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Resumo

Dentre o grupo de 12 substancias tdxicas definidas pela Convencéo de Estocolmo em
2001, as Bifenilas Policloradas representam uma classe de compostos de origem
antropogénica amplamente difundida desde o final da década de 30 nos EUA quando sua
aplicacdo como Oleo isolante para transformadores comecou através de uma mistura
comercial de nome Ascarel. Uma série de relatos na literatura indicam seus efeitos
toxicolégicos uma vez que apresentam cardter bioacumulativo. AlteracOes
neurocomportamentais de recém-nascidos, hepatoxicidade, bronquite e edemas séo alguns
dos sintomas relatados por exposicdo humana a estas substancias. Uma das medidas de
controle das PCBs em territério nacional ocorre através da resolucdo 396 da CONAMA de
2008 que estabelece um valor maximo permitido de 0,5 p L™ para estes compostos em agua
de consumo humano. No entanto, os métodos de analise de PCBs para quantidades téo
pequenas como as da referida resolucdo ainda nédo estdo bem estabelecidas. Neste contexto,
0 presente trabalho apresenta um estudo de validacéo para determinacdo destas substancias
em matriz aquosa através da técnica de Cromatografia Gasosa com Espectrometria de
Massas. Para tal objetivo, configurou-se uma corrida cromatografica de aproximadamente
8,5 minutos utilizando uma coluna de 10 metros. O método programado para monitorar ions
referentes a 21 congéneres de PCBs oriundos de uma solugdo de referéncia certificada,
baseou-se nos espectros do banco de dados do NIST. A curva de calibracéo foi elaborada a
partir da analise de solucdes cujas concentra¢bes encontram-se em uma faixa de trabalho
que visa o atendimento a resolucdo 396 e sua linearidade verificada por graficos de faixa
linear. Os limites de deteccdo e quantificacdo do método atestados por 10 medidas do branco
e a recuperacdo do método avaliada na etapa de preparo da amostra através da extracdo
liquida. A precisdo foi verificada a partir de medicGes do ponto intermediario da curva de
forma sequencial e em dias diferentes e a robustez analisada pela mudanca deliberada de um
dos parametros do método. O método mostrou-se capaz de permitir a determinacdo de
compostos PCBs em amostras de aguas com limite de quantificacdo que atende as
especificacOes legais. Os espectros de massa demonstraram a boa seletividade da técnica
quanto a anélise dos parametros de interesse e a curva de calibracéo retornou valores para o
coeficiente de determinacédo todos acima de 0,99. Obteve-se dados satisfatorios com relagdo
a andlise de precisdo, uma vez avaliada pela dispersdo das medi¢des da solucdo de 4 ppb, e
a recuperacao apresentou valores para todos 0s congéneres dentro da faixa de aceitacéo. Por
fim, a robustez apresentou uma dispersd@o maxima de 7,8% nas medic¢Ges dos padrdes, apesar

da queda na sensibilidade do método.
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1 Introducao

Em 22 de maio de 2001, na cidade de Estocolmo (Suécia), 152 paises assinaram um
tratado internacional conhecido como Convencao de Estocolmo sobre Poluentes Organicos
Persistentes. Este tratado auspiciado pelo Programa das Nagdes Unidas para o Meio
Ambiente objetivou a total eliminacdo de uma classe de substancias toxicas produzidas pelo
homem. O Brasil, como signatario deste tratado, uma vez que o texto estabelece pelo decreto
n°5.472 de 20 de junho de 2005 o banimento destas substancias, assumiu 0 compromisso de
promover a gestao e disposic¢do final destes poluentes em data prevista pelo mesmo até 2025.

Os Poluentes Organicos Persistentes, também conhecidos pela sigla POPs, somam
um total de 12 grupos de substancias listadas pela Convencdo de Estocolmo que prevé em
seu texto o banimento e eliminacdo destes compostos. Por serem altamente estaveis e
lipossoluveis, apresentam elevada toxicidade visto que sdo capazes de acumular-se em
tecidos gordurosos de organismos vivos. Em se tratando dos POPs, alguns compostos como
as Bifenilas Policloradas, também conhecidas pela sigla PCBs, surgem como um desafio
internacional quanto a sua disposicao, tendo em vista que sua utilizagdo ja fora consolidada

em diversos produtos e que se encontra disseminada na natureza em varios niveis.

Diante do potencial toxicolégico das PCBs e por estarem submetidas a Valores
Maximos Permitidos (VMP) definidos em resolucdes e normas presentes na legislacdo
nacional e internacional, o estudo em questdo visa atender a um controle fino desta
substancia no que tange a uma quantidade na ordem de microgramas por litro. Em um
cenario ambiental onde a legislacdo busca limitar cada vez mais as cargas poluidoras
dispensadas na natureza, tornam-se necessarias analises capazes de identificar os mais

variados compostos em diferentes matrizes.

Assim, este estudo tem a motivacao de encontrar, através de uma técnica de andlise
apurada, uma resolucdo capaz de detectar pequenas quantidades destas substancias nocivas.
Desta forma, buscou-se na analise quimica pela técnica de Cromatografia Gasosa e
Espectrometria de Massa implementar um método capaz de quantificar pequenas

quantidades de elementos PCBs utilizando um padrdo de referéncia.

O escopo do estudo envolve a validagdo de um ensaio analitico de alta sensibilidade
para determinacdo dessas substancias de forma a quantificar uma pequena faixa de

concentracdo do composto estudado.
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2 Revisao Bibliografica e Conceitos Fundamentais
2.1 Caracteristicas gerais da Bifenilas Policloradas

As bifenilas policloradas sdo compostos organoclorados de origem antropogénica
produzidos a partir da cloracdo catalitica de bifenilas. S&o constituidos por dois anéis
benzénicos unidos por uma ligagdo entre carbonos e podem apresentar até 10 ligages com
atomos de cloro, conforme ilustrado na Figura 1. Dependendo da posi¢do e da quantidade
de ligagcbes com os atomos de cloro, origina-se uma estrutura diferente, num total de 209
congéneres assim numerados (VALENTE, 2011; MILLS Ill et al., 2007). S&o substancias
de elevada massa molar, densidade e viscosidade, além de apresentar como principais
caracteristicas a ndo biodegrabilidade, a bacteriostaticidade e a bioacumulagdo em tecidos

animais e vegetais.

Figura 1. Estrutura quimica das Bifenilas Policloradas.

meta ortho ortho meta
3 2 2 3
para 4 4’ para
(cn, (Ch),
5 6 6’ L)
meta ortho ortho meta

Fonte: HORWART et al. (2015).

Sua principal aplicacdo comercial envolveu a producdo de um liquido isolante
elétrico denominado “Ascarel”, composto por uma mistura de Triclorobenzeno (TCB) a uma
proporcéo de 60 a 75% de PCBs. Essa mistura comecgou a ser produzida industrialmente na
década de 30 nos EUA pela empresa Monsanto sendo utilizada como 6leo para
transformadores, uma vez que a regulamentacdo publica americana exigia a utilizacdo de
formulacdes isolantes e ndo inflamaveis nas subestacdes de energia. Visto que os 6leos
minerais anteriormente utilizados propiciavam altos riscos de incéndio, as formulagdes a
base de PCBs foram amplamente difundidas pelo mundo. Atualmente diversos setores
industriais utilizam-se das bifenilas policloradas: transformadores, capacitores, bombas de
vacuo, turbinas de transmissao de gas, fluidos hidraulicos, resinas plastificantes, adesivos,
plastificantes para borracha, liquidos de sistemas de transferéncia de calor, 6leos de corte,

lubrificantes, pesticidas e papel carbono sé&o exemplos de aplicagdes destes compostos.

Devido ao grande emprego dessas substancias, estima-se uma producdo mundial
acumulada em 1.200.000 toneladas dos quais 60% sao utilizados em transformadores e
capacitores, 15% como fluidos de transferéncia de calor e 25% como aditivos na formulagédo
de plastificantes, tintas, adesivos e pesticidas (PENTEADO e VAZ, 2001).
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2.2 Toxicidade das PCBs

Alguns trabalhos na literatura relatam que mesmo pequenas quantidades desta
substancia sendo transferidas ao feto humano pela placenta, ja seria o suficiente para
provocar danos neuroldgicos permanentes. Estudos realizados em seres humanos que
consumiram grandes quantidades de peixes em lagos contaminados forneceram evidéncias
de que as PCBs sao contribuintes importantes em sutis alteragdes neurocomportamentais de
recém-nascidos (FAROON et al., 2000). Dados publicados no relatério do Programa
Nacional de Toxicologia (NTP, 2006) trazem conclusdes acerca do PCB 153 que 0 associa
com surgimento de colangioma no figado de ratos que tiveram administradas doses de

aproximadamente 3000 pg por kg de peso corporal.

No acidente ocorrido na cidade de Yusho (Japdo) em 1968, o liquido refrigerante (a
base de PCBs) de um dos trocadores de calor utilizados na refrigeracéo de 6leo de farelo de
arroz acidentalmente vazou, misturando-se ao Oleo comestivel que fora embalado e
comercializado a populacdo local. As concentracdes sanguineas dos pacientes expostos a
altos niveis desta substancia apontaram valores entre 1,5 a 80 g por grama de gordura
corporal. Aqueles expostos a maiores quantidades dessa substancia apresentaram um
conjunto de sintomas denominados “Mal de Yusho”, que incluiam cloracne, hiperqueratose,

bronquite, edema e entorpecimento dos membros (MASUDA, 2009).

De forma geral a toxicidade das bifenilas policloradas é mensurada através de uma
escala conhecida como Fator de Equivaléncia Toxicologica (TEF). O critério adotado para
utilizacdo desta escala baseia-se na similaridade estrutural das PCBs com um padrdo de
referéncia toxicoldgica conhecido por tetraclorodibenzodioxina cujo valor na escala é 1. Este
composto aromatico halogenado apresenta o maior potencial toxicoldgico dentre essas
estruturas, induzindo sintomas como perda de peso, atrofia timica, deterioracdo de respostas
imunoldgicas, hepatoxicidade, porfiria, lesdes dérmicas e toxicidade reprodutiva (SAFE,
1990). Alguns congéneres, de bifenilas coplanares e planares, estdo descritos conforme
Tabela 1.

Tabela 1. Toxicidade de PCBs descrito em termos do TEF.

PCB Classificacdo Toxicidade/Ocorréncia T.E.F.

126 C AlF 0,1
169 C AlF 0,01
77 C AlF 0,0005
180 P M/F 0,0001

P = Planar; C = Coplanar; A = Altamente Toxico; M = Muito Toxico;
F = Ocorre Frequentemente;

Fonte: PENTEADO e VAZ (2001).
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2.2.1 Mecanismo de agéo

Alguns sintomas induzidos por misturas comerciais de PCBs em mamiferos incluem
hepatoxicidade, imunotoxicidade e toxicidade reprodutiva (SAFE, 1984). Os compostos
aromaticos halogenados coplanares, cujos congéneres ndo tém substituicdo de cloro na
posicdo orto, sdo 0s que apresentam maior toxicidade na mistura. O mecanismo de acéo
destas substancias no organismo inicia com a ligacdo no receptor citozoico de
hidrocarbonetos de arilo, uma proteina cuja ligacdo com estes compostos promove a a¢ao
toxica. No organismo de muitas espécies animais esses compostos geralmente sdo
transformados em epdxidos ou metabolitos hidroxilados pela acdo do citocromo P-450.
Esses metabdlitos ao sofrerem mdltiplas reac6es de oxidacdo geram uma estrutura com mais
de uma hidroxila substituinte, podendo levar a formacdo de catecois e hidroguinonas,
espécies que promovem o stress oxidativo no organismo uma vez que sdo capazes de ligar-
se com sitios nucleofilicos de macromoléculas. Outra rota possivel para esses compostos
epoxidos ocasiona a formacdo de metil sulfonas e acidos mercapturicos através da acdo de

enzimas glucationas S-transferases (JAMES, 2001).

