sistema
Nacional de Informacdes sobre Recursos Hidricos da Agéncia Nacional de Aguas
(ANA), o fluxo mensal médio do Canal do Mangue fluindo para a Baia de
Guanabara é igual a aproximadamente 5,1 m®s? (KCI TECHNOLOGIES INC.,
2016).
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O Canal do Mangue é um importante corpo hidrico situado na regiao central
da cidade do Rio de Janeiro; recebe &guas de alguns rios locais e outras
contribuicbes de aguas pluviais. Parte do canal situa-se em &rea urbana em
constantes transformagdes no contexto do projeto Porto Maravilha. O Canal do
Mangue recebe contribuicdo das aguas dos rios Joana, Trapicheiros, Papa-
Couve, Maracana, Comprido, principalmente; os quais tém suas nascentes no
Macico da Tijuca ou na Serra do Engenho Novo (vide Figura 29). O canal tem seu
ponto inicial na Avenida Presidente Vargas, na altura da Rua Marqués de Sapucai.
ApoOs percorrer uma extensdo de 1.400 metros o canal procede a uma curva de
90°, alterando seu curso em direcdo a Baia de Guanabara, percorrendo uma
extensao total de 2.800 metros, e desembocando a sudoeste da Baia de
Guanabara, na regiao do Cais do Porto (DA SILVA, 2017).

- i rncons B
Rio Trapicheiros T -

P

: ) »
S Rio Comprido

¢ > -

Figura 29: Principais rios tributarios do Canal do Mangue; onde as linhas
azuis representam os rios tributarios e as linhas vermelhas o Canal do Mangue.
Extraido de: DA SILVA (2017).

As atividades industriais representam um dos principais fatores de
contaminacgdo da Baia de Guanabara, sendo responsaveis por aproximadamente
20 % de toda carga orgéanica e quase a totalidade da carga de substancias toxicas
e metais pesados que atingem as 4guas da Baia (COELHO, 2007). A sub-bacia
do canal do mangue é responsavel por 0,425 toneladas por dia de carga organica
industrial (KCI TECHNOLOGIES INC., 2016).

A construcéo do Canal do Mangue e da Estrada de Ferro Central do Brasil,

bem como as vias de acesso unindo o Centro e a Quinta da Boa Vista, em Sao
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Cristévao (Caminho Aterrado) favoreceram a instalagdo de uma area industrial
naquele bairro, voltada para a produgéo de bens de consumo, como tecido, vidro,
couros, velas e sabdes (COELHO, 2007).

Os pontos com maiores concentracbes de poluentes localizam-se
normalmente préximos a desembocadura do Canal do Mangue e do rio S&o Joao
do Meriti, que sao areas de menor circulagédo de agua e préximas a langamentos
de efluentes brutos ou parcialmente tratados provenientes das areas industriais e
residenciais do Municipio do Rio de Janeiro, Dugue de Caxias e Municipios
adjacentes (CRESPO & LA ROVERE, 2002).

Foram realizadas trés coletas ao longo do més de abril de 2018, espacadas
em uma semana. As coletas foram sempre realizadas em triplicata e em horarios

de maré vazante, no local indicado na Figura 30.
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Figura 30: Local das Coletas no Canal do Mangue. Fonte: Google Maps.