Quando testadas a capacidade de algumas bifenilas, numa faixa de mono até
hexacloradas, em formar adutos no DNA através da bioativacdo em microssomos hepaticos
de camundongos, ratos e humanos, verificou-se que apenas 0s congéneres com baixo teor de
cloro foram capazes de o fazer (PEREG et al., 2002). Estudos in vitro demonstram a
formacao de adutos por PCBs e seus metabdlitos, em especial as quinonas, por serem capazes
de ligar-se em proteinas, no RNA e DNA e em lipideos (ROBERTSON e GUPTA, 2000;
MORCK et al., 2002; ZHAO et al., 2004). De fato, alguns estudos in vivo demonstram a
capacidade das quinonas reativas de formar adutos no figado e no cérebro de ratos quando
expostos ao PCB 52 (LIN et al., 2000).

2.2.2 Formas de exposicao

A contaminagdo humana por essas substancias ocorre principalmente devido ao seu
carater de bioconcentracdo e biomagnificacdo. A bioconcentragdo ocorre quando ha aumento
imediato da densidade de um poluente no meio ambiente. Seu mecanismo basicamente
envolve a absorcéo e eliminagdo simultaneas do contaminante pela espécie presente no meio
(GRISONI et al., 2016). O processo de biomagnificacéo resulta no acimulo do contaminante
nos tecidos dos organismos vivos. Em referéncia as PCBs, uma vez que estdo presentes nos
alimentos em concentracbes 100 vezes maior do que a encontrada em &guas
(DROUILLARD, 2008), faz com que 0 homem, que esta no mais alto nivel trofico da cadeia

alimentar, se torne a espécie que mais esta sujeita a exposi¢ao destes poluentes.
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Comumente a populagdo humana tem sido exposta aos componentes menos volateis
das bifenilas, ou seja, 0s que contém maior teor de cloro, por ingestdo. Isto porque essas
espécies concentram-se com maior facilidade em alimentos, geralmente de origem animal.
Estudos epidemioldgicos correlacionam o consumo de peixes como principal fonte de
contaminacdo humana por PCBs, sendo identificadas na fracéo lipidica do soro sanguineo.
WEINTRAUB e BIRNBAUM (2008) citam no levantamento realizado em seu estudo que o
tecido do peixe bagre foi o que apresentou maiores niveis destes compostos chegando a
concentragdes na faixa de 2 a 140 ppm em amostras coletadas por volta dos anos 70 no Lago
Hartwell, localizado no Parque Nacional da Carolina do Sul (EUA). Apéds a proibicéo da
producdo de bifenilas em territorio nacional pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA
(USEPA) no ano de 1979, os niveis divulgados em seus relatérios (USEPA, 2005) indicaram
valores em tecidos de peixe bagre numa faixa média de 0,1 a 0,01 ppm nas amostras

coletadas de lagos e reservatorios de todo o pais entre os anos de 2000 e 2003.

A contaminacdo humana pelos componentes volateis das bifenilas, com menor teor
de cloro, ocorre principalmente pela inalacdo. Relatos na literatura registram altas
concentracdes de PCBs dispersos no ar em regides industriais e densamente povoadas como
as cidades de Chicago, Filadélfia e Nova lorque (HU et al., 2010; DU et al., 2009; PALMER
et al., 2008). Esses compostos volateis ficam dispersos na atmosfera em funcdo da
temperatura, os quais geralmente sdo liberados na natureza por vazamentos, residuos
industriais ou até mesmo por materiais de construcdo contaminados. Um estudo feito na
Alemanha em escolas construidas entre 1960 e 1980 com material selante contendo uma
mistura de PCBs, indicou maiores concentragdes dos congéneres 28 e 53 nos niveis
sanguineos de seus professores (GABRIO et al., 2000). Um dos relatérios da agéncia
ambiental norte-americana (USEPA, 1998) identifica em inventario nacional acerca das
potenciais fontes de emissdo de PCBs com origem em TSDFs (InstalacGes de tratamento,
estocagem e eliminacgdo), aterros sanitéarios, lancamentos acidentais (vazamentos e incéndios

de transformadores) e locais contaminados (Projeto Superfund).

2.3 Impacto ambiental
A poluicdo ambiental associada as bifenilas policloradas costuma ser dividida em

dois tipos: a frio ou a quente.

A contaminagdo de corpos hidricos por estes compostos expondo o ambiente
aquatico a uma série de espécies quimicas hidrofébicas que se acumularam ao longo de anos
é denominada poluicdo a frio. A incorporacdo das PCBs neste ambiente sucede tanto por

vazamentos de fluidos contendo estas espécies como transformadores, capacitores, depositos
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de lixo e aterros sem protecdo, quanto por descarga de efluentes industriais e urbanos em
rios e lagos. Devido a agdo das correntezas, ha registro de que estes poluentes ja ingressaram
em regiGes remotas do globo, disseminando-se em varios ambientes contaminando varias

biotas.

Estima-se que a concentracdo de PCBs na atmosfera de paises de clima tropical varie
entre 74 e 46000 pg m= quando proximos as fontes emissoras (IWATA, 1994) e que da
producdo mundial de 1,2 milhGes de toneladas ainda 783 mil ainda se encontram acumulados
em equipamentos elétricos e outros produtos depositados em aterros e lixdes, sendo que
apenas 43 mil ja foram degradados ou incinerados para um total de 374 mil ainda acumulado
na natureza (TANABE, 1988). No atual contexto brasileiro, de acordo com o Inventério
Nacional de PCBs publicado pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA) no ano de 2015,
estima-se que haja entre 20 e 30 mil toneladas de residuos a base de PCBs, das quais cerca
de 40% carecem de tratamento adequado (MMA, 2015a).

Por outro lado, quando submetidas a temperaturas superiores a 400 °C, em presenca
de oxigénio, ocorre a formacdo de compostos toxicos denominados furanos e dioxinas,
dando origem a chamada polui¢do a quente. Estes compostos também classificados como
POPs, acumulam-se no meio ambiente dando origem a um local de alto risco para os seres
Vivos uma vez que apresentam natureza lipofilica e se depositam em alimentos de origem
animal. Conhecidas como dibenzo-p-dioxinas policloradas (PCDD) e dibenzofuranos
policlorados (PCDF), estas espécies podem apresentar diferentes ligacdes com atomos de
cloro e, tal como as PCBs, apresentar uma certa quantidade de congéneres que caracterizam
sua estabilidade e toxicidade. A Figura 2 apresenta a estrutura quimica destes compostos que
podem ter origem em produtos quimicos ou em processos de combustdo de acordo com
relatorio da Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 1987).

Figura 2. Estrutura quimica das dibenzo-p-dioxinas policloradas (PCDDs) e

dibenzofuranos policlorados (PCDFs).

Clx

Fonte: EA (2009).
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2.4 Legislagéo voltada para PCBs

O interesse nos maleficios causados por compostos organoclorados surgiu na década
de 60, muito a partir do amplo uso de pesticidas a base de DDT (Diclorodifeniltricloroetano).
Em 1966 o pesquisador sueco Soren Jensen encontrou compostos desconhecidos ao analisar
a presenca de pesticidas em amostras bioldgicas. Estes compostos foram identificados como
sendo bifenilas policloradas originadas de uma mistura comercial (JENSEN, 1966). Desta
forma, novos trabalhos comecaram a ser realizados com o intuito de identificar esses
compostos na natureza, contudo o interesse publico nas PCBs é despertado somente a partir
de 1968 com o acidente na cidade de Yusho no Japéo.

Em 1971 a Monsanto, maior produtor mundial de produtos quimicos a base de PCBs,
limita voluntariamente a venda de misturas comerciais destas substancias a equipamentos
elétricos fechados, também recomendando outras restri¢cdes de uso como a troca dos fluidos

refrigerantes dos sistemas de troca térmica por outros livre de PCBs.

A USEPA, em 1975, envia ao congresso norte americano o projeto de Lei de Controle
de Substéncias Toxicas (TSCA) incluindo as PCBs. Aprovado em 1976, o texto sofre uma
série de alteracOes, resultado de ac¢des judiciais contestando prazos para eliminacdo dos
equipamentos com tal conteddo, entre outros motivos. Os EUA dispdem de uma normativa
que estabelece regras gerais com alto grau de detalhamento e abrangéncia acerca das PCBs.
E possivel encontrar no Registro Federal série 40 parte 761 (CRF-40/761, 1990) o texto que
estabelece uma classificacdo para contaminacdo a partir do uso de transformadores e
capacitores, com base no teor de PCBs, bem como procedimentos para utilizacdo, registro e

descarte desses equipamentos com base no seu grau de contaminacéo.

Em 29 de janeiro de 1981 é promulgada no Brasil a Portaria Interministerial 019 cujo
texto estabelece regras para uso, producdo, comercializacdo e aquisicdo de equipamentos
contendo PCBs (6leo Ascarel). O texto proibe a fabricacdo, comercializacdo e uso de PCBs
em todo o territorio nacional, bem como seu descarte em aterros sanitarios e cursos de agua,
permitindo assim apenas 0 armazenamento ou a eliminacdo desses produtos. Com relagdo
aos transformadores em operacao apenas permite o uso do fluido Ascarel enquanto nédo for
necessario seu esvaziamento, caso o seja feito, 0 mesmo deve ser substituido por outro livre
de PCBs (MIC/MI/MME, 1981). Com o inicio da politica de restricdo dessas substancias em
territério nacional, surgem com o passar do tempo novas regras que estabelecem cuidados
com o seu uso. Em junho de 1983 a Secretaria Especial do Meio Ambiente (SEMA) resolve

na Instrucdo Normativa n°® 1 (STC/CRS-001) regras e procedimentos para manuseio,
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armazenamento e transporte de materiais ou residuos contendo bifenilas policloradas
(SEMA, 1983).

Uma serie de resolucdes e decretos tem sido publicados em territorio nacional desde
1981, visto que o Brasil como um signatario do protocolo de Estocolmo em 2005
(ESTOCOLMO, 2005) sela compromisso em gerir e dispor de produtos a base de PCBs até
data preestabelecida. Como rota de agdo, o Ministério do Meio Ambiente estabelece em 2015
o Plano Nacional de Implementacéo da Convencéo de Estocolmo (MMA, 2015b) que surge
como uma base de orientacdo para acéo publica e privada, visando a eliminacdo dos POPs
em territorio nacional. Atualmente, o Brasil dispde de um manual de gestdo de equipamentos
e residuos contaminados com PCBs publicado pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA,
2015c¢), que auxilia de forma técnica os detentores dessas substancias a promoverem
corretamente a operacdo de manuseio, armazenamento, controle, transporte e destinacdo
final de itens contaminados a fim de minimizar quaisquer riscos inerentes. Com isso visa

atender ao plano de total eliminacgdo dessas substancias até 2025.