Em todas as andlises realizadas, as recuperacdes dos padrbes surrogate
(PCB 103 e PCB 198) variaram em um intervalo entre 65 e 110%. Os resultados
das trés coletas sdo apresentados nas tabelas abaixo (Tabela 28, Tabela 29 e
Tabela 30).
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Coleta 1
PCBs PCBs no Material Particulado em
Dissolvidos Suspensao
ng L? ng L* ng g*
wecia DESAO weaia DI weaa eSS
PCB 18+17 <LQ <LQ <LQ
PCB 31+28 <LQ <LQ <LQ
PCB 33 <LQ <LQ <LQ
PCB 52 <LQ <LQ <LQ
PCB 49 <LQ <LQ <LQ
PCB 44 <LQ <LQ <LQ
PCB 74 <LQ <LQ <LQ
PCB 70 <LQ <LQ <LQ
PCB 95 <LQ <LQ <LQ
PCB 101 <LQ 0,33 0,08 15,00 3,43
PCB 99 <LQ <LQ <LQ
PCB 87 <LQ 0,17 0,02 6,95 6,02
PCB 110 <LQ 0,36 0,07 16,34 2,66
PCB 82 <LQ <LQ <LQ
PCB 151 <LQ <LQ <LQ
PCB 149 <LQ 0,17 0,15 7,91 7,08
PCB 118 <LQ 0,40 0,14 18,09 6,32
PCB 153+132 <LQ 0,25 0,01 10,73 9,32
PCB 105 0,46 0,04 0,32 0,10 14,72 5,33
PCB 138+158 1,50 0,28 0,42 0,14 19,28 7,18
PCB 187 <LQ <LQ <LQ
PCB 183 <LQ <LQ <LQ
PCB 128 <LQ <LQ <LQ
PCB 177 <LQ <LQ <LQ
PCB 171 <LQ <LQ <LQ
PCB 156 <LQ <LQ <LQ
PCB 180 <LQ <LQ <LQ
PCB 191 <LQ <LQ <LQ
PCB 169 <LQ <LQ <LQ
PCB 170 <LQ <LQ <LQ
PCB 199 <LQ <LQ <LQ
PCB 208 <LQ <LQ <LQ
PCB 195 <LQ <LQ <LQ
PCB 194 <LQ <LQ <LQ
PCB 205 <LQ <LQ <LQ
PCB 206 <LQ <LQ <LQ
PCB 209 <LQ <LQ <LQ

Y PCBs (soma da fragao dissolvida e MPS) = 4,39 + 0,90 ng L*
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Coleta 2
PCBs PCBs no Material Particulado em
Dissolvidos Suspensao
ng L1 ng L1 ng gt
- Desvio - Desvio - Desvio
Média Padréo Média Padréo Média Padréo

PCB 18+17 <LQ <LQ <LQ
PCB 31+28 <LQ <LQ <LQ
PCB 33 <LQ <LQ <LQ
PCB 52 <LQ 0,21 0,08 6,08 5,63
PCB 49 <LQ <LQ <LQ
PCB 44 <LQ <LQ <LQ
PCB 74 <LQ <LQ <LQ
PCB 70 <LQ <LQ <LQ
PCB 95 <LQ <LQ <LQ
PCB 101 <LQ 0,59 0,21 18,82 3,92
PCB 99 <LQ 0,28 0,07 9,32 2,47
PCB 87 <LQ 0,27 0,06 8,80 2,38
PCB 110 <LQ 0,39 0,09 13,19 4,83
PCB 82 <LQ <LQ <LQ
PCB 151 <LQ <LQ <LQ
PCB 149 <LQ 0,35 0,11 11,37 2,69
PCB 118 <LQ 0,48 0,12 15,83 4,90
PCB 153+132 <LQ 0,60 0,32 18,21 3,13
PCB 105 0,35 0,03 0,52 0,21 16,41 2,30
PCB 138+158 <LQ 0,72 0,32 22,37 3,63
PCB 187 <LQ <LQ <LQ
PCB 183 <LQ <LQ <LQ
PCB 128 <LQ <LQ <LQ
PCB 177 <LQ <LQ <LQ
PCB 171 <LQ <LQ <LQ
PCB 156 <LQ <LQ <LQ
PCB 180 <LQ 0,28 0,14 8,41 0,53
PCB 191 <LQ <LQ <LQ
PCB 169 <LQ <LQ <LQ
PCB 170 <LQ 0,25 0,09 7,89 1,01
PCB 199 <LQ <LQ <LQ
PCB 208 <LQ <LQ <LQ
PCB 195 <LQ <LQ <LQ
PCB 194 <LQ <LQ <LQ
PCB 205 <LQ <LQ <LQ
PCB 206 <LQ <LQ <LQ
PCB 209 <LQ <LQ <LQ

Y PCBs (soma da fragdo dissolvida e MPS) =529 + 1,86 ng L*
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Tabela 30: Resultados da Coleta 3.