Algumas diretrizes legais visam minimizar a presenca destas substancias em
territdrio nacional. Vale aqui ressaltar a resolugdo de nimero 396 do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA, 2008), que trata da classificacdo e das diretrizes ambientais
para enquadramento de aguas subterraneas. Visando buscar a conservacdo dos recursos
hidricos do pais, a resolucédo estabelece valores maximos permitidos de cargas inorganicas e
organicas em corpos d’ agua, sendo que para bifenilas policloradas os limites estabelecidos
sdo de 0,5 pg L para agua de consumo humano e 0,1 pug L para seu uso em recreagdo. A
resolucédo estabelece a somatoria das concentracfes dos PCBs 28, 52, 101, 118, 138, 153 e
180 como valor a ser atendido. Conhecidos como congéneres indicadores, estes 7 compostos,
utilizados como referéncia na resolucdo, sdo aqueles mais facilmente encontrados em
misturas comerciais de PCBs e responsaveis por mais de 90% da contaminacdo mundial por
bifenilas policloradas (COCCO, 2011).

2.5 Meétodos de determinacdo de PCBs

Atualmente dispde-se de uma série de métodos disponiveis para quantificacdo de
PCBs em diferentes matrizes. Por ndo haver um unico procedimento que sirva como
referéncia ou seja recomendado como padrdo, cada método de andlise apresenta suas
peculiaridades assim como equipamento utilizado, metodologia de extracdo, espécies de
congéneres analisadas, entre outros. Pesquisas sao realizadas para o desenvolvimento destes
métodos, tal como sdo utilizados na forma de rotina em laboratorio credenciados de analise.

A metodologia de analise destes laboratorios é operacionalizada através do Procedimento
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Operacional Padrdo (POP) o qual sistematiza um método com as etapas a serem seguidas
para determinagdo de um dado analito e promovem sua validagdo para garantir a
credibilidade da estratégia analitica implementada (RIBANI et al., 2004).

No trabalho de ADORNO (2013) ha o desenvolvimento de um método de extragdo e
determinacdo de PCBs provenientes de 3 diferentes matrizes: dleo Ascarel, amostras de
reatores anaerdbios em batelada e solo. Neste estudo foram testadas extracdes em fase sélida,
cromatografia em coluna de silica e extracao liquido-liquido com n-hexano, sendo que as
duas primeiras apresentaram maior eficiéncia. A analise feita por Cromatografia Gasosa com
detector por captura de elétrons (GC-ECD) apresentou diferentes valores de limite de
quantificacdo (LQ) para cada PCB monitorado, 0os quais estdo ilustrados na Tabela 2. A
extracao por silica gel e em fase sélida apresentaram maior eficiéncia.

Tabela 2. Limites de quantificacdo para PCBs monitorados da analise feita por GC-ECD
em amostras originadas de reatores anaerdbios.

PCB LQ (mgL?)

10 0,902
28 0,348
52 0,375
138 0,192
153 0,181

Fonte: ADORNO (2013).
Métodos para analise em alimentos também foram estudados por alguns autores.
SCHWANZ et al. (2012) trabalharam no desenvolvimento de um método para determinacgao
de PCBs em amostras de milho. Neste estudo as amostras foram submetidas a uma extragdo

em fase sélida e analisadas por Cromatografia Gasosa com espectrometria de massas.

Uma analise feita sobre a quantidade de bifenilas totais no sangue humano demostrou
que os principais congéneres presentes nesta matriz sdo os PCBs 138, 153 e 180. Este estudo
realizado por KRAFT et al. (2017) promoveu uma amostragem em dois grupos de pessoas
originarias de duas regibes diferentes da Alemanha, ambas expostas a locais com maior
concentracdo destas substancias no ar. As amostras foram submetidas a uma extracao liquida
e analisadas por cromatografia gasosa com espectrometria de massas. Obteve-se um
cromatograma com aproximadamente 171 resultados (espécies identificadas) e seu limite de

quantificacdo avaliado em uma faixa de 30 a 950 pg g* de contetdo lipidico.

Outros métodos desenvolvidos para determinagdo de bifenilas policloradas
utilizaram a técnica de imunoensaio. LAMBERT et al. (1997) realizaram um estudo para
determinacédo de PCBs por imunoensaio em amostras de rejeito de 6leo. A extracéo realizada
neste estudo envolveu a adi¢do de acetonitrila a amostra e posterior centrifugacdo. Apos,
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realizou-se a oxidacdo do extrato o qual percorreu uma fita cromatografica cuja regido de
eluicdo dos PCBs foi separada, tratada com metanol e utilizada para a andlise por
imunoensaio. A faixa de sensibilidade do teste ficou entre 5 e 50 ppm.

Esta técnica de imunoensaio (ELISA) é melhorada por KIM et al. (2000) que
trabalhou tanto na concentracdo de antigeno e anticorpo utilizado quanto no tempo de
incubacgdo da técnica. Desta forma, ao realizar a analise de cinco amostras de dleo para
isolamento elétrico, alcancou maior sensibilidade quando comparada a dos Kits de ensaio
comercial. Foram feitos alguns testes com diluicdo direta, extracao liquida, extracdo acida e
em fase s6lida, obtendo-se melhor recuperagdo nesta Gltima. Desta forma obteve-se maiores
valores nas medi¢Oes da quantidade total de PCBs tanto na amostra quanto no padré&o.

Os trabalhos mencionados lidam com diferentes matrizes, objetivando um tipo de
andlise feita sobre diferentes formas de extracdo ou quantidade de congéneres. Grande parte
das andlises sdo realizadas sob a 6tica das técnicas de Imunoensaio e Cromatografia Gasosa
(NRC, 2011), ainda que aparecam alguns estudos que fazem esta determinacdo por
potenciometria. ANTONELLO et al. (2007) promoveram um estudo para determinacéo de
PCBs em dleos minerais isolantes através da técnica potenciométrica com eletrodo seletivo
para cloreto. O trabalho encontrou resultados satisfatérios quando comparados com 0s
obtidos por analise cromatografica e propés o método avaliado como uma solucdo
econémica para uma analise de facil operacdo, apesar de estar limitado ao monitoramento

em faixas de contaminac&o proximas a 50 pg mL™2.

2.5.1 Analise por Imunoensaio

A técnica de imunoensaio utilizada para determinacdo de bifenilas policloradas é
conhecida como Ensaio Imunoldgico com Absor¢do Enzimatica (ELISA). Esta técnica
descrita por ENGVALL e PERLMANN (1971) baseia-se na interacdo antigeno-anticorpo na
qual uma enzima é ligada de forma covalente a um anticorpo especifico formando um
complexo que ira ligar-se com o antigeno (espécie de interesse) e originar um produto
colorido que indica a presenca do mesmo. Para quantificacdo dos dados torna-se necessario
a utilizacdo de um fotdmetro diferencial que ira reproduzir os valores de concentragdo. Sua
aplicacdo para determinacdo de bifenilas policloradas foi patenteada em 1994 como um
método para quantificar com precisdo estas substancias através da utilizacdo de reagentes
concorrentes que competem com as PCBs presentes na amostra para ligar-se em sitios ativos
de anticorpos que reconhecem e tem afinidade por estes congéneres (CARLSON e
SWANSON, 1994). Disponivel como um kit de analise conhecido como EnviroGard PCB

Test Kit® desenvolvido pela Milipore Inc. (atual Merck Milipore), é utilizado para
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verificacdo de amostras ambientais permitindo apenas uma analise de matrizes com maior
grau de contaminagdo, pois a técnica apresenta, de acordo com a fabricante, um limite de
deteccdo de 3,3 mg kgL Sua utilizagdo em campo com a analise de amostras de solo e tecido
de peixe, coletados na regido dos Grandes Lagos da América do Norte, apresentou uma
sensibilidade na ordem de 0,83 a 1,1 mg kg™ para sedimentos e de 1,6 a 1,7 mg kg™ para
tecidos de peixe (RITCHER et al., 1994).

Em termos de custo este tipo de andlise torna-se menos dispendiosa do que outras
técnicas classicas aléem de ser capaz de realizar uma verificacdo mais rapida, contudo
apresenta apenas resultados relativos a quantidade total de PCBs ndo sendo possivel resolvé-
los separadamente, além de apresentar menor sensibilidade quando comparada a

cromatografia gasosa.

2.5.2 Analise por Cromatografia Gasosa

Atual técnica difundida para analise de bifenilas policloradas e utilizada no escopo
deste trabalho, a cromatografia, segundo LANCAS e MCNAIR (1983), trata-se de um
método fisico de separacdo que basicamente envolve a particdo de alguns componentes
através de duas fases: uma delas fixa e composta por uma grande area superficial
denominada fase estaciondria, e outra contendo os componentes a serem separados que
percola através da fase estacionaria denominada fase mével. Quando classificada como
cromatografia gasosa (GC), esta, por sua vez, utiliza a fase mdvel no estado gasoso a qual é
composta por uma aliquota da amostra vaporizada contendo as espécies de interesse e 0 gas
de arraste, constituido por um componente inerte de alta pureza cujo propdsito é transportar

as moléculas através da coluna de separagéo.

Componente chave para a separacao e resolucéo das espécies de interesse, a coluna
de separacdo € o item que comporta a fase estacionaria podendo ser utilizada de diferentes
formas de acordo com sua aplicacdo. Atualmente a coluna capilar com recobrimento interno
(fase estacionaria) ¢ o tipo de coluna mais utilizada nas analises cromatograficas. Recobertas
geralmente com polissiloxanas possuindo hidroxilas terminais, permite a utilizacdo de
maiores temperaturas e analise de compostos com maiores massas molares (PEREIRA et al.,
1996). Este tipo de coluna apresenta normalmente didmetros na ordem de 0,15 a 0,75 mm
com comprimentos que vao de 10 a 100 m. Além disso, devido seu grande poder de resolugéo
permitiu que a técnica evoluisse para uma nova nomenclatura: Cromatografia Gasosa de
Alta Resolucdo (HRGC).

O procedimento de preparo da amostra para posterior analise no equipamento é uma

etapa de extrema importancia na analise por cromatografia gasosa. Ela tem como objetivo a
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separacao dos compostos de interesse de outros que séo interferentes oriundos da matriz. A
extragdo constitui uma operagdo determinante para segregacéo das substancias de interesse
0 que, no caso das PCBs, fundamenta-se no seu carater apolar. Quando se promove a analise
destas substancias e a amostra tem sua matriz no estado liquido é possivel tanto solubiliza-
la através de um solvente organico em uma extracéo liquido-liquido, quanto reté-la em um
filme sorvente (fase solida) em uma extragdo em fase sélida. O trabalho de PENTEADO e
VAZ (2001) cita que para solos e sedimentos as extragdes mais utilizadas sdo por ultrassom,
centrifugacdo e por extrator soxhlet. No caso de amostras sdlidas tambem é necesséria a
etapa de cleanup que utiliza basicamente a adsorcdo em fase solida para que ocorra a
“limpeza” do extrato da matriz pela eliminagdo de qualquer interferente (CAVALCANTE
et al., 2008). Um procedimento comum para a adsorcao é a cromatografia de coluna, na qual
se preenche a mesma com uma fase estacionaria (solvente) na presenca do material
adsorvente, geralmente silica e/ou alumina, sobre o qual circula uma fase movel liquida
contendo o extrato da matriz (DEGANI et al., 1998). Na saida da coluna utiliza-se ainda um

microfiltro de forma a evitar a passagem de qualquer particula sélida no extrato final.

Na quantificacdo do teor de PCBs em amostras ambientais, a cromatografia gasosa
pode ser utilizada por meio de dois modos de operacao: um método baseado na comparacao
com misturas técnicas e outro baseado na quantificacdo individual de congéneres. No
método comparativo ha na amostra a quantificacdo de um subconjunto de PCBs, 0s quais
estdo presentes em misturas técnicas, comparando seus perfis cromatograficos para obter-se
uma estimativa da concentracdo destes congéneres. Por outro lado, no método de
quantificacdo individual a analise é feita sobre cada congénere, resultando em um

cromatograma mais preciso que descreve o perfil de PCBs presentes na amostra.

O método 1668B (USEPA, 2008), publicado pela agéncia de protecdo ambiental
norte americana, € um exemplo de guia que serve de orientacdo para as préaticas de andlise
baseada nos dois modos de operacdo. Nele ha recomendacfes do aparato para preparo e
andlise da amostra. Para extracdo em fase liquida, cita a utilizacdo de funil de separagéo e
para extracdo em fase solida a utilizacdo de cartuchos SPE (Solid Phase Extraction).
Recomenda a utilizacdo de evaporador rotatério, concentrador Kuderna-Danish ou
evaporador com nitrogénio para secagem do solvente e vials de vidro para acondicionar a
amostra concentrada. Também especifica condi¢des para anélise por cromatografia gasosa
tais como modo de injecdo splitless (toda amostra injetada entra na coluna) e programa de

temperatura.
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A norma brasileira NBR 13882 (ABNT, 2005) expressa dois métodos para
determinacdo de PCBs oriundas de liquidos isolantes elétricos ndo halogenados. Nela é
apresentada a cromatografia gasosa com deteccdo por captura de elétrons como um método
de analise do teor e do tipo de PCB. Estabelece uma recomendacdo quanto as condicdes
cromatograficas a serem utilizadas e também acerca do tratamento para purificacdo da
amostra, sendo este feito em uma coluna de extracdo em fase soélida. Informa que a
quantificacdo é feita sobre curva de calibracdo construida a partir de solugcdes padrdo Aroclor

e que o limite de deteccdo do método é apreciado em 2 mg L.

A metodologia de anélise deste trabalho guiou-se em algumas instrugdes previstas
no método 1668B da USEPA, apresentando diferencas no que tange a etapa de concentracao
e condi¢des cromatograficas. Desta forma buscou-se desenvolver uma metodologia de
trabalho rapida o suficiente para permitir seu uso de forma rotineira em um laboratoério de
andlise, sendo capaz de lidar com um maior volume de amostras. Enquanto o programa de
temperatura proposto pelo método 1668B resulta numa andlise cromatografica de
aproximadamente 1 hora, sera enfoque do método proposto reduzir este tempo, para permitir
maior rotatividade no nimero de amostras analisadas, porém mantendo um limite de

quantificacdo capaz de atender a CONAMA 396.

O sistema de deteccdo que apresenta atualmente uma série de vantagens para
identificacdo de congéneres de PCBs é o detector seletivo de massas ou Espectrdmetro de
massas (MS). Este tipo de detector oferece maior seletividade na aquisi¢éo de dados em uma
operacao rotineira uma vez que trabalha na deteccdo dos ions especificos de cada analito de
interesse. Acoplado ao cromatdgrafo gasoso (GC), origina a técnica de enfoque do presente

trabalho, a Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS).
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3 Materiais e Métodos
3.1 Reagentes

Para validar o estudo, solucBes padrdo foram preparadas a partir de uma solucao
padrdo de PCBs contendo 21 compostos na concentra¢io de 100 pg mL™ certificada pelo
nome PCB Calibration Check Solution da AccuStandard® Inc. As diluigBes realizadas a
partir desta solugéo foram feitas utilizando acetona de alta pureza (100%), obtida em garrafa
de 4 L e comercializada pela Honeywell®. Diclorometano grau pesticida (Honeywell®)
obtido em garrafa de 4 L e sulfato de sodio anidro em frasco de 1 kg (Dinamica® Quimica
Contemporanea Ltda). foram utilizados nas extrages em fase liquida. Extran (Merck®) em

fase liquida foi utilizado no preparo dos banhos de imersdo para limpeza de vidraria.

3.2 Instrumentacéo

O equipamento utilizado para a andlise dos compostos de interesse foi um
cromatdgrafo gasoso modelo GC-2010 Plus equipado a sua esquerda com um espectrometro
de massas modelo QP2010 ULTRA fabricado pela Shimadzu Corp. (Kyoto, Japdo) o qual é
ilustrado na Figura 3. Para injecdo de amostras no equipamento utilizou-se um autoinjetor
AOC-5000 da Shimadzu Corp. com capacidade para operar no modo headspace e injecéo
liquida, equipado com seringa de 10 uL para recolhimento das aliquotas. A coluna
cromatografica utilizada foi uma ZB-5ms (Zebron) comercializada pela Phenomenex® com
10 metros de comprimento e 0,10 mm de didmetro, cujo recheio contém uma camada interna
de 0,10 um de espessura composto de 5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano. O programa de
temperatura utilizado para a corrida cromatografica esta descrito na Tabela 3, contemplando
um tempo total de aproximadamente 8,5 minutos. O gas de arraste utilizado foi Hélio com
pureza de 99,999% fornecido em cilindro de 200 bar comercializado pela empresa Linde
(Linde AG, Alemanha). Uma bomba de vicuo com palhetas rotativas Edwards E2M 1.5
(BOC Edwards, Reino Unido) foi utilizada para atingir uma pressdo abaixo de 1.10* Pa nas

corridas cromatograficas.

Figura 3. Cromatdgrafo GC-2010 Plus com espectrdmetro de massas QP2010 ULTRA.




DEQUI / UFRGS — Antbnio Henrique Pizzatto 15

Tabela 3. Programa de temperatura utilizado para analise no cromatografo gasoso
GCMS-QP2010 ULTRA.

Etapa Temperatura (°C) Rampa (°C/s) Patamar (S)
1 60 - 0,5
2 300 40 2

3.3 Condigdes do equipamento

As condicdes que estabelecem a inje¢do de amostra, pressao do gas de arraste, vazdes
utilizadas e temperatura na fonte estdo descritas na Tabela 4. Estes parametros séo fixados
através do software do equipamento GCMS Real Time Analysis.

Tabela 4. Condic6es do equipamento para corrida cromatogréfica.

Item Parametro Modo Configurado
Temperatura da fonte (°C) 300
FONTE Temperatura da interface (°C) 300
Modo de injecéo Splitless
INJECAO Volume injetado (uL) 1
Temperatura de injecao (°C) 300
Gés de arraste Hélio
Pressdo primaria (kPa) 550
x X Pressao (kPa) 2914
PRESSAQ E VAZAO Vazio total (mL min™?) 10,5
Vaz&o na coluna (mL min™) 0,47
Vazio de purga (mL min™?) 3

Sendo o local de realizacdo do estudo um laboratério de analises, o0 mesmo forneceu
um controle da temperatura e umidade da sala do equipamento, juntamente com linhas de
gas que ndo indicaram nenhuma espécie de vazamento; considerou-se essas condicdes

constantes ao longo do estudo.

3.4 Programacdo da metodologia de analise do equipamento

No software do equipamento sdo fixadas as condi¢cdes de temperatura, injecdo e
vazdo do cromatografo, estabelecendo assim um método de analise que ira ser conduzido
toda vez que a corrida cromatografica for realizada. Neste método também séo estabelecidas
as condicdes do espectrometro de massas, sendo elas, a temperatura da fonte de ions e o
modo de operacdo. Este tipo de detector permite trabalhar com dois modos de operagéo:
modo SCAN e modo SIM. Em ambos necessita-se explicitar o intervalo de tempo em que
ocorrera a varredura de massas pelo detector a contar do inicio do programa de temperatura.
O presente estudo ponderou intervalo de 1 a 8 minutos da corrida cromatografica para

varredura tendo em vista que os congéneres de interesse aparecem nessa faixa.

O modo SCAN que fornece uma varredura ndo seletiva de massas pelo espectrometro
foi utilizado, pois possui menor sensibilidade, para averiguar a possibilidade de identificacéo

dos congéneres presentes na solugdo padrdo utilizada. O modo SIM (Monitoramento
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Seletivo de fons), utilizado para o desenvolvimento do estudo, apresenta maior seletividade,
uma vez que monitora especificamente apenas as espécies de ions selecionados dentro da

janela analitica especificada.

Apesar dos congéneres apresentarem muitas semelhancas estruturais sendo em
grande parte isbmeros, cada um apresenta um conjunto de ions caracteristicos quando
submetidos a anélise por espectrometria de massas. Desta forma, quando o método SIM &
selecionado, abre-se a possibilidade de monitorar para cada congénere o ion principal de
interesse e alguns mais, denominados ions de referéncia, os quais foram especificados com
base nas bibliotecas do NIST (Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia). Assim, foi
possivel programar o método para que houvesse a varredura dos ions referentes a cada
congénere presente no padrdo analisado. Os valores expressos na forma de razédo
massa/carga foram retirados do arquivo de biblioteca NIST que acompanha a base de dados
do software do equipamento e inseridos no método desenvolvido. A Tabela 5 apresenta 0s
ions inseridos no programa para analise de cada congénere presente no padrdo analisado e o

seu respectivo tempo de retencéo.

Tabela 5. Lista de congéneres analisados, seus respectivos ions monitorados e tempos de

retencao.

PCB Calibration Check Solution  lon principal  lons de referéncia tr
Congénere m/z minutos
PCB 8 152 222,224 4,365
PCB 18 186 256, 258 4,605
PCB 28 186 256, 258 4,88
PCB 44 220 222,292 5,165
PCB 52 292 220, 290 5,06
PCB 66 292 220, 290 54
PCB 77 292 220, 290 5,725
PCB 101 326 254, 328 5,51
PCB 105 326 324, 328 5,97
PCB 118 326 324, 328 5,842
PCB 126 326 324, 328 6,145
PCB 128 360 362, 145 6,215
PCB 138 290 360, 145 6,075
PCB 153 360 362, 145 5,94
PCB 170 394 396, 324 6,55
PCB 180 394 396, 324 6,405
PCB 187 394 396, 162, 324 6,145
PCB 195 430 428, 358 6,77
PCB 201 430 428, 358 6,34
PCB 206 464 462, 394, 196 7,1

PCB 209 498 214,500, 496 7,305
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Apesar de alguns congéneres apresentarem 0S mesmos ions monitorados, estes
aparecem em tempos de retencéo diferentes para cada composto, devido as diferencas de seu
ponto de ebulicdo e de interacdo destes compostos com a fase estacionaria. A verificacdo do
tempo de retencédo de cada congénere foi realizada através da injecéo da solucéo padrdo com

0s 21 parametros na concentracdo de 0,1 ppm, possibilitando a identificacdo de cada pico.

Como no cromatograma aparecem picos referentes a ions idénticos em tempos
diferentes, identifica-los ndo é uma tarefa intuitiva sem conhecer sua ordem de elui¢do. O
método 1668B da USEPA apesar de apresentar dados de uma anélise realizada em coluna
DB-1 (100% dimetilpolisiloxano), foi utilizado como referéncia para verificar o tempo de
retencdo de alguns congéneres com 0s mesmos ions monitorados. Para identificagdo de todos
0s componentes do presente estudo, utilizou-se outros textos da literatura que promovem a

determinacdo dos 209 congéneres.