Coleta 3
PCBs PCBs no Material Particulado em
Dissolvidos Suspensao
ng L1 ng L1 ng g?
- Desvio - Desvio - Desvio
Média Padréo Média Padréo Média Padréo
PCB 18+17 <LQ <LQ <LQ
PCB 31+28 <LQ <LQ <LQ
PCB 33 <LQ <LQ <LQ
PCB 52 <LQ <LQ <LQ
PCB 49 <LQ <LQ <LQ
PCB 44 <LQ <LQ <LQ
PCB 74 <LQ <LQ <LQ
PCB 70 <LQ <LQ <LQ
PCB 95 <LQ 0,20 0,01 9,40 1,54
PCB 101 <LQ 0,34 0,00 15,95 2,09
PCB 99 <LQ <LQ <LQ
PCB 87 <LQ <LQ <LQ
PCB 110 <LQ 0,25 0,01 11,61 1,58
PCB 82 <LQ <LQ <LQ
PCB 151 <LQ <LQ <LQ
PCB 149 <LQ <LQ <LQ
PCB 118 <LQ 0,28 0,01 13,33 1,32
PCB 153+132  <LQ <LQ <LQ
PCB 105 0,30 0,05 0,37 0,04 17,13 0,75
PCB 138+158 <LQ 0,43 0,01 20,53 3,05
PCB 187 <LQ <LQ <LQ
PCB 183 <LQ <LQ <LQ
PCB 128 <LQ <LQ <LQ
PCB 177 <LQ <LQ <LQ
PCB 171 <LQ <LQ <LQ
PCB 156 <LQ <LQ <LQ
PCB 180 <LQ <LQ <LQ
PCB 191 <LQ <LQ <LQ
PCB 169 <LQ <LQ <LQ
PCB 170 <LQ <LQ <LQ
PCB 199 <LQ <LQ <LQ
PCB 208 <LQ <LQ <LQ
PCB 195 <LQ <LQ <LQ
PCB 194 <LQ <LQ <LQ
PCB 205 <LQ <LQ <LQ
PCB 206 <LQ <LQ <LQ
PCB 209 <LQ <LQ <LQ

Y PCBs (soma da fragdo dissolvida e MPS) = 2,17 + 0,07 ng L?

100
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O intervalo do somatério de PCBs totais para as amostras do Canal do
Mangue, fragdo de PCBs dissolvidos somada a fragdo associada ao material
particulado suspenso, para os 41 congéneres estudados variou de 2,17 ng L a
5,29 ng L. O resultado encontra-se abaixo do limite maximo recomendado pela
USEPA para o critério de qualidade da agua em ambientes aquéticos, que € de
14 ng L. Critérios de qualidade de vida aquética para produtos quimicos téxicos
S80 expressos como a concentragdo maxima de poluentes especificos que néo
se espera que representem um risco significativo para a maioria das espécies em
um dado ambiente. A Administragdo Oceénica e Atmosférica Nacional dos EUA
(National Oceanic and Atmospheric Administration, NOAA) estabelece como
valores orientadores maximos, para a soma dos congéneres, 0s mesmos 14 ng L
1 provenientes do USEPA de Critérios de Qualidade da Agua Ambiental dos EUA
(AWQCQC), para aguas superficiais doce quando da exposi¢éo crbnica; definida pela
NOAA como uma exposi¢cao meédia de 4 dias a n&o ser excedida mais de uma vez
a cada trés anos. A NOAA também estabelece como valores orientadores para a
concentracdo maxima do critério o valor de 0,6 ug L™ (Tier Il Secondary Acute
Value) ou 0,03 pg L (Australian & New Zealand ECLs and Trigger values) que
corresponde ao nivel mais alto para uma exposi¢cdo média de 1 hora que n&do deve
ser excedida mais de uma vez a cada trés anos e é sinbnimo de "agudo”
(SUZGEC-SELCUK et al., 2011). Nenhum dos valores orientadores citados acima
foi excedido nas andlises de 4gua do Canal do Mangue.