No trabalho descrito por MATSUMURA et al. (2002) caracterizou-se todos os 209
congéneres a partir de solug¢bes padrdo utilizando uma coluna HT8 (8% difenil) obtendo-se
a ordem de eluicio de todos 0s compostos. O mesmo ocorreu no trabalho de MYDLOVA-
MEMERSHEIMEROVA et al. (2009) os quais trabalharam com a separa¢do dos 209
congéneres em uma coluna capilar DB-5. Desta forma configurou-se o método pela ordem
de aparicdo destes compostos, uma vez que as condi¢bes das colunas sejam proximas as

utilizadas neste estudo

3.5 Proposta de validacdo do método de anélise

A anélise da adequacdo do método foi feita com base nos pardmetros analiticos
propostos, em carater de orientacdo, pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO), no documento DOQ-CGCRE-008 (INMETRO, 2010) para a

validacao de ensaios laboratoriais, que sdo:

e Seletividade

e Linearidade

e Faixa de trabalho e Faixa linear

e Limite de Detecgéo

e Limite de Quantificacdo

e Tendéncia/recuperagéo

e Precisdo
Repetitividade
Precisdo Intermediaria
Reprodutibilidade

e Robustez
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3.5.1 Seletividade

Para verificar a seletividade do método utilizou-se as configuracdes programadas no
software do equipamento para monitorar cada ion referente aos parametros presentes na
solucgdo padréo, que foi injetada a concentragdo de 0,1 mg L. Os dados obtidos serviram
para verificar o poder de resolucdo da técnica e confirmar o tempo de retencdo de cada

parametro.

O trabalho de revisdo de RIBANI (2004) cita que é possivel avaliar a seletividade
através da comparacao do espectro de picos obtidos na analise de um padrdo em comparagdo
com o de uma amostra. Desta forma realizou-se testes comparando dados obtidos de duas
injecBes, uma delas da amostra contendo a matriz de interesse, e a outra da solucéo padrao.
A amostra obtida de uma empresa petroquimica e utilizada como &gua para consumo
humano foi escolhida visando atendimento da CONAMA 396. O cromatograma obtido pela
injecdo da amostra apds extracdo liquida foi comparado com aquele referente a solugédo
padrdo. Os picos provenientes da analise do padrdo tiveram seus espectros de massas

comparados com os obtidos no cromatograma da amostra a0 mesmo tempo de retengéo.

3.5.2 Linearidade

A linearidade representa a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo da substancia analisada, dentro de uma faixa de aplicacao
(ICH, 1995). Como a relacdo entre a concentracdo das substancias de interesse e o sinal
obtido no método ndo é previamente conhecida, torna-se necessaria a utilizacdo de

padronizacéo interna ou externa para obter-se esta relagédo (INMETRO, 2010).

A relagdo entre a concentracdo dos congéneres e o sinal da analise cromatogréafica
foi obtida através de padronizacdo externa, analisando-se diferentes concentracGes da
solucdo padrdo. Assim construiu-se a curva de calibracdo, a qual correlaciona a concentracéo
do analito com a area integrada do pico correspondente ao congénere identificado, através
da Equacéo 1:

y=ax+b 1)
Sendo:
y = drea sob o pico;
a = inclinacdo da curva (sensibilidade);
X = concentragcdo do analito;

b = interseccdo com o eixo y quando x = 0.
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3.5.3 Faixa de trabalho e faixa linear

Para implementacdo de um ensaio ha uma faixa de concentrac6es na qual € possivel
realizar a analise. De acordo com o documento DOQ-CGCRE-008 (INMENTRO, 2008) a
faixa de trabalho deve cobrir o intervalo de aplicacdo do ensaio e conter a quantidade de
interesse ao centro desta faixa juntamente com o limite de quantificagdo proximo ao limite

inferior.

A validacdo do ensaio proposto para determinacdo de PBCs envolveu uma faixa de
trabalho com o objetivo de cobrir a quantidade alvo dos parametros de interesse em funcéo
da resolucdo 396 da CONAMA que coloca como valor maximo permitido (VMP) a
quantidade de 0,5 ug L™ de bifenilas policloradas para agua de consumo humano e um limite
de quantificacio de 0,01 pg L. Para atender este requisito utilizando um equipamento com
limite de deteccdo mais elevado, utilizou-se a concentracdo prévia da amostra. Desta forma,
foi proposto um ensaio com etapa de preparo que, ao receber 1 L de amostra, a concentra
para um volume final de 1 mL. Devido a esta etapa de concentracéo, se a resolucdo atendida
indica uma tolerancia de até 0,5 ug L?, este valor ao final do ensaio é equivalente a
0,5 ug mL* ou 500 ug L. Desta forma optou-se por trabalhar em quantidades menores que

0 VMP de forma apresentar uma validacao criteriosa.

Dilui¢des necessarias para aplicacdo da faixa de trabalho foram realizadas a partir da
solucdo mée de 1 mg L* ilustrada na Figura 4, a qual foi preparada a partir do padrio
certificado. A faixa de concentragGes coberta pela curva de calibragdo foi de 0,7 a 10 pug L

(ppb) num total de 5 pontos avaliados em duplicata.

Figura 4. Solucdo mée de 1 mg L™ do padréo de curva de PCBs.

A andlise da faixa de linearidade da curva de calibracdo foi realizada no software
Microsoft Excel® 2016, avaliando-se os residuos de interpolagio e as razdes sinal/massa,
conforme sugerido por AUGUSTO et al. (2000).

Em relacdo aos residuos de interpolacéo, definidos como a diferenca entre o valor da
area do pico obtido experimentalmente e o previsto pela Equacdo 1, foi analisada a
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aleatoriedade destes em um grafico de residuos por concentracdo do analito. Nesta analise,
assume-se comportamento linear para um dado componente quando a distribuicdo obtida

ndo apresenta indicios de um erro sistematico.

Adicionalmente, sabe-se que quando uma curva analitica ndo apresenta erros
indeterminados e esta dentro de uma faixa linear, a razdo sinal/massa de cada ponto
experimental corresponde exatamente ao coeficiente angular da equacdo da reta
(AUGUSTO et al, 2000). Desta forma, considerou-se uma faixa de erro aceitavel entre 95 e
105% do valor correspondente ao coeficiente angular da equacdo da reta obtida e calculou-
se a razdo sinal/massa de cada ponto experimental da curva dos PCBs analisados. Assim,
como uma verificacdo adicional da faixa linear, plotou-se o gréfico de razdo sinal/massa por
concentracdo de analito e foi avaliado se todos 0s pontos obtidos corresponderam a um valor

do coeficiente angular inserido dentro da faixa de erro aceitavel.

3.5.4 Limite de Deteccao

O limite de deteccdo (LD) corresponde a menor concentracdo da substancia de
interesse que pode ser detectada, ndo sendo necessariamente quantificvel neste valor. De
acordo com o trabalho de RIBANI et al. (2004) ha trés maneiras distintas de calcular-se o
LD, sendo elas: método visual, método relagéo sinal-ruido e método baseado em parametros
da curva analitica. O método aqui utilizado envolveu os parametros da curva analitica, uma
vez que estes dados ja estavam disponiveis. A expressao que representa o calculo do LD esta

representada na Equacao 2 abaixo:

S
LD = 3,3 x 5 (2)

onde s corresponde a estimativa do desvio padrdo amostral da resposta obtida na analise do

branco e S o valor do coeficiente angular da curva analitica da substancia de interesse.

Realizou-se a analise de 10 medidas do branco através do método desenvolvido. Para
simulacdo da matriz aquosa utilizou-se agua deionizada obtida do sistema Milli-Q fornecido
pela Millipore Corporation e foi realizada extracgdo liquido-liquido utilizando diclorometano
como solvente. Em cada branco analisado integrou-se o pico correspondente ao tempo de
retencdo estabelecido para cada PCB avaliado no método desenvolvido e suas respectivas
areas foram compiladas para uma planilha do software Microsoft Excel® 2016, na qual
realizou-se o tratamento estatistico para determinacdo dos valores de desvio padrdo. O

coeficiente angular utilizado foi obtido das curvas analiticas de cada PCB.
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3.5.,5 Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo (LQ) corresponde a menor concentracao da substancia que
pode ser mensurada e geralmente corresponde ao padrdo de calibracdo de menor valor
(INMENTRO, 2008). O trabalho de revisédo sobre validacdo de RIBANI et al. (2004)
informa que os mesmos critérios adotados para o calculo do LD podem ser utilizados,
contudo recomenda que no caso de técnicas analiticas baseadas em separacdo como a
cromatografia este parametro seja calculado através dos parametros da curva analitica, uma
vez que esta é estatisticamente mais confidvel. A expressdo utilizada para célculo do LQ esta
apresentada na Equacéo 3:

LQ =10 u 3
Q=10+ ©

Os valores de desvio padrdo e coeficiente angular sdo os mesmos utilizados na Equacéo 2 e,
portanto, obtidos das mesmas medidas dos brancos empregadas no calculo do LD. Os valores

do LQ foram expressos em termos de concentracdo, conforme descrito pela curva analitica.

3.5.6 Tendéncia/recuperacao

Um dos parametros para avaliar-se a exatiddo da validacdo de um ensaio é a
recuperacdo dos analitos de interesse. De acordo com THOMPSON et al. (1999), a
recuperacdo é definida como a proporcéo da substancia de interesse presente ou adicionada
na porc¢do analitica do material teste, que é extraida e passivel de ser quantificada. O boletim
informativo descrito por PEREZ (2010) cita em tabela que o intervalo de recuperagéo aceito
varia de acordo com a concentracdo do analito. Para o presente estudo, ao trabalhar com
quantidades na ordem de partes por bilhdo, aceitou-se uma faixa de recuperacéo entre 80 a
110%.

Realizou-se a extracdo liquido-liquido (ELL) como método para avaliacdo da
recuperacdo dos congéneres apds a analise cromatogréafica. Iniciou-se esta etapa com o
preenchimento de funis de separacdo de teflon comercializados pela Thermo Scientific com
1 litro de agua ultrapura conforme ilustrado na Figura 5. Cada amostra aquosa foi fortificada
em duplicata com 1 mL da solucdo de PCBs a concentragdo equivalente a um ponto da curva
de calibracdo. Realizou-se a analise de recuperacéo nas concentraces de 1, 4 e 10 pg L™,
cujas solugdes foram preparadas no mesmo dia da extracdo. Abaixo de cada funil alocou-se
um frasco de vidro de 250 mL fabricado pela Schott sobre o qual foi posicionado um funil
de vidro coberto com papel microfiltro. Preencheu-se cada papel filtro com 30 g de sulfato

de sodio de forma a evitar a passagem de agua para o frasco de vidro.
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Ap0s os funis de separagédo estarem preenchidos com a matriz fortificada, avolumou-
se em uma proveta de 100 mL aproximadamente 60 mL de diclorometano para sua adi¢do
em cada funil. Com a separacdo das duas fases promoveu-se a homogeneizagao das mesmas
através de agitacdo manual por 2 minutos. Ao final do tempo de mistura, aguardou-se a
decantacdo das fases (Figura 5) para que fossem abertas as torneiras havendo o recolhimento

da fase organica.