No Brasil, a Resolugdo CONAMA N° 357/2005 do Ministério do Meio
Ambiente, estabelece como valor maximo para o somatoério dos congéneres de
PCBs em corpos de agua doce (classes 1, 2 e 3) o valor de 1 ng L; ou seja, os
valores encontrados nas amostras analisadas excedem de 2 a 5 vezes o limite da
legislacdo (BRASIL, 2005).

O padréao de distribuicdo médio das concentracdes de PCBs encontradas
nas amostras do Canal do Mangue em fun¢éo do grau de cloracdo das moléculas
esta representado na Figura 31. A Figura 32 apresenta o padréo de distribuicdo
percentual dos congéneres de PCBs nas misturas Aroclor 1254 e Aroclor 1260;
gue foram as principais formulagbes amplamente comercializadas e utilizadas no
Brasil. A mistura Aroclor 1254 era constituida principalmente por congéneres
penta, hexa e tetraclorados, respectivamente, mas também possuia em menores
propor¢des os congéneres heptaclorados. Por outro lado, a mistura Aroclor 1260
possuia predominéncia dos congéneres hexa e heptaclorados que correspondiam
a 70% ou mais de sua composi¢cdo (YOGUI, 2002; LAVANDIER, 2015). Tendo

como base a comparacao entre os graficos ilustrados abaixo, podemos inferir uma


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1621714/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1621714/CA

102

relacdo entre a contaminacdo das aguas superficiais do Canal do Mangue e o
perfil das misturas Aroclor 1254 e 1260. O grafico de distribuicdo de PCBs por
grau de halogenacéo nas amostras de agua neste trabalho muito se assemelham
aos graficos das composicdes destas duas misturas de PCBs citadas, em especial
a mistura 1254.
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Figura 31: Padrdo de distribuicio médio dos PCBs encontrados nas

amostras do Canal do Mangue em fung&o do grau de cloragao.
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Figura 32: Padréo de distribui¢cdo percentual dos congéneres de PCBs nas
misturas Aroclor 1254 e Aroclor 1260 em funcédo do grau de cloracdo. Extraido de:
(YOGUI, 2002).

A fotélise € um importante processo de degradacao quimica de PCBs na
4gua. A medida que o numero de substituicdes de cloro aumenta, a banda de

absorcdo de luz se desloca em direcdo a comprimentos de onda maiores e a taxa
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de fotolise para hepta a decaclorobifenilas aumenta. Esse pode ser um dos
motivos para n&o terem sido encontradas concentragbes relevantes de
congéneres com maior grau de cloracdo. Além disso, soma-se a isso o fato destes
compostos possuirem grande tendéncia em sofrer adsorcdo em sedimentos
guando comparados aos menos clorados (WHO, 2003). Por sua vez, congéneres
com grau de cloragdo baixo, com trés e quatro cloros, também apresentaram
baixas concentragfes. Uma explicagéo plausivel estaria baseada no fato de, por
serem mais sollveis, apresentarem maior dispersdo no meio ambiente, podendo
ser transportados a locais distantes de sua fonte de emisséao (LAVANDIER, 2015).