Figura 5. Extracdo em fase liquida para analise de recuperacgéo da validacéo.

O procedimento de adicéo de solvente com posterior agitacédo foi realizado trés vezes,
recolhendo o volume total de 180 mL da fase organica. Este volume por fim foi levado para
etapa de concentracdo no equipamento Syncore. Para tal, a fase organica é transferida para
um copo de vidro (Figura 6) contendo um dedal inferior com marcagéo calibrada em 1 mL,

previamente lavado com diclorometano para retirada de impurezas.

Figura 6. Copos de vidro para uso no equipamento Syncore.

Posteriormente, os copos preenchidos foram inseridos no equipamento Syncore cujo
sistema, ilustrado na Figura 7, foi configurado para promover a concentracéo a vacuo da fase
orgénica na temperatura de 45 °C durante 1h e 40 minutos sob agitagdo de 200 rpm e uma

pressdo de aproximadamente 700 mbar. O tempo de secagem do solvente mostrou-se
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propicio para alcancar a marca de 1 mL do copo, volume que, apés esta etapa, foi inserido

em vial de vidro de 2 mL utilizando uma pipeta de pasteur.

Figura 7. Sistema de concentracdo do equipamento Syncore.

Os vials contendo o extrato utilizado para avaliar a recuperacdo dos congéneres
foram analisados pela técnica GC-MS juntamente com a injecdo do padrdo puro na mesma
concentragdo, ou seja, injetou-se no equipamento o padrdo logo antes da anélise dos extratos
de mesma concentracdo, desta forma realizou-se a comparacao entre areas para o calculo de
recuperacdo. Antes das analises injetou-se diclorometano puro no equipamento para retirada

de quaisquer interferentes na coluna.

3.5.7 Precisdo

A precisédo representa a dispersao de resultados obtidos no ensaio de determinacao.
O documento DOQ-CGCRE-008 (INMENTRO, 2008) relata que este parametro €
usualmente avaliado pelo desvio padrdo relativo sendo que as formas mais comuns de o

expressar sdo: por meio da repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade.

3.5.7.1 Repetitividade

A repetitividade foi avaliada a partir da concordancia entre resultados obtidos de
medic¢des sucessivas. O documento DOQ-CGCRE-008 (INMENTRO, 2008) informa que
este parametro pode ser expresso a partir da analise de um padrdo em um mesmo instrumento

utilizado sob iguais condicoes.

Esta andlise foi realizada ao preparar-se uma solugdo contendo o padréo de curva a
uma concentracdo de 4 pg L™ a qual foi injetada 7 vezes consecutivas no equipamento. O
desvio padrdo relativo da concentragdo obtida de cada pardmetro foi calculado pela
Equacdo 4:

SD
RSD(%) = - * 100 4)
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onde SD é o desvio padrdo obtido da dispersdo dos valores de concentracdo obtidos da

analise do padréo e M a média das concentra¢des obtidas destas analises.

A verificacdo da confiabilidade dos dados obtidos foi realizada a partir da aplicacdo
do teste t de Student bilateral para média de uma amostra através da Equacéo 5:
X — o

Tobservado -7 s (5)

Vn

onde o valor de x representa a média dos valores de concentragdo medidos, u, o0 valor fixo
de concentracdo para comparacdo com a média da amostra, s o desvio padrdo das
concentracdes medidas e n o tamanho da amostra. Utilizando um valor de o = 0,05 ¢
assumindo o conjunto de hipdteses que indicam se as médias sdo ou ndo estatisticamente

iguais, temos abaixo:

1. Hipdtese Nula: ndo existe diferenca estatisticamente significativa entre a média
calculada e o valor de interesse, neste caso x = y,;
2. Hipotese Alternativa: existe uma diferenca estatisticamente significativa entre a

média calculada e o valor de interesse, neste caso x # u,;

3.5.7.2 Precisédo Intermediaria

Este parametro tem como objetivo promover a verificacdo das variacGes que sofre
uma analise laboratorial de uma amostra ou padrdo por um mesmo método devido a eventos
como: diferentes analistas, diferentes instrumentos ou diferentes dias de analise (ICH,
1995). Avaliou-se a precisdo intermediaria através da analise de uma solucéo contendo
padrdo de curva a concentracdo de 4 pg L, a qual foi injetada 7 vezes, sendo todas as
injecOes realizadas em dias diferentes. Os valores de concentracdo obtidos apds anélise de
area de todos os picos de cada parametro foram compilados para o software Excel e
analisadas pelo RSD e teste t de Student conforme equacdes 4 e 5 utilizadas na verificacdo

da repetitividade.

3.5.7.3 Reprodutibilidade

A verificacdo da reprodutibilidade é realizada através de resultados colaborativos
entre mais de um laboratorio com competéncias similares ao do que propde a validacdo. Este
item ndo foi utilizado para computar a analise de precisdo, pois a IUPAC recomenda o
envolvimento de diferentes laboratorios em seu guia (THOMPSON et al., 1999), sendo

impraticavel devido ao tempo proposto para realiza¢do deste estudo.
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3.5.8 Robustez
A robustez representa a capacidade do método de estabelecer os mesmos resultados
frente a variacdes deliberadas ou ndo de seus parametros, sejam eles concentracdo de

solvente, natureza do gas de arraste, programa de temperatura, entre outros (ICH, 1995).

Na analise deste parametro verificou-se as variacGes ocasionadas na area dos picos
referentes a cada congénere alterando o patamar de temperatura do programa para maiores
e menores valores na ordem de 15 °C e 20 °C. Para tal, modificou-se algumas condi¢fes no
método conforme expressado na Tabela 6. A partir de cada alteracédo injetou-se solucGes
com padrédo de curva em concentracdes referentes aos pontos de concentragfes 1,4 ¢ 10 pg

L da curva analitica.

Tabela 6. Condicdes de alteracdo do método para andlise de robustez.

CONDICAO 1 CONDICAO 2
Patamar de Temperatura Final 315°C Patamar de Temperatura Final 280 °C
Temperatura da Fonte de fons 300 °C Temperatura da Fonte de fons 280 °C
Temperatura da Interface 315°C Temperatura da Interface 280 °C

Em primeiro momento injetou-se o padrdo referente a cada concentracdo nas
condicdes preditas pelo método proposto de forma a realizar uma comparacéo entre as areas
de cada condicdo. Apods analise dos padrdes nas alteracfes propostas, compilou-se os dados
de area para o software Excel de forma a comparar as variacGes através da analise do desvio

padréo.
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4 Resultados
4.1 Seletividade

A seletividade do método desenvolvido foi analisada a partir da comparagao entre 0s
espectros de massa obtidos da analise de uma amostra de dgua para consumo humano e da
analise de um padrdo de 0,1 ppm. Os dados foram comparados a partir do espectro obtido
no tempo de retengéo de cada congénere. Os espectros de alguns congéneres exigidos pela
resolucdo brasileira sdo ilustrados na Figura 8, 0s quais demonstram uma clara diferenca na
presenca dos ions monitorados pelo método no padrdo frente aos da amostra indicando boa
seletividade.

Figura 8. Comparativo entre alguns espectros de massa de padréo de 0,1 ppm (esquerda) e
amostra em matriz aquosa (direita).
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Apesar da técnica ser seletiva, os dados nédo sdo totalmente conclusivos quanto a
possivel interferéncia da matriz na anélise de alguns ions, uma vez que a amostra ndo foi
fortificada com o padrdo no seu preparo, ficando esta verificacdo em aberto para possiveis

trabalhos futuros.

4.2 Curva de Calibracgéo

A montagem da curva de calibracdo envolveu o preparo de 5 solugbes de trabalho
nas concentragdes 0,7, 1, 4, 8 ¢ 10 pg L* (expressos em ppb) a partir de sucessivas diluicoes
do padrdo com valor certificado de 100 mg L. Injetou-se as solugBes de trabalho em
duplicata utilizando uma coluna cromatogréfica nova para posterior elaboracdo da curva. A
partir do método proposto, as equacbes das curvas obtidas para todos os parametros estao
apresentadas na Tabela 7, os cromatogramas ilustrados no APENDICE A e as curvas no
APENDICE B.

Tabela 7. Pardmetros e coeficiente de determinacdo das curvas de calibracdo (y = a x +b)
dos congéneres analisados.

Parametro Equacéo Coeficiente de determinacio (r?)
PCB 8 y = 108,332.x — 33,394 0,999528
PCB 18 y = 70,095.x + 15,547 0,998456
PCB 28 y =67,677.x—7,292 0,999926
PCB 44 y =61,131.x — 13,464 0,999650
PCB 52 y =44,914.x — 7,592 0,999219
PCB 66 y = 60,697.x — 3,604 0,999958
PCB 77 y = 47,865.x — 16,082 0,999481
PCB 101 y =40,398.x + 1,310 0,999559
PCB 105 y =49,082.x — 5,748 0,999823
PCB 118 y =54,275.x — 21,964 0,999895
PCB 126 y = 68,099.x — 17,189 0,999441
PCB 128 y = 29,527 .x — 3,457 0,999953
PCB 138 y =42,379.x + 0,623 0,999965
PCB 153 y = 44,355.x + 10,557 0,999579
PCB 170 y =23,750.x — 2,777 0,999812
PCB 180 y =30,456.x + 17,435 0,999731
PCB 187 y =28,129.x + 10,869 0,999792
PCB 195 y =25,324.x + 11,562 0,999382
PCB 201 y =33,794.x + 2,429 0,999615
PCB 206 y =18,281.x + 1,845 0,999975
PCB 209 y =21,382.x + 21,545 0,999780

Todas as curvas elaboradas no programa GCMS Postrun Analysis forneceram um
coeficiente de determinagcdo com valores acima de 0,99 indicando forte correlagdo entre
concentracdo de analito e sinal obtido. Os valores em duplicata das &reas obtidas para cada

parametro apresentaram uma dispersdo maxima com um RSD de 7%. Nos respectivos
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gréaficos de residuos por concentracdo da curva de cada congénere, ndo se observou
qualitativamente a aparicdo de alguma tendéncia de erro sistematico, assumindo-se assim

comportamento linear.

A Figura 9 apresenta os graficos da razao entre area calculada pela equacédo da curva
e concentracdo por concentracdo para PCBs solicitados na resolugédo a ser atendida. Para
todos os congéneres analisados pelo método proposto, os valores da razao &rea/concentracéo
ficaram dentro da faixa de 95-105% (linhas horizontais) do coeficiente angular, indicando

que estdo numa faixa linear.

Figura 9. Gréficos de indicagdo da faixa linear da curva de alguns congéneres.
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4.3 Limites de Quantificacdo e Detecgdo
Os resultados de desvio padrdo das 10 medidas do branco utilizadas para o célculo
de LD e LQ, juntamente com os respectivos valores de coeficientes angulares, LD

(Equacéo 2) e LQ (Equacdo 3) para cada amostra sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Limites de detecgéo e quantificagdo obtidos na validagdo proposta.

Parametro Desvio Padrdo  Coeficiente Angular LD (ugL?) LQ (ugL?)

PCB 8 3,58 108,30 0,11 0,33
PCB 18 5,78 70,10 0,27 0,82
PCB 28 5,20 67,73 0,25 0,77
PCB 44 4,57 61,13 0,25 0,75
PCB 52 3,55 4491 0,26 0,79
PCB 66 4,89 60,70 0,27 0,81
PCB 77 3,83 47,83 0,26 0,80
PCB 101 3,20 40,40 0,26 0,79
PCB 105 3,82 49,09 0,26 0,78
PCB 118 4,05 54,28 0,25 0,75
PCB 126 4,86 68,07 0,24 0,71
PCB 128 2,26 29,58 0,25 0,76
PCB 138 3,33 42,36 0,26 0,79
PCB 153 3,71 44,86 0,27 0,83
PCB 170 1,79 23,76 0,25 0,75
PCB 180 2,24 30,47 0,24 0,74
PCB 187 2,29 28,19 0,27 0,81
PCB 195 1,83 25,30 0,24 0,72
PCB 201 2,56 33,72 0,25 0,76
PCB 206 1,40 18,28 0,25 0,77
PCB 209 1,79 21,36 0,28 0,84

E possivel observar que os limites de quantificagio com excecdo do congénere
PCB 8 representam valores muito préximos ao primeiro ponto da curva de calibragéo, em
concordancia com o recomendado pelo documento DOQ-CGCRE-008 (INMENTRO,
2008).
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4.4 Recuperagao

Pelo quociente entre a area obtida pelo extrato e a area de referéncia, obteve-se o
valor de recuperacdo de cada parametro, sendo a recuperacdo media obtida pela média dos
valores obtidos em cada duplicata. Os resultados de recuperacao obtidos para cada parametro
estdo ilustrados na Tabela 9 e os picos dos congéneres de interesse apresentados no
APENDICE C. Nos resultados expressados pela tabela, observa-se que todos os valores de
recuperacdo média se enquadraram na faixa aceitavel de recuperacédo entre 80 e 110%.

Tabela 9. Valores de recuperacdo média obtidos para cada pardmetro apds anélise do
extrato resultante da ELL.

Extrato de 1 ppb Extrato de 4 ppb Extrato de 10 ppb
Parametro Recuperacdo Média Recuperacdo Média Recuperacdo Média

PCB 8 83% 85% 83%
PCB 18 87% 90% 82%
PCB 28 94% 91% 99%
PCB 44 99% 90% 84%
PCB 52 96% 98% 97%
PCB 66 86% 94% 81%
PCB 77 96% 92% 83%
PCB 101 92% 89% 93%
PCB 105 84% 100% 89%
PCB 118 95% 85% 89%
PCB 126 105% 83% 92%
PCB 128 90% 98% 96%
PCB 138 108% 85% 91%
PCB 153 105% 88% 92%
PCB 170 86% 95% 82%
PCB 180 101% 90% 82%
PCB 187 85% 96% 104%
PCB 195 96% 89% 92%
PCB 201 88% 88% 90%
PCB 206 104% 101% 92%
PCB 209 103% 97% 103%

Nesta etapa do estudo a analise realizada pelo método proposto ndo apresentou dados
satisfatorios para monitoramento do ion principal dos congéneres 128, 153, 170 e 206 uma
Vez que ndo apresentaram 0S mesmos picos obtidos na curva de calibragdo. Desta forma a
comparacédo de area foi realizada através dos picos gerados pelos ions de referéncia destes

congéneres, fornecendo assim resultados satisfatorios.
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4.5 Repetitividade

Os dados de repetitividade foram obtidos pelo calculo da concentragédo a partir da
curva de calibracdo de cada parametro apds repetidas analises da solucdo padrdo. Foram
compilados para o Excel e, ap0s tratamento estatistico, ilustrados na Tabela 9.

Tabela 10. Andlise da repetitividade do método desenvolvido através da medicao
sequencial do padréo de 4 ppb.

Parametro Média RSD (%) Tobservado Ttabelado (a=0,05)
PCB 8 4,03 2,88 0,6453
PCB 18 4,04 1,13 2,1796
PCB 28 3,97 2,77 -0,6572
PCB 44 4,00 2,43 0,0995
PCB 52 4,03 1,27 1,1752
PCB 66 4,02 1,84 0,8150
PCB 77 4,03 2,31 0,8783
PCB101 3,99 1,78 -0,3066
PCB 105 4,06 1,61 2,3506
PCB 118 3,99 2,87 -0,1798
PCB 126 4,00 1,73 0,0443 2,4469
PCB 128 4,02 2,05 0,6921
PCB 138 4,02 1,87 0,5962
PCB 153 4,05 1,34 2,3771
PCB 170 4,06 2,39 1,5499
PCB 180 4,03 1,85 1,0277
PCB 187 4,05 1,64 2,0893
PCB 195 4,01 3,75 0,1967
PCB201 3,97 4,68 -0,3653
PCB 206 412 3,55 2,1494
PCB 209 4,00 3,90 0,0525

Observa-se na Tabela 9 que apenas 0 RSD dos congéneres 201 e 209 ofereceram
valores relativamente maiores que os demais. Ao analisar os valores obtidos para o T, do
teste t de Student pode-se concluir que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre
a média das concentracdes medidas e o valor real de concentracdo. Assim, a hipotese
alternativa é rejeitada de forma que para alguns parametros 0 T, ;s < T¢qp. € para outros o

Tobs > _Ttab.

4.6 Precisdo Intermediaria
As médias e desvios relativos obtidos de todas as andlises estdo ilustrados na

Tabela 11, ap6s compilacdo dos dados dos cromatogramas para o software Excel.

Com a verificagdo da Tabela 11, que apresenta os resultados da medi¢cdo de uma
solucdo padrdo de 4 ug L (ppb) durante um intervalo de tempo de duas semanas, percebe-

se que apesar de alguns parametros fornecerem um valor de RSD relativamente maior, 0
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resultado da andlise estatistica com o teste t de Student através da Equacdo 5 demonstrou
que as médias das concentracdes medidas ndo diferem estatisticamente de forma
significativa do valor real de concentracao.

Tabela 11. Anélise da precisdo intermediaria do método desenvolvido através da medicéo
do padrdo de 4 ppb em dias diferentes.

Parametro Média RSD (%) T observado T tabelado (¢=0,05)
PCB 8 3,98 3,35 -0,3544
PCB 18 3,98 1,74 -0,8161
PCB 28 4,04 1,87 1,3395
PCB 44 3,98 1,05 -1,5437
PCB 52 3,99 1,93 -0,3767
PCB 66 4,04 2,27 1,0697
PCB 77 4,06 1,84 2,2534
PCB 101 4,07 2,54 1,6918
PCB 105 3,97 3,79 -0,4624
PCB 118 4,07 2,26 1,9019
PCB 126 3,99 1,56 -0,2173 2,4469
PCB 128 3,99 2,35 -0,2115
PCB 138 4,05 2,52 1,2259
PCB 153 4,08 3,31 1,6498
PCB 170 4,00 2,91 0,0585
PCB 180 4,12 3,53 2,1512
PCB 187 4,09 4,30 1,3240
PCB 195 4,02 6,19 0,1789
PCB 201 4,08 3,07 1,7023
PCB 206 4,08 2,47 2,0942
PCB 209 4,00 3,09 0,0663

4.7 Robustez

Os valores obtidos nas duas diferentes condigdes foram comparados entre si para
avaliar-se a dispersdo entre eles pelo RSD calculado através da Equacdo 4. Uma vez
compilados e analisados no software Excel, os resultados sdo expressados na Tabela 12.

Tabela 12. Andlise de robustez do método através da medicéo de trés padroes e
comparadas suas areas obtidas em duas condicdes distintas.

Padréo de 10 ppb Padrdo de 4 ppb  Padrdo de 1 ppb
Pardmetro  Média RSD (%) Média RSD (%) Media RSD (%)
PCB 8 512,25 1,17 238,50 4,15 60,00 3,54
PCB 18 314,75 1,24 184,00 3,46 48,50 1,46
PCB 28 282,00 0,00 159,75 0,22 48,75 6,53
PCB 44 240,25 1,03 112,50 0,63 43,75 0,81
PCB 52 163,25 0,22 72,75 5,35 33,00 0,00
PCB 66 186,50 1,90 97,50 2,18 25,25 4,20

PCB 77 144,00 1,47 78,00 1,81 20,75 5,11
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PCB 101 121,25 2,62 63,50 7,79 30,00 2,36
PCB 105 85,00 0,00 29,25 3,63 16,00 0,00
PCB 118 116,75 2,12 74,75 0,47 37,00 191
PCB 126 94,75 2,61 41,50 0,00 24,00 0,00
PCB 128 74,25 2,38 42,50 0,00 17,75 1,99
PCB 138 97,00 3,64 52,25 3,38 20,50 6,90
PCB 153 75,75 0,47 42,25 5,86 23,50 0,00
PCB 170 68,50 0,00 33,75 1,05 14,75 2,40
PCB 180 84,00 0,00 39,00 5,44 16,75 2,11
PCB 187 47,75 0,74 24,25 1,46 16,25 2,18
PCB 195 121,50 2,33 65,25 4,88 41,25 0,86
PCB 201 265,00 1,87 110,25 0,32 79,50 2,67
PCB 206 34,75 5,09 18,75 5,66 10,00 7,07
PCB 209 61,50 3,45 33,75 1,05 17,75 5,98

Os resultados da Tabela 12 demonstram pequenos valores de dispersdao (RSD) para
grande parte dos congéneres indicando pequena variacdo nos resultados obtidos quando
comparadas as anélises nas duas situagdes. Contudo a sensibilidade do método foi afetada
pelo patamar de temperatura, uma vez que as areas obtidas ndo mais se igualaram as

fornecidas pela curva de calibracao.
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5 Conclusoes e Trabalhos Futuros

Sendo os Poluentes Organicos Persistentes um desafio em termos de disposicao para
alcancar as metas estabelecidas pelas normas que visam seu controle, estabelecer métodos
suficientemente sensiveis para sua determinacdo é de grande importancia para auxiliar nas

medidas para reducdo destes compostos.

No presente trabalho foi estabelecida uma metodologia capaz de permitir a
determinacdo de compostos PCBs em amostras de aguas por meio de ensaio analitico com
limite de deteccdo condizente com as tolerancias estabelecidas por recomendacdes legais.
Apesar de estar sujeito a condi¢cGes que exigem um aparato laboratorial para pratica do
ensaio, 0 método avaliado no estudo revelou-se suficiente para atender a maioria dos
parametros exigidos numa validacdo e produziu sinais seletivos para 0 monitoramento das
substancias desejadas e permitiu sua quantificacdo uma vez estabelecidas as condigdes

instrumentais de andlise.

A curva de calibracdo trabalhou com todos os compostos de interesse pela analise de
padrdes na faixa de trabalho proposta e o limite de quantificacdo dos parametros foi de
encontro a um valor proximo ao ponto primeiro da curva conforme orientacdo do
INMETRO. Os dados de precisdo obtidos pela repetitividade e precisdo intermediaria
apresentaram valores aceitaveis como indicado pelos valores de RSD e pelo teste estatistico.
A analise de recuperacao apresentou resultados dentro da faixa aceitavel para concentracdo
trabalhada e a robustez ndo apresentou dispersdo acentuada de valores apesar de expressar

uma menor sensibilidade na analise.

Uma vez que o método programado permite execucdo em todos os modelos do
equipamento que comportem um detector por massas, pode-se afirmar que este método
permite reprodutibilidade da analise em outros cromatégrafos uma vez que disponham de
alguns parametros experimentais semelhantes como gas de arraste e coluna cromatografica.
Desta forma a anélise do pardmetro de reprodutibilidade da validagdo pode ser realizada em

préximos trabalhos visando avaliar resultados obtidos pela analise de outros laboratorios.