Com a finalidade de entendermos a magnitude da contaminacdo do Canal
do Mangue por bifenilas policloradas (PCBs), as concentracdes deste estudo
foram comparadas as de outros estudos de aguas superficiais de rios, estuarios e
costas ao redor do mundo; conforme ilustrado na Figura 33. NIE et al. (2005)
encontraram concentragcbes de PCBs no Estuario do Rio Pearl, na China,
extremamente semelhantes as concentragdes das amostras do Canal do Mangue;
em um intervalo variando de 2,45 ng L a 6,75 ng L para o somatério de 36
congéneres de PCBs. MAHMOOD et al. (2014) obtiveram resultados para as
analises de agua do Rio Chenab no Paquistdo variando em um range maior, de
0,2 ng L't a 28 ng L para o somatdrio de 32 congéneres, ndo obstante seu valor
de média de 5,7 ng L se aproxima ao deste trabalho. Os estudos de MENZIES
et al. (2013) encontraram valores muito superiores ao deste estudo para o
somatorio de 19 PCBs em aguas do Canal do Panama e Costa da Califérnia,
atingindo uma média de 1164 ng L.

MONTUORI et al. (2016), NIE et al. (2005) e MENZIES et al. (2013)
utilizaram em suas pesquisas como técnica de analise a cromatografia gasosa
com deteccao por captura de elétrons (GC-ECD). Tal técnica é capaz de detectar
compostos halogenados em concentracdes muito baixas, no entanto € uma
técnica de deteccdo nao especifica, que pode produzir sinal para compostos nao-
alvo. Como resultado, ao usar o GC-ECD para pesticidas e PCBs em amostras
ambientais, outros componentes da amostra podem ser detectados e interferir na
identificacdo e na quantificacdo. O GC-ECD sofre interferéncias de matriz, visto
que altos niveis de componentes ndo-alvo na matriz podem coeluir. Os falsos
positivos ocorrem se o composto coeluente responde ao detector, enquanto falsos
negativos resultam de compostos coeluentes que extinguem o sinal, sdo os
chamados quenchers ou supressores. Por vezes, a aplicacdo desses métodos
pode nédo ser suficiente para a correta identificacdo dos analitos, assim sendo,

recorre-se a uma etapa adicional de confirmagdo. Deste modo, para uma
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identificacdo estrutural com maior rigor, procede-se a utlizacdo de um
espectrdmetro de massas, permitindo além da quantificacdo, a confirmacéo
estrutural do composto (PRAKASH & LIPPS, 2016; MARQUES, 2016).

Rio Umgeni — Africa do Sul -+ B

Rio Chenab — Paquistdo =+ -: ‘ = i

Estudrio do Rio Tiber — Itdlia -+ [ = [t

Estudrio do Rio Pearl — China q =« - ooeee

Canal do Panama e Costa da Califérnia - | : ® : |

Canal do Mangue - Brasil< -

Baia de Tokyo — Japao

0 1 2 3 4
Log;, £ PCBs (ng L")

Referéncia Numero de PCBs
Este Estudo Kobayashi et al. (2010) -® Menzies et al. (2013) ® 19 PCBs B 32PCBs X 41 PCBs
Gakuba et al. (2015) -® Mahmood et al. (2014) -® Montuori et al. (2016) A 209PCBs -+ 36PCBs 3 8PCBs
Nie et al. (2005)

Figura 33: Intervalos de concentracédo e valor médio de PCBs na agua de

estudos de diferentes rios, estuarios e costas no mundo.

MAHMOOD et al. (2014) e GAKUBA et al. (2015) trabalharam com a
técnica de identificacdo e quantificacdo GC-MS no modo de monitoramento de ion
seletivo. Ja no caso do estudo de KOBAYASHI et al. (2010) em que todos os 209
congéneres de PCBs foram determinados, a técnica empregada foi a
cromatografia gasosa de alta resolucéo acoplada a espectrometria de massa de
alta resolucdo (HRGC-HRMS). O maior poder de resolucao oferecido pela técnica
torna possivel a obtencéo de cromatogramas de ions extraidos para os valores
exatos de relagcdo massa/carga (m/z). Dessa maneira, excluem-se 0s compostos
isGbaros e aumenta-se a relagdo sinal/ruido (S/N, do inglés signal/noise ratio) dos
picos cromatogréficos de interesse. A maior capacidade de pico, ou seja, a

separacdo de um numero maior de compostos em uma mesma analise, € uma
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das principais vantagens. Consequentemente, alta seletividade e baixos limites de
deteccdo podem ser alcancados (FOCANT et al., 2008; BATAGLION, 2015).

No Brasil, estudos realizados demonstram a crescente preocupagdo com o
acompanhamento e a quantificacdo desses compostos reconhecidamente téxicos
e bioacumulativos em matrizes aquosas. DEL GRANDE et al. (2003) amostraram
sete pontos ao longo da bacia do rio Piracicaba, situada na regido central do
estado de Sao Paulo, e determinaram quatro congéneres de PCBs por GC-ECD.
Todas as bifenilas foram detectadas em um ponto de amostragem, no minimo,
porém nao foram quantificadas por estarem abaixo dos limites de quantificagédo
(LQ) do método. Os resultados obtidos para os LQs dos PCB 5, PCB 50, PCB 154
e PCB 200 foram, respectivamente, 28,2ngL?, 120ngL? 902nglL?! e
190,5 ng L%; que segundo o préprio autor, apesar de estabelecidos na faixa de
ng L, ndo foram suficientemente baixos.

No trabalho de MENDES et al. (2011), amostras de aguas do Rio Marombas,
no estado de Santa Catarina, foram coletadas em trés pontos especificos. O
somatério dos 12 congéneres de PCBs determinados se mostrou abaixo de
500 ug L, correspondente ao limite de deteccdo por GC-MS do método de
analise empregado, para os trés pontos amostrados.

BRITO et al. (2018) estudaram a qualidade da agua na Bacia do Alto Iguacu,
no estado brasileiro do Parana. Os resultados das amostras para os 48
congéneres de bifenilas policloradas (PCBs), para as 6 bifenilas polibromadas
(PBDES), e para os 24 pesticidas organoclorados (OCs) determinados pelos
pesquisadores pela técnica de GC-MS no modo SIM, monitoramento de ion
selecionado (do inglés, selected ion monitoring), apresentaram valores abaixo dos
limites de detecgéo (0,5 - 0,1 pg.L?).

RISSATO et al. (2006) determinaram 7 congéneres de PCBs, com limite de
guantificacéo de 5 ng L™ para cada PCB, em rios de duas regides do Estado de
Sao Paulo; Bauru (regido 2) e Piratininga (regido 3). O total de PCBs na agua
determinados por GC-MS no modo SIM na regiéo 2 variou de 0,03 a 0,58 ug L?,
enquanto na regido 3 variou de 0,02 a 0,18 pg L. Segundo os pesquisadores, a
maior concentracdo desses poluentes na regido 2 pode estar associada as
indastrias de fusdo e de baterias, além das empresas de tratamento de madeira
de eucalipto da regido. Também de acordo com os autores, esse estudo forneceu
os primeiros dados sobre os niveis de pesticidas clorados persistentes e PCBs no
solo e nas aguas superficiais da regido nordeste do Estado de S&o Paulo.

Os estudos brasileiros referenciados acima evidenciam a importancia da

metodologia implementada neste trabalho, uma vez que os limites de deteccéo e
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gquantificacdo alcancados se mostraram bastante inferiores aos reportados. A
tecnologia GC-MS em tandem operando no modo Monitoramento de Mdultiplas
Reacdes (MRM), aqui utilizada, elimina quase todo o ruido, aumentando a
sensibilidade do detector e atingindo limites de deteccdo de cinco a dez vezes
menores que os limites de deteccdo do método de GC-MS simples, operando no
modo SIM, aplicado por grande parte dos autores supracitados
(PRAKASH & LIPPS, 2016).