Verificar medidas que propiciem uma determinagdo sem perda eventual de
sensibilidade, tal como uma analise mais aprofundada da seletividade, também fica como

sugestdo para futuros estudos.
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7 Apéndice
APENDICE A - Cromatogramas da curva de calibragao.

Ponto 5 da curva de calibracéo

Chromatogram (Zoom)

Ponto 4 da curva de calibracédo

Chromatogram (Zoom)

0%46.1
}8.00*56%

8326 00*73 9
53380

Ponto 3 da curva de calibracéo

Chromatogram (Zoom)
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Ponto 2 da curva de calibracéo

Chromatogram (Zoom)

496 00*2 29
498 00*2.15
500.00*1.67

Ponto 1 da curva de calibracéo

Chromatogram (Zoom)

498 00%2.15
~500.00%1.67
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APENDICE B - Curvas de calibracio dos parametros analisados

ID#2 Mass:186.00 Name:PCB 18
f(x)=70.095442%x+15.547606

ID#:1 Mass:152.00 Name:PCB 8
f(x)=108.332080%x-33.394059

112=0.999528 112=0.998456
[+1043] # Cone. ( pfb) Mean :%1_-:& [*10°2] # Cone. ( pfb) Mean Area
1 0.700 2500 gor 1 0.700 63.00
2 1.000 80.00 2 1.000 88.00
101 3 4.000 307.00 3 4.000 301.00
4 8.000 819.00 4 8.000 558.00
5 10.000 1062.00 5 10.000 729.00
0.5F
0.0'E : : 0.0 : :
0.0 0.5 1.0 0.0 0.5 1.0
[*1071] [*10~1]
ID#3 Mass:186.00 Name:PCB 28 ID#4 Mass:220.00 Name:PCB 44
fx)=67.67 7.292413 f(x)=61.131854%x-13.464990
1m2=0.999926 112=0.999650
[*10°2] # Cone. (ppb) Mean Area [*10°2] # Conc. (ppb) Mean Area
T 1 0.700 40.00 r 1 0.700 31.00
7.0 2 1.000 63.00 6.0 2 1.000 46.00
- 3 4.000 259.50 3 4.000 228.50
4 8.000 534.50 B 4 8.000 483.00
I 5 10.000 670.50 L 5 10.000 593.00
30l 3.0
0.0 : ! 0.0 ! !
0.0 0.5 1.0 0.0 0.5 1.0
[*1071] [*1071]
ID#:5 Mass:292.00 Name:PCB 52 ID#6 Mass:292.00 Name:PCB 66
f(x)=44.913958%x-7.592159 f(x)=60.697160%x-3.604537
112=0.999219 112=0.999958
[¥10°2] # Cone. (ppb) Mean Area (1072 # Conc. (ppb) Mean Area
™ 1 0.700 25.00 T 1 0.700 40.00
2 1.000 36.00 60k 2 1.000 55.50
4.0 3 4.000 169.50 3 4.000 240.50
4 8.000 360.00 B 4 8.000 480.00
= 5 10.000 436.00 L 5 10.000 604,50
20 3or
0.0 : ! 0.0 ! !
0.0 0.5 1.0 0.0 0.5 1.0
[*1071] [*1071]
ID#7 Mass:292.00 Name:PCB 77 ID#8 Mass:326.00 Name:PCB 101
f(x)=17.865427%x-16.082123 f(x)=40.398542%x+1.310910
112=0.999481 112=0.999559
[*10°2] # Conc. (ppb) Mean Area [*10°2] # Conc. (ppb) Mean Area
:‘\.O-— 1 0.700 18.50 T 1 0.700 30.00
2 1.000 3100 4ql 2 1.000 42.00
| 3 4.000 172.50 3 4.000 160.00
4 8.000 374.00 4 8.000 330.00
| 5 10.000 458.00 i 5 10.000 402.00
20t =or
0.0 : ! 0.0 ! !
0.0 0.5 1.0 0.0 0.5 1.0
[*10°1] [*1071]
ID#9 Mass:326.00 Name:PCB 105 ID#:10 Mass:326.00 Name:PCB 118
f(x)=49.082022%x-5.748785 f(x)=54.275220%x-21.964542
112=0.999823 112=0.999895
[*10°2] # Cone. (ppb) Mean Area [*10°2] # Conc. (ppb) Mean Area
T 1 0.700 20.50 T 1 0.700 15.50
501 2 1.000 4100 o1 2 1.000 34.00
3 4.000 189.50 3 4.000 194,50
r 4 8.000 383.00 L 4 8.000 409.00
5 10.000 488.50 5 10.000 523.50
20 [ 20 .
0.0 - ! 0.0 ! !
0.0 0.5 1.0 0.0 0.5 1.0
[*1071] [*1071]



42 Validacao de método para determinacao de bifenilas policloradas em aguas por GC-MS

ID#:11 Mass:326.00 NamePCB 126
f(x)=68.098970%*x-17.189119
112=0.999441
[*1072]

7.0

[ S N

0.0 | |
0.0 0.5 L0

[*10"1]
ID#:13 Mass:290.00 Name:PCB 138
f(x)=42.379107*x+0.623034
112=0.999963

[*10:2]

40rF

[ S e

00 1 1
0.0 0.5 1.0

[*1071]
ID#:15 Mass:394.00 Name:PCB 170
f(x)=23.750434*x-2.777056
112=0.999812

[*10:2]

[ N N N

00 1 1
0.0 0.5 1.0

[*1071]
ID#:17 Mass:394.00 Name:PCB 187
f(x)=28.128760*x+10.869679
112=0.999792

#
E1 00 ™
[*1072] 1
3.0r 2
3
4
F 5
1.0+
00 1 1
0.0 0.5 1.0

[*1071]
ID#:19 Mass:430.00 Name:PCB 201
f(x)=33.749132%x+2.429113
112=0.999615

[*10:2]

3.0r

L S e

[+10°1]

Cone. (ppb)
0.700

1.000

4.000
8.000
10.000

Cone. (ppb)
0.700

1.000

4.000
8.000
10.000

Cone. (ppb)
0.700

1.000

4.000
8.000
10.000

Cone. (ppb)
0.700

1.000

4.000
8.000
10.000

Cone. (ppb)
0.700

1.000

4.000
8.000
10.000

Mean Area

Mean Area

Mean Area

Mean Area

ID#:12 Mass:360.00 Name:PCB 128
f(x)=29.526984%x-3.457904

112=0.999953
Mean Area . . #
32.00 (11074 1
4950 3.0p 2
258.50 3
517.00 4
671.00 L 5
1.0+
0.0 . .
0.0 0.5 1.0

[*10"1]
ID#:14 Mass:360.00 Name:PCB 153
f(x)=44.355044%x+10.557092
112=0.999579

20500 15%",]
44.50
169.00
340.00
424.50

[ S e

1 1
.0 0.5 1.0

[*1071]
ID#:16 Mass:394.00 Name:PCB 180
f(x)=30.456675%x+17.435360
112=0.999731

[*10:2]

e
o2

14.50
21.50
00.00 30r
188.50
234.50

[ N N N

00 1 1
0.0 0.5 1.0

[*1071]
ID#:18 Mass:430.00 Name:PCB 195
f(x)=25.324358*x+11.562544
112=0.999382

[*1072]

31.00
38.00
125.00
233.50
293.50

[ S N

1.0

00 1 1
0.0 0.5 1.0

[*1071]
ID#:20 Mass:464.00 Name:PCB 206
f(x)=18.281467*x+1.845847
112=0.999975

26.00 " 13%",]
36.50
138.50
268.00
343.00

L S e

0.0 0.5 1.0
[*10°1]

Cone. (ppb)
0.700

1.000

4.000
8.000
10.000

Cone. (ppb)
0.700

1.000

4.000
8.000
10.000

Cone. (ppb)
0.700

1.000

4.000
8.000
10.000

Cone. (ppb)
0.700

1.000

4.000
8.000
10.000

Cone. (ppb)
0.700

1.000

4.000
8.000
10.000

Mean Area
17.00
26.00

115.50
231.50
292.50

Mean Area
41.00
56.50

188.50
359.50
458.50

Mean Area
39.00
46.50

140.00
264.00
319.50

Mean Area
29.50
36.50

114.50
210.00
267.50

Mean Area
14.50
20.50
74.50

148.50
184.50
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ID#:21 Mass:498.00 Name:PCB 209
f(x)=21.382896*x+21.545075

112=0.999780

[¥1072] flr Conc. (()pl)(;)g f\IeaIl%élgg
2 1.000 43.50
3 4.000 106.00
4 8.000 191.00
5 10.000 237.00

[*10°1]
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APENDICE C - Picos dos congéneres de interesse obtidos da analise do extrato na
etapa de recuperacao.

Extrato de 10 ppb da solucéo de curva

(x100) (legozog)o ] (x100)
1186.00 292. I 1.50-1326.00 M
da.00 | PCB 28 2022000 I PCB 52 Ben 00 I PCB 101
4.0-1258.00 H 1290.00 I 1328.00 |
] 9 257
3.0{ 20,:
1.5
1.0
0.5+
0'07\ ‘ I I ‘ I I ‘ I 1 ‘ ] ‘ I I ‘ I I ‘ I
5.05 5.10 5.15 5.20 5.5 5.6 5.7
0 (x100) (x100)
[326. 1290.00 1145.00
1.25-324.00 PCB 118 1360.00 PCB 138 1362.00 PCB 153
] 360.00
3.0
25
2.0
M 15— —r —
5.70 5.75 5.80 5.85 5.9 6.0 6.1
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Extrato de 4 ppb da solucédo de curva

(x100) (x2 100)
1186.00 9. 326,00 -
1256.00 PCB 28 20,00 PCB 52 540 PCB 101
1 o5 1258.00 290.00
] 125+ :
1.00|
] 1.00
0.75| ]
050 11/ Wl 07sd
0.25]
h ‘ I I I ‘
4.9 5.0 : _ .
L0 (x100) (x100)
0326. 1290.00 7145.00
1324.00 PCB|118 1360.00 PCB 138 3.50 136300 PCB 153
] 1360.00
3.25
3.00
275
250
N N ) 2255
\\f \ ~~ \ [ 9
2.004
| [ [ T T T
5.8 595 600 605  6.10

1394.00
10430600 PCB 180
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Extrato de 1 ppb da solucéao de curva

(x100) (x10) L0
"186.00 '292.00 .
1.507556.00 PCB 28 1220.00 PCB 52 1254.00 PCB 101
1258.00 8.0-290.00 1328.00
1.25- 1 ]
1 7.0
1.00] 1
1 6.0
0.75 1
] 507
0.50-] N
4.0
0.251 ] -
\ W 3.0+ \ /
‘ ] ] ‘ ] [l ‘ ] [l ] ‘ - ] ‘ ] ‘ [l I I ‘ I I I I ‘ I I ] ] ‘ ] T ] T ‘
475 4.80 4.85 4.90 5.10 5.15 5550 5575 5600 5625
5.0 52000 i
. . PCB 118 1145.00
] 1.75-1362.00 PCB 153
1360.00

PCB 180

0.0

|| 0.501

1.50
1.25
1.00

0.75

5.850

5.875

5.900