Uma sugestdo de trabalhos futuros seria 0 estudo e implementacdo de
técnicas que possam baixar ainda mais os limites de quantificacdo para os
analitos, com a finalidade de atender legislacbes mais rigorosas, bem como
trabalhar com uma seguranga maior. As técnicas de injecdo de grande volume
(LVI, Large Volume Injection) ganharam ampla ateng&o com o objetivo de reduzir
os limites de deteccdo do sistema para atender aos regulamentos mais novos e
mais rigorosos. Ao introduzir maior quantidade de amostra no sistema, a massa
de analito que chega ao detector sera proporcionalmente aumentada, resultando
em maior area e altura de pico. Se o ruido da linha de base permanecer constante,
a altura do pico significa maiores relacdes sinal-ruido e menores limites de
detecc¢do do sistema. Com condi¢des de inje¢cdo adequadamente otimizadas, 0s
problemas de cromatografia causados pelo grande volume de amostra, como
picos de analito distorcidos e cauda de solvente longa, podem ser minimizados. O
problema mais critico no LVI € um enorme volume de vapor de solvente resultante
da expansdo do grande volume de liquido do solvente injetado (HOH,;
MASTOVSKA, 2008; ZHAO; MENG, 2012).

A amostra € geralmente injetada com um amostrador automatico de uma s6
vez ou a uma velocidade controlada. O solvente é ventilado como vapor a uma
temperatura inicial do injetor através da linha de split (periodo de separagédo do
solvente). Uma vez que a maior parte do solvente € eliminada, a linha de diviséo
é fechada e o injetor aquece rapidamente para a transferéncia da amostra para a
coluna (periodo sem divisdo de fluxo, splitless period). Apos esta fase, a linha de
divisdo é aberta para purgar o solvente remanescente do injetor (THERMO
FISHER SCIENTIFIC INC., 2010).

A injecdo de grande volume (LVI) com divisdo de fluxo (split) e com
backflush (BKF) é uma configuracéo particular da separacdo normal do solvente,
gue permite realizar a inje¢&do de grandes volumes, evitando a entrada de solvente
na coluna durante o periodo de injecao, e maximizar a recuperacdo dos analitos
volateis devido as condi¢Bes suaves de evaporacdo do solvente. Apenas uma

porcdo muito pequena do solvente permanece no injector e € transferida com os
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compostos a serem analisados. Essa solucao permite ao usuario inverter o fluxo
dentro do injetor, o que elimina compostos pesados ou indesejados, protege a
coluna e o detector, e ao mesmo tempo diminui o tempo da corrida e aumenta a
produtividade (CLAY et al., 2004; THERMO FISHER SCIENTIFIC INC., 2010;
ZHAO; MENG, 2012).

Por fim, em decorréncia do fato dos compostos quimicos ndo polares, tais
como os PCBs, tenderem a adsorver nas superficies de vidro por forcas de van
der Waals ou interac¢des dipolo-dipolo induzidas; observa-se uma provavel fonte
de erros por perdas dos analitos durante a amostragem e/ou durante o tratamento
de amostra deste trabalho. Ao realizar a amostragem em garrafas de 4 L, filtrar e
subamostrar 500 mL do filtrado para posterior extracdo por SPE; possivelmente
uma porcentagem dos analitos permanecerd adsorvida as paredes dos frascos
uma vez gue apenas a Ultima garrafa foi lavada com solvente extrator (LUNG,
2000).

Desta forma, evidencia-se a importancia da técnica de amostragem, bem
como a de preparo de amostra, para 0 sucesso da analise (PARRON et al., 2011).
Uma maneira de evitar as limitacdes descritas no paragrafo anterior seria coletar
no campo a agua superficial em garrafas que possuam exatamente o volume a
ser extraido no SPE e, uma vez que o material particulado em suspenséo (MPS)
requer isolamento, uma proposta de procedimento seria a filtracdo com posterior
extracdo em fase sdlida do filtrado em série, como forma de minimizar as perdas
supracitadas. Um vaso de filtragdo especialmente projetado e acoplado
diretamente a um cartucho de SPE poderia ser utilizado para esse proposito.
Separacdo do MPS e isolamento/concentragdo dos analitos seriam realizados em

um unico passo; mitigando perdas por adsorcao as superficies.
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Conclusao

Uma vez que as bifenilas policloradas (PCBs) sao consideradas poluentes
organicos altamente persistentes e cuja toxicidade aos seres vivos € preocupante;
é urgente o desenvolvimento e aprimoramento de métodos analiticos que sejam
capazes de monitorar esses compostos nas matrizes ambientais.

A metodologia analitica implementada neste trabalho com a determinacao
simultdnea de 41 PCBs através de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas em tandem (GC-MS/MS) forneceu informacao analitica
confiavel e robusta para a identificagdo dos analitos. O potencial da técnica de
GC-MS/MS com o analisador do tipo triplo quadrupolo para determinacdo de
poluentes organicos semivolateis, neste caso os PCBs, em agua superficial foi
comprovado neste estudo. A operagéo do analisador no modo de Monitoramento
Seletivo de Reacdo (SRM) acarretou uma excelente sensibilidade/seletividade,
permitindo-nos atingir limites de deteccdo e de quantificacdo bastante baixos,
condizente com as toler&ncias estabelecidas por recomendacdes legais. A
seletividade foi aprimorada pelo registro de duas transi¢des para cada analito e foi
comprovada por intermédio dos testes estatisticos aplicados e pela obtengéo de
cromatogramas capazes de distinguir a resposta de um analito dos demais.

O procedimento completo que inclui a extracdo acelerada por solvente
(ASE) para o material particulado em suspenséo e a extracdo em fase solida
(SPE) para a fracdo dissolvida de PCBs no volume de agua filtrado foi validado.
Foram obtidos valores de exatid@o e de precisao satisfatérios, com porcentagens
de recuperacao e coeficientes de variacao aceitos internacionalmente. Possiveis
efeitos da matriz na recuperacdo dos analitos foram controlados acertadamente
pelo uso de padrdo surrogate com perdas aceitaveis durante o processo. A
recuperacao obtida para os padrbes de controle utilizados variou na faixa de 65%
a 110%.

A utilidade do método desenvolvido foi testada pela aplicacédo na andlise da
dgua do Canal do Mangue, na regido central do Rio de janeiro. O intervalo
encontrado para o somatério de PCBs totais para as amostras, fragdo de PCBs
dissolvidos somada a fracao associada ao material particulado suspenso, para 0s

41 congéneres estudados variou de 2,17 ngL? a 5,29 ngL!. Os resultados
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obtidos encontram-se abaixo dos valores orientadores maximos sugeridos pela
Administrac@o Oceénica e Atmosférica Nacional dos EUA (National Oceanic and
Atmospheric Administration, NOAA); ndo obstante estdo acima do valor maximo
para o somatorio dos congéneres de PCBs em corpos de 4gua doce superficial
(classes 1, 2 e 3) estabelecido pela legislacdo brasileira, representada pela
Resolugcdo CONAMA N° 357/2005. O perfil de distribuicdo de PCBs de acordo com
0 seu grau de cloragéo sugere a utilizacdo de misturas Aroclor 1254 e 1260, de
fato, as mais comercializadas no Brasil com o nome de Ascarel®. Os resultados
também corroboram para a importancia da exigéncia da diretiva quadro europeia
sobre a agua (DQA, Diretiva 2000/60/CE), no que diz respeito a investigacao do
material particulado em suspensao (MPS), uma vez, que neste estudo, de caso a
maior porcentagem de PCBs encontrada nas amostras de agua advém do MPS.
Por fim, os achados de contaminacao por PCBs nas amostragens realizadas
no Canal do Mangue indicam a necessidade de monitoramento frequente desses
compostos na Regido da Bacia Hidrografica da Baia de Guanabara; area
densamente povoada que pode vir a impactar de maneira negativa na qualidade
da adgua. Mais pesquisas sao fundamentais para permitir uma avaliagdo concreta
dos riscos que esses contaminantes oferecem a vida aquatica e a salde da
populacéo circundante. A determinag&o de niveis de concentracdo de PCBs em
demais rios importantes que drenam a baia de Guanabara, bem como na biota

aquatica podem ajudar a elucidar o grau de contaminacao da baia.
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